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TESTE DE TETRAZOLIO EM SEMENTES DE LEUCENA!
CAROLINE JACOME COSTA?, CAROLINA PAULA DOS SANTOS?

RESUMO - O teste de tetrazolio constitui alternativa promissora para avalia¢ao da viabilidade e
vigor de sementes. Além de possibilitar a obtencdo de resultados rapidos, gera informagdes que
permitem a identificagdo das causas de perda da viabilidade das sementes, sendo recomendado
para avaliacao da viabilidade de sementes que necessitam ser semeadas logo apos a colheita e
para complementar os resultados do teste de germinagao de sementes que apresentam dorméncia.
A eficiéncia do teste depende do desenvolvimento de metodologia adequada para cada espécie,
que recomende condigdes apropriadas de pré-condicionamento, preparo e coloragdo das
sementes. Objetivou-se, com o trabalho, avaliar métodos destinados ao preparo e coloragdo de
sementes de leucena para o teste de tetrazolio e verificar sua eficiéncia para avaliar a viabilidade
das sementes. Para os experimentos, foram utilizadas sementes da cultivar ‘Cunningham’ e do
hibrido interespecifico (Leucaena leucocephala x L. diversifolia) CPAC 4111. Duas metodologias
destinadas ao preparo das sementes para a coloragdo foram testadas: corte lateral e corte lateral
seguido de imersdo das sementes em agua, a 30 °C, por uma hora, e posterior remogdo do
tegumento. Para a coloracdo, foram avaliadas as concentracdes de 0,075%, 0,15% e 1% da
solucdo de tetrazolio e os periodos de duas e quatro horas, a 35 °C. Os resultados obtidos foram
comparados com os resultados dos testes de germinacdo e emergéncia de plantulas. O teste de
tetrazolio ¢ eficiente para avaliar a viabilidade de sementes de leucena, por meio do corte lateral
seguido da remocao do tegumento ¢ imersdo em solugdo de tetrazdlio a 0,15%, por duas horas.

Termos para indexacao: Leucaena leucocephala, Leucaena diversifolia, germinagao, emergéncia,
viabilidade.

TETRAZOLIUM TEST IN LEUCAENA SEEDS

ABSTRACT - The tetrazolium test is a useful alternative for seed viability and vigor evaluation
because besides producing rapid results it can also identify the causes of lost viability. This test is
recommended for the evaluation of the viability of seeds that have to be sown soon after harvest
and also complements germination tests for seeds that present dormancy. For each species, the
efficiency of the tetrazolium test depends on the development of appropriate methodology that
includes appropriate methods for pre-conditioning, preparation and staining of the seeds. We
evaluated preparation and staining methods for applying the tetrazolium test to leucaena seeds
and verified the efficiency of this test for assessing the viability of leucaena seeds using seeds
from Leucaena leucocephala cv. Cunningham and the interspecific hybrid (L. leucocephala x
diversifolia CPAC 4111. Two seed preparation methods were tested, a lateral cut and a lateral cut
followed by immersion in water for one hour at 30 °C and subsequent seed coat removal. The
seeds were stained with 0.075%, 0.15% or 1% tetrazolium solution for two or four hours at 35
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°C and then evaluated. The tetrazolium test results were compared with the results of standard
germination and seedling emergence tests. Our results show that subjecting the seeds to a lateral
cut and seed coat removal and then submersing them in 0.15% tetrazolium solution for two hours
is an efficient method for evaluating leucaena seed viability.

Index terms: germination, emergency, Leucaena diversifolia, Leucaena leucocephala, viability.

INTRODUCAO

A leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit) ¢ uma espécie pertencente a familia Fabaceae,
originaria da América Central. Denominada a “alfafa dos
tropicos”, ¢ considerada uma espécie versatil, de elevado
valor nutricional, com multiplos usos. Gragas ao sistema
radicular profundo, resiste a seca e constitui op¢do para
a suplementagdo animal durante a estiagem (Souza e
Espindola, 2000; Manella et al., 2002). Para a formagdo de
novas areas de pastagens que incluam a leucena, a qualidade
das sementes ¢ fundamental, ressaltando a importancia do
desenvolvimento e aprimoramento de testes que permitam a
avaliacdo da qualidade das sementes.

O teste de germinagdo tem sido o método
tradicionalmente empregado para avaliacdo da viabilidade
das sementes. Todavia, em alguns casos, a obtengao dos resultados
requer longos periodos, limitando a tomada de decisdo durante
o controle de qualidade das sementes. No caso de sementes de
leucena, por exemplo, os resultados do teste de germinac@o sdo
obtidos apos dez dias (Brasil, 1992). Por essa razdo, busca-se
desenvolver e aperfeigoar testes rapidos e confiaveis que oferecam
a caracterizagdo do potencial fisiologico das sementes.

