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RESUMO

CARVALHO, Sara Monaliza Costa. Teste de tetraz6lio em sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart.
ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea). 2016. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 - RN, 2016.

Atualmente o teste mais utilizado para a avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes é o de
germinacdo. No entanto, este apresenta alguns entraves, sendo o maior deles o longo tempo para
obtencdo de resultados, principalmente para as espécies florestais. O teste de tetrazélio proporciona
resultados rapidos e por isso tem se mostrado uma alternativa promissora na determinagéo da viabilidade
de sementes dessas espécies. Todavia, 0 sucesso do teste depende do desenvolvimento de metodologia
adequada para cada espécie. Assim, essa pesquisa teve como objetivo avaliar procedimentos destinados
ao pré-umedecimento, preparo e coloracdo de sementes de jucd para o teste de tetrazolio. Os
experimentos foram divididos em duas etapas. Enquanto no primeiro ensaio foram testadas condicGes
de pré-umedecimento e preparo das sementes, o segundo foi dedicado a fase de coloragdo, onde foram
testadas: trés concentracdes da solucéo de tetrazolio (0,05; 0,075 e 0,1%) e trés periodos (1, 3 e 6 horas),
nas temperaturas de 35 e 40 °C. As sementes foram classificadas em viaveis ou inviaveis de acordo com
as coloragdes obtidas. Paralelamente, foi conduzido o teste de germinacdo para comparacdo dos
resultados com as estimativas de viabilidade do teste de tetraz6lio. Constatou-se que o teste de tetrazélio
é eficiente para avaliar a viabilidade de sementes de juca e para a sua execucdo recomenda-se a
escarificacdo das sementes com lixa seguida de embebicdo em papel toalha por 42 horas a 25 °C e
retirada do tegumento, com posterior imersdo das sementes em solucdo de tetrazélio a 0,05% por 3
horas, a 35 ou 40 °C.

Palavras-chave: Fabaceae, teste rapido, sementes florestais



ABSTRACT

CARVALHO, SaraMonaliza Costa. Tetrazolium test in seeds of jucad (Libidibiaferrea (Mart. Ex
Tul.) LP Queiroz var. ferrea). 2016 70 f. Thesis (MS in Agronomy: Plant Science) - Federal Rural
University of the Semi-Arid (UFERSA), Mossoro-RN, 2016.

Currently, the most widely used test for assessing the seed physiological quality is the germination.
However, this presents some obstacles, the largest one, is a long time to obtain results, especially for
forest species. The tetrazolium test provides fast results, and this has proved to be a promising alternative
for the determination of viability of this kind of seed. However, the success of the test depends on the
development of an appropriate methodology for each species. Thus, this research aimed to evaluate
procedures for the pre-wetting, preparation and staining juca seeds to tetrazolium test. The experiments
have been divided into two steps. As in the first trial were tested pre-wetting conditions and seed
preparation, the second was dedicated to the dyeing stage, in which three concentrations of tetrazolium
solution were tested (0.05, 0.075 and 0.1%) and three periods (1, 3 and 6 hours) at the temperatures of
35 to 40 ° C. The seeds were sorted into viable or non-viable according to the colorations obtained. At
the same time, the germination test was conducted to compare the results with the feasibility estimates
by the tetrazolium test. It was found that the mentioned test is efficient to evaluate the feasibility of juca
seeds and to implement it is recommended the scarification of the seeds with sandpaper followed by
soaked paper towel for 42 hours at 25 ° C and removal of the seed coat, with subsequent immersion of
the seeds into the tetrazolium solution at 0.05% for 3 hours at 35 or 40 ° C.

Keywords: Fabaceae, quick test, forest seeds
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1. INTRODUCAO GERAL

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea € uma espécie
da familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae que ocorre na Caatinga
arbustiva e arborea, sendo popularmente conhecida como jucé, pau-de-juca,
jucazeiro, muiréa-itd, muira-obi e pau-ferro (MAIA, 2004). E de facil
reconhecimento devido a presenca de manchas claras no tronco, foliolos
pequenos, flores amarelas e legumes duros (RIZZINI, 1995). A casca possui
propriedades anti-inflamatérias e analgésicas, sendo, portanto, bastante
utilizada na medicina popular (CARVALHO et al., 1996). Devido possuir
cerne duro, a madeira é bastante utilizada para a producédo de vigas, esteios,
estacas e lenha (LACERDA, 2001). Os frutos amadurecem durante o més de
julho até o final de setembro, produzindo anualmente grandes quantidades de
sementes (LORENZI, 2002). Suas sementes normalmente possuem
dorméncia tegumentar, que pode ser superada por meio da escarificacao
quimica ou mecénica (AVELINO et al., 2012).