Dentre esses testes, destaca-se o teste de tetrazolio,
que consiste em um método rapido para avaliar a viabilidade
e o vigor de sementes, baseando-se na atividade de enzimas
do grupo das desidrogenases, presentes nos tecidos vivos.
Neste teste, as sementes permanecem em contato com uma
solugdo incolor de cloreto de tetrazélio (2,3,5 trifenil cloreto
de tetrazolio), que ¢ absorvida pelos tecidos da semente.
Nos tecidos vivos que apresentam atividades respiratoria e
metabolica normais, as enzimas do grupo das desidrogenases
liberam ions hidrogénio (H") com os quais o sal 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazolio reage, formando um composto
insoltvel e estavel, de coloracdo avermelhada, denominado
trifenilformazan (Delouche et al., 1976). A intensidade e
localizagao das partes coloridas e descoloridas sdo utilizadas
para a interpretacdo do teste. As sementes vidveis tendem a
absorver a solugdo de tetrazdlio lentamente, desenvolvendo
coloragdo mais suave do que sementes deterioradas, que
adquirem coloracdo rosa forte. Os tecidos mortos, nos quais

ndo ha atividade dessas enzimas, sdo caracterizados pela
coloracdo branca ou amarelados e textura flacida (Franga
Neto, 1999). O teste de tetrazolio permite rapida avaliagdo da
viabilidade e do vigor das sementes e, por vezes, auxilia na
identificacdo das causas da perda da viabilidade das mesmas,
além de requerer equipamentos simples e de baixo custo
para sua execucdo (Delouche et al., 1976; Franga Neto et al.,
1998; Franca Neto, 1999).

Para que os resultados do teste sejam satisfatorios, é
necessario que a solugdo de tetrazolio seja adequadamente
absorvida pelas sementes. Por essa razdo, algumas espécies
necessitam passar por etapas preparatorias previamente
a imersdo na solugdo de tetrazolio. Em geral, as sementes
devem ser pré-embebidas em dgua antes de serem submetidas
a imersdo na solugdo de tetrazolio, com o objetivo de ativar
0 metabolismo enzimatico, uma etapa conhecida como pré-
condicionamento. Apds o pré-condicionamento, muitas
espécies ainda necessitam de técnicas preparatorias, que
envolvem, frequentemente, apungdo, o corte e/ouaremocao do
tegumento. No caso das sementes de leucena, que apresentam
tegumento impermedvel, sdo recomendados varios métodos
para o preparo das sementes antes da coloracdo: a pungdo, o
corte ou lixamento dos tegumentos, em zona ndo decisiva,
oposta ao eixo embrionario, na parte distal da semente; corte
longitudinal através dos tegumentos ou remocdo da parte
distal da semente. Para que ocorra a coloragdo, recomenda-
se que as sementes sejam submetidas as concentracdes de
0,5 a 1,0% da solugdo de tetrazolio, por 6 a 24 horas (Brasil,
1992). Verifica-se que as recomendagdes das Regras para
Analise de Sementes sdo inespecificas quanto a concentragdo
da solugdo de tetrazolio a ser empregada, além de requerer
longos periodos para a obtengado dos resultados. Esses fatores
reforcam a necessidade de aperfeicoar as recomendagdes
para realizagdo do teste de tetrazolio em sementes de leucena.
Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar métodos
destinados ao preparo e coloracdo das sementes de leucena
para o teste de tetrazolio e avaliar sua eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Analise
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de Sementes da Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF.
Empregaram-se sementes da cv. ‘Cunningham’ e do hibrido
interespecifico L. leucocephala x L. diversifolia, CPAC 4111.
Previamente a execucao dos experimentos, as sementes foram
escarificadas manualmente, lixando-se a extremidade oposta
ao eixo embriondrio, até a exposi¢ao dos cotilédones.

Para avaliagdo de metodologias destinadas ao preparo
e coloragdo para o teste de tetrazolio, sementes de um lote
de cada um dos materiais foram pré-condicionadas, por
18 horas, entre folhas de papel umedecido, a 25 °C. Duas
metodologias destinadas ao preparo das sementes foram
testadas: corte lateral e corte lateral seguido de imersdo das
sementes em agua, a 30 °C, durante uma hora, e posterior
remocao do tegumento. Para a coloragdo, 100 sementes de
cada um dos lotes foram imersas em solugdo de tetrazolio
nas concentragdes de 0,075%, 0,15% e 1%, no interior de
recipientes plasticos de 50 mL, por duas e quatro horas, a
35 °C, no escuro. Ao término do periodo de coloragdo, as
sementes foram lavadas em agua corrente, seccionadas
longitudinalmente através do centro do eixo embrionario e
avaliadas apenas quanto a uniformidade ¢ a intensidade da
coloracdo apresentadas pelos tecidos, sendo classificadas
em: ndo coloridas, parcialmente coloridas, coloridas com
intensidades fraca, adequada ou forte.

Para avaliar a eficiéncia do teste, cinco lotes de
sementes da cv. ‘Cunningham’ e cinco lotes de sementes do
hibrido interespecifico (L. leucocephala x L. diversifolia)
CPAC 4111 foram submetidos aos testes de germinagdo,
emergéncia de plantulas e tetrazolio.

O teste de germinagdo foi conduzido em rolos de
papel, a 25 °C, com avaliagdes aos quatro ¢ dez dias,
conforme as Regras para Analise de Sementes (Brasil,
1992). Foram empregadas 200 sementes de cada lote,
em quatro subamostras de 50 sementes. Ao final do teste,
determinou-se a percentagem de plantulas normais.

Para o teste de emergéncia de plantulas, 200 sementes
de cada lote, em quatro subamostras de 50, foram semeadas
em bandejas plasticas de 3,6 L, empregando areia de textura
média como substrato, e cobertas por uma camada de dois
centimetros de areia. As bandejas foram mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas diariamente. A avaliacdo foi realizada
aos 15 dias apds a semeadura, determinando-se a percentagem
de plantulas emergidas.

Quanto ao teste de tetrazolio, dentre as metodologias
testadas para o preparo e coloracdo das sementes, empregou-
se aquela que proporcionou coloracdo uniforme e de
intensidade adequada para avaliacdo. Para isso, 100 sementes
de cada lote, em quatro subamostras de 25 sementes, foram
pré-condicionadas por 18 horas, entre papel umedecido, a 25
°C, sendo posteriormente submetidas ao corte lateral, seguido
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da imersdo em agua, a 30 °C, por uma hora, para remogao
do tegumento. Para a coloragdo, o teste foi conduzido com
solugdo de tetrazolio a 0,15%, por duas horas, a 35 °C.
Apos o periodo de coloracdo, as sementes foram lavadas
em agua corrente, seccionadas longitudinalmente através
do centro do eixo embriondrio e analisadas sob microscopio
estereoscopico de quatro aumentos. A interpretacdo baseou-
se na localiza¢do e intensidade de coloragdo dos tecidos
embrionarios, presenca e localizagdo de danos, e as sementes
foram classificadas em vidveis e ndo viaveis. Foram
classificadas em vidveis as sementes com coloragdo rosa
claro brilhante, sem danos, ou com lesdes superficiais em
areas nao criticas dos cotilédones, ou seja, distantes do
ponto de ligagdo destes com o eixo embrionario, ocupando
menos de 50% de sua area total. Como nao viaveis, foram
classificadas as sementes que apresentavam coloragdo
rosa intenso, branca ou com aspecto de mosaico na regiao
de ligagdo dos cotilédones com o eixo-embrionario ou
ocupando area superior a 50% do seu total. Também foram
consideradas ndo vidveis as sementes que apresentaram
radicula completamente descolorida ou coloragdo rosa
intenso atingindo o cilindro central ou mais da metade
da extensdo da radicula. Os resultados foram expressos em
percentagem de sementes viaveis.

Os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes. Os valores
observados nos testes de germinagdo, emergéncia e tetrazolio
foram transformados em arc sen e, as médias, comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Adicionalmente, calcularam-
se os coeficientes de correlagdo simples de Pearson (r) entre
as médias dos valores obtidos nos testes de germinagdo,
emergéncia de plantulas e tetrazdlio. A significancia dos
valores de r foi determinada pelo teste t (p<0,01).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que as sementes submetidas ao corte
lateral, sem remog¢do do tegumento, ndo se coloriram
adequadamente, independente da concentracdo da solugdo
de tetrazdlio e do periodo de coloracdo (Tabela 1). Em geral,
a solucdo de tetrazélio ndo penetrou uniformemente nos
tecidos das sementes, concentrando-se na regido do corte,
razdo da elevada percentagem de sementes classificadas em
parcialmente coloridas (Figura 1).