Nos ultimos anos, o interesse pela conservacdo das florestas e pela
recuperacdo de areas degradadas tem sido crescente. No entanto, ainda
existem poucas informacGes no tocante a analise da qualidade fisioldgica de
sementes, sobretudo para as que ocorrem no bioma Caatinga. Ultimamente,
pesquisadores e técnicos tém demonstrado interesse em pesquisas ligadas a
analise de sementes de espécies florestais no sentido de gerarem informacdes
sobre a qualidade dessas, a fim de promover a padronizacdo, o
aperfeicoamento e o estabelecimento dos métodos de analises (OLIVEIRA,
2012).

O juca possui um alto potencial para ser empregado em programas de
reflorestamento de areas degradadas, pois € uma espécie secundaria, sendo,

portanto, tolerante a areas abertas (LORENZI, 2002). Entretanto, para a
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producdo de mudas dessa espécie é necessario a utilizacdo de sementes de
qualidade. O teste que tradicionalmente tem sido utilizado para a avaliacéo
da viabilidade de sementes é o teste de germinacdo. No entanto, esse teste
apresenta alguns entraves, como 0 tempo que leva para a obtencdo de
resultados. Esse problema é ainda maior para a as espécies florestais, que na
maioria das vezes exigem um periodo muito grande para a finalizacdo do
teste. Em se tratando das sementes de jucd, a duracéo é de 20 dias (BRASIL,
2013), periodo considerado muito longo para a tomada de decis6es quanto a
utilizagdo do lote de sementes.

Portanto, a busca pelo desenvolvimento de testes que proporcionem
resultados rapidos tem sido intensa. Nesse sentido, o teste de tetrazdlio
mostra-se como promissor, ja que dependendo da espécie os resultados
podem ser fornecidos em até 24 horas. Todavia, como ainda ndo existem
padrdes estabelecidos para a conducdo do teste em sementes de juca, séo
necessarios estudos de procedimentos visando o pré-umedecimento, preparo
e coloragdo das sementes. Normalmente, essas técnicas sdo peculiares para
cada espécie, motivo que dificulta a padronizagéo do teste.

Recentemente, sementes de diversas espécies florestais tém sido
submetidas ao teste de tetrazdlio, confirmando a possivel utilizacdo deste para
avaliar a qualidade fisiol6gica. Dentre as espécies trabalhadas, estdo
Melanoxylon brauna (CORTE; BORGES; PEREIRA, 2010); Copaifera
langsdorffii e Schizolobium parahyba (FOGACA et al., 2011); Ceiba
speciosa (LAZAROTTO et al. 2011); Piptadenia moniliformis (AZEREDO;
PAULA; VALERI, 2011); Palicourea rigida (FAVA; ALBUQUERQUE,
2013); Enterolobium contortisiliguum (NOGUEIRA; TORRES; FREITAS,
2014); Eugenia uniflora (KAISER et al., 2014); Annona cherimola
(GIMENEZ; FERREIRA; CAVARIANI, 2014); Cassia leptophylla
(GARLET; SOUZA; DELAZERI, 2015); Erythrina velutina (CUNHA,
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GOMES, 2015). Todavia, tais pesquisas ainda sao incipientes quando
comparadas a quantidade de espécies florestais existentes.

Apesar da multiplicidade de usos do juca, estudos relacionados a
avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes dessa espécie ainda s&o
escassos, assim como para a grande maioria das espécies nativas do Brasil. A
aplicacdo do teste de tetrazdlio para sementes dessa espécie constitui um
passo importante para a producdo de mudas destinadas tanto a conservacgao
como a comercializacdo, ja que possibilita rapidamente o fornecimento de
informagdes quanto ao desempenho na semeadura.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer procedimentos
adequados do teste de tetrazdlio para a avaliacdo qualidade fisioldgica de

sementes de juca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A familia

Fabaceae ou Leguminosae constitui a terceira maior familia das
angiospermas, com 727 géneros e 19.327 espécies, as quais se encontram
amplamente distribuidas nas regides tropicais e em menor nimero nas regides
temperadas. No Brasil, existem 212 géneros e 2.732 espécies nativas. Na
Caatinga, essa familia € muito bem representada, com 620 espécies (LIMA et
al., 2015), constituindo-se em torno de um terco da riqueza desse bioma
(LEWIS et al., 2005; QUEIROZ, 2009). Entre essas espécies, 144 sdo
endémicas (QUEIROZ; RAPINI; GIULIETTI, 2006).

De acordo com sistemas de classificagdo mais moderno (APG II-
2003) e (APG 111-2009), Fabaceae pertence a ordem Fabales, na qual também
estdo inseridas as familias Polyaceae, Surinaceae e Quillajaceae. A familia
Leguminosae Juss. ou Fabaceae Lindl. (APG 11-2003) esta distribuida em trés
subfamilias: Papilionoideae (Faboideae), Mimosoideae e Caesalpinioideae.

Papilonoideae apresenta cerca de 13.800 espécies distribuidas em 483
géneros e 28 tribos, sendo a maior subfamilia das Fabaceae. Além disso, é a
mais importante economicamente e a que apresenta maior nimero de espécies
capazes de fixar o nitrogénio atmosférico (CARDOSO, 2008; RODRIGUES;
GARCIA, 2008). Entre as espécies de interesse econdémico dessa subfamilia,
destacam-se a soja (Glycine max), o feijdo (Phaseolus spp.), 0 amendoim
(Arachis hypogaea), a ervilha (Pisum sativum), o grdo de bico (Cicer
arietinum) e a alfafa (Medicago sativa) (CARDOSO et al., 2012). Dentre as
especies florestais nativas, destacam- os géneros Dalbergia (jacaranda-da-
bahia e violeta), Dipteryx (baru e cumaru-ferro), Erythrina (corticeiras ou
suinds) e Machaerium (jacarandas) (GAIAD; CARVALHO, 2016).
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Mimosoideae constitui a segunda maior subfamilia entre as Fabaceae,
com 82 géneros e 3.270 espécies, distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais, com diversos géneros em regifes temperadas (LEWIS et al.,
2005). No Brasil, foram encontradas 580 espécies nativas (BARROSO et al.,
1999). Dentre as elas, destacam-se géneros como: Acacia, Albizia (farinha-
seca), Inga (ingas), Mimosa, Parkia (fava-bolota e visgueiro) e Piptadenia
(angicos) (GAIAD; CARVALHO, 2016).

Caesalpinioideae possui 171 géneros e aproximadamente 2.250
espécies, distribuidas em quatro tribos (Caesalpinieae, Detarieae, Cassieae e
Cercideae) (CHAPPILL, 1995; DOYLE et al., 2000; SOUZA; LORENZI,
2012). Alguns dos representantes dessa subfamilia sdo: pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.), jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra (Vell.)
Allemao ex Benth.), tamarindo (Tamarindus indica) e o pau-ferro (Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea).

A maioria das espécies da familia leguminosae apresenta dorméncia
tegumentar, o que dificulta germinagéo e a obtengdo de mudas uniformes.
Para Marcos Filho (2015), a causa de dorméncia mais comum nessa familia
é a impermeabilidade do tegumento e sua dureza, causada pela presenca de
uma camada cerosa, decorrente da deposicdo de lignina e acidos graxos nas
camadas de células palicadicas, provocando baixa densidade dos poros nas
camadas superficiais e bloqueio da fenda hilar em sementes secas,

funcionando como uma valvula higroscépica.
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2.2 A espécie