Por outro lado, sementes submetidas ao corte lateral,
seguido daimersao em dgua e posterior remogao do tegumento,
apresentaram padrdes variados de colorag@o, dependendo da
combinagdo entre a concentragdo da solugdo de tetrazolio e
periodo de coloracdo (Tabela 2). Muitas sementes de espécies
da familia Fabaceae apresentam o tegumento impermeavel a
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agua, o que dificulta a penetragdo da solucdo de tetrazdlio  conforme observado em sementes de farinha-seca (Zucareli
durante o teste e determinam a necessidade de suaremogdo  etal., 2001), guapuruvu (Ferreira et al., 2007), coragao-de-negro
para que a coloragdo das sementes ocorra uniformemente, (Pinto et al., 2008) e amendoim (Bittencourt ¢ Vieira, 1999).

TABELA 1. Padriao de coloracdo de sementes de leucena submetidas ao corte lateral e imersio em solucdes
de tetrazolio a 0,075%, 0,15% e 1%, por duas e quatro horas.

Padrio de coloragdo (%)

Tempo de Solucdo Coloridas
Materiais coloragdo de Nio Parcialmente Fraca adequada Forte
Tetrazolio coloridas coloridas
0,075 % 4 96 0 0 0
2h 0,15 % 9 90 1 0 0
cV. 1% 2 87 2 2 7
‘Cunningham’ 0,075 % 4 96 0 0 0
4h 0,15 % 0 100 0 0 0
1% 1 94 0 5 0
0,075 % 11 89 0 0 0
2h 0,15 % 5 95 0 0 0
hibrido CPAC 1% 7 83 3 1 6
4111 0,075 % 16 84 0 0 0
4h 0,15 % 3 95 2 0 0
1% 3 86 2 2 7

TABELA 2. Padrao de coloracao de sementes de leucena submetidas ao corte lateral e remocio do
tegumento e imersiao em solucoes de tetrazdlio a 0,075%, 0,15% e 1%, por duas e quatro horas.

Padrio de coloragdo (%)

Tempo de Solugao Coloridas
Materiais coloragao de Niao Parcialmente Fraca adequada Forte
Tetrazolio coloridas coloridas
0,075 % 1 0 92 7
2h 0,15 % 2 0 0 95 3
cy. 1% 3 2 0 0 95
‘Cunningham’ 0,075 % 3 0 30 67 0
4h 0,15 % 0 0 0 99 1
1% 0 0 0 0 100
0,075 % 9 2 79 0 10
2h 0,15 % 7 0 2 79 12
hibrido CPAC 1% 4 0 0 0 96
41 0.075 % 1 0 25 65 9
4h 0,15 % 2 0 4 79 15
1% 8 0 3 0 89
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FIGURA 1. Sementes de leucena submetidas ao
corte lateral e quatro horas de
coloracio em solucdes de tetrazolio

2 0,075% (A), 0,15% (B) e 1% (C).

No presente trabalho, o pré-condicionamento,
seguido de corte lateral e imersdo das sementes em agua,
a 30 °C, por uma hora, facilitou a remog¢ao do tegumento.
De forma semelhante, a imersdo direta das sementes em
agua a 40 °C por 30 minutos é pratica recomendavel para
facilitar a remocao do tegumento de sementes de abobrinha
a serem submetidas ao teste de tetrazolio (Barros et al.,
2005).

Para a coloracdo das sementes, a combinacao entre
concentracdo da solugdo de tetrazolio e periodo que
permitiu a obten¢do dos melhores resultados, em termos
de intensidade e uniformidade, foi a concentragdo da
solucdo de tetrazodlio a 0,15% e o periodo de coloracdo
de duas horas, tanto para a cultivar quanto para o hibrido.
Sementes submetidas a solucdo de tetrazolio a 0,075%,
por quatro horas, apresentaram intensidade razoavel de
coloragdo, porém menos uniforme, comparativamente a
solucdo de tetrazolio a 0,15%, por duas e quatro horas.
A solucdo de tetrazolio a 1% promoveu coloragdo muito
intensa das sementes, dificultando a interpretagdo
do teste (Figura 2). Esses resultados contradizem as
recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes
(Brasil, 1992), que indicam concentrag¢des de 0,5 a 1,0%
da solugdo de tetrazolio e periodos de coloragdo de 6 a
24 horas. E provavel que a remogdo do tegumento das
sementes tenha favorecido a absorcdo mais rapida da
solucdo de tetrazoélio pelos tecidos, reduzindo o periodo
de exposicdo das sementes a solugdo, mesmo empregando
concentracdes inferiores as recomendadas.

Na Tabela 3, s@o apresentados os resultados obtidos
nos testes de germina¢do, emergéncia de plantulas e
tetrazolio relativos a viabilidade das sementes de leucena.
Observou-se correlagdo entre os resultados dos testes
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quanto a separagdo dos lotes em niveis de qualidade
fisioloégica. Para as sementes do hibrido CPAC 4111, o
teste de tetrazdlio permitiu separar os lotes de qualidade
fisioldgica superior (lotes 4 e 5) dos lotes de qualidade
inferior (lotes 1, 2 e 3) da mesma forma que os testes
de germinacdo e emergéncia de plantulas. Em relacdo
as sementes da cv. ‘Cunningham’, o teste de tetrazodlio
permitiu separar os lotes de qualidade superior (lotes
3, 4 ¢ 5) dos lotes de qualidade inferior (lotes 1 e 2),
semelhante aos resultados obtidos no teste de emergéncia
de plantulas. No caso das sementes da cv. ‘Cunningham’,
pelos resultados do teste de germinacdo houve maior
separagdo entre os lotes, evidenciando o lote 5 como de
qualidade fisiologica superior, os lotes 3 ¢ 4 como de
qualidade intermedidria e os lotes 1 e 2 como de qualidade
inferior. Todavia, comparando os resultados dos diferentes
testes em relagdo a estimativa da viabilidade das sementes,
para cada lote, verificou-se que ndo ocorreram diferencas
significativas entre eles, & exce¢do dos resultados obtidos
para o lote 4 do hibrido CPAC 4111, cujos resultados
relativos a emergéncia de plantulas foram superiores
aos obtidos nos testes de germinacdo e tetrazolio. Esses
resultados confirmam a possibilidade de utilizagao do teste
de tetrazdlio para avaliar a viabilidade de sementes de
leucena, conforme ja observado em diversas espécies,
como braquiaria (Novembre et al., 2006), soja (Costa et
al., 1998), milho (Chamma e Novembre, 2007), amendoim
(Carvalho et al., 2009), algodao (Cervi e Mendonga, 2009),
entre outras.

FIGURA 2. Sementes de leucena submetidas ao
corte lateral e posterior remocio do
tegumento, apdés duas (acima) e
quatro (abaixo) horas de coloracio
em solucées de tetrazolio a 0,075%
(A), 0,15% (B) e 1% (C).
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TABELA 3. Viabilidade de sementes de leucena da cultivar ‘Cunningham’ e do hibrido interespecifico (L.

leucocephala x L. diversifolia) CPAC 4111, avaliadas pelos testes de germinacio (G),
emergéncia de plantulas (E) e tetrazolio (TZ).
Viabilidade (%)
Testes Lotes (cv. ‘Cunningham”) Lotes (hibrido CPAC 4111)
1 2 3 4 5 CV (%) 1 2 3 4 5 CV (%)
G 61Ad 83Ac 93Ab 94Ab 100Aa 3,73 58Ac 64Abc 73Ab 85Ba  93Aa 5,82
E 65Ac 84Abc 98Aa 96Aab 97Aab 8,87 64Ab 63Ab 73Ab 97Aa 95Aa 7,25
TZ 67Ab 83Ab 98Aa 97Aa  96Aa 7,94 55Ac  71Ab 72Ab §87Ba 88Aa 5,10
CV (%) 5,19 5,28 8,04 9,02 6,01 5,47 4,67 6,07 7,13 6,00

Meédias seguidas pela mesma letra, maitiscula nas colunas e, em cada gendtipo, minascula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os valores dos coeficientes de correlagdo entre os
resultados dos testes de germinagdo, emergéncia de plantulas
etetrazolio (Tabela 4) evidenciaram alta correlacdo: tetrazolio
e germinagdo (r = 0,96) e tetrazdlio e emergéncia de plantulas
(r = 0,93). A correlagdo positiva e significativa entre esses
testes também foi observada em sementes de soja (Barros
e Marcos Filho, 1997), abobrinha (Barros et al., 2005) e
melancia (Bhering et al., 2005; Nery et al., 2007).

TABELA 4. Coeficientes de correlacio simples de

Pearson entre os resultados dos testes
de germinacio, emergéncia de
plantulas e tetrazolio em sementes de
leucena.
Testes Germinagdo Emergéncia  Tetrazdlio
Germinagdo 1,00 0,96%* 0,96%*
Emergéncia 1,00 0,93%**
Tetrazolio 1,00

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste t.

CONCLUSOES

O teste de tetrazdlio ¢é eficiente para avaliar a
viabilidade de sementes de leucena;

Apds o pré-condicionamento, por 18 horasa 25°C
,recomenda-se o corte lateral das sementes, seguido
da imersdo em 4agua, a 30°C, por uma hora, ¢ posterior
remocao do tegumento;

Para a coloragdo, deve-se utilizar solugdo de tetrazolio
a 0,15%, por duas horas, a 35 °C.
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