De acordo com a taxonomia, a espécie Libidibia ferrea pertence ao
reino Plantae da divisdo Angiosperma, classe Dicotiledonea, ordem Fabales,
familia Caesalpiniaceae (CRONQUIST, 1981), recentemente transferida do
género Caesalpinia para o género Libidibia (QUEIROZ, 2009). Espécie de
habito arbdreo de distribuicdo natural no bioma Caatinga (AMORIM, 2014).
Apresenta dispersdo regular e descontinua, quase sempre com baixa
densidade populacional (provavelmente devido a dorméncia das sementes).
Forma copa arredondada, fechada e densa. Seu porte varia de 10 a 15 m de
altura e o tronco varia de 40 a 60 cm de diametro, com bifurcaces quando
isolada. A casca externamente é acinzentada, lisa e fina, com manchas
brancas irregulares, que se contrastam com partes mais escuras, que se
renovam anualmente. As folhas sdo compostas, bipinadas e as flores amarelas
e brilhantes, pequenas, reunidas em panicula terminal de até 20 cm de
comprimento (LORENZI; MATOS, 2008). O fruto é um legume, indeiscente,
chato, que ao amadurecer torna-se negro e chocalhante, ja que as sementes se
soltam da vagem, mas permanecem dentro do l6culo. Cada fruto contém 2 a
10 sementes elipsoides, amarelas ou marrons de consisténcia bastante dura
(LORENZI, 2002).

As sementes de juca apresentam dorméncia, cujo grau pode variar em
funcdo da localizacdo da semente na vagem. Nogueira et al. (2010)
verificaram que sementes na posi¢cao mediana da vagem apresentaram menor
grau de dorméncia em relacdo as demais posicdes (distal e proximal). Tanto
os tratamentos quimicos (CAMARA et al., 2008; AVELINO et al., 2012)
como os tratamentos mecanicos (LIMA et al., 2006; COELHO et al., 2013),

tém sido indicados para a superacdo de dorméncia nessa espécie.
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O juca é considerado economicamente importante devido as suas
diversas utilizacbes. Na medicina popular, sdo muitas as propriedades
terapéuticas: os frutos sdo antidiarréicos, anticatarrais e cicatrizantes e tém
sido usados no tratamento de diabetes e na prevencao do cancer; as raizes sdo
antitérmicas, antipiréticas e antidiarréicas; a entrecasca pode ser utilizada para
o tratamento de feridas, contusdes, asma e tosse cronica (BRAGA, 1976;
NAKAMURA et al., 2002 a, 2002 b; MAIA, 2004). Algumas pesquisas
mostram ainda que essa espécie possui acdo antifungica e antibacteriana,
antiulcerogénica, anti-inflamatoria e analgésica (LIMA et al., 1994; BACCHI
etal., 1995; CARVALHO et al., 1996; XIMENES, 2004).

Além do uso medicinal, devido a presenca de um cerne bastante duro,
sua madeira também é bastante utilizada para a confeccdo de vigas, esteios,
estacas e lenha e, por isso, tem sido devastada. (LACERDA, 2001). Também
é considerada forrageira importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacéo
natural a regido, como também por se constituir em fonte de alimento para os
animais durante a seca (NASCIMENTO et al., 2002). Além disso, por ser
uma espécie tolerante a &reas abertas, também pode ser utilizada em

programas de reflorestamento de areas degradadas (LORENZI, 2002).
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2.3 Teste de tetrazélio

O teste de tetrazdlio foi inicialmente desenvolvido por Lakon na
década de 40 para estimar a qualidade de sementes de cereais, e desde ent&o,
vem sendo utilizado em sementes de diferentes espécies, sendo aprovado pela
International Seed Testing Association (ISTA) (SAVONEN, 1999).

E um teste bioquimico que se baseia na atividade das enzimas
desidrogenases, as quais catalisam as reacdes respiratdrias no interior das
mitocdndrias. Essas enzimas liberam ions de hidrogénio, 0s quais reagem
com o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio, reduzindo-o e formando um
composto nao difusivel de cor vermelha, conhecido por trifenilformazan.
Essa reacéo s ocorre no interior dos tecidos vivos da semente, indicando que
as enzimas desidrogenases estao ativas, e consequentemente que ha atividade
respiratoria nas mitocéndrias, permitindo dessa forma diferenciar tecido vivo
e ndo vivo. A formacdo da coloracdo vermelho carmim claro indica tecido
vigoroso; ja o vermelho mais intenso indica tecido em deterioracéo, devido a
maior intensidade de difusdo da solucdo de tetrazdlio pelas membranas
celulares comprometidas de tais tecidos; a ndo coloracdo indica que nao
ocorre respiracao, e que, portanto, o tecido esta morto. (DELOUCHE et al.,
1976; MOORE, 1985; AOSA, 2009; MARCOS FILHO, 2015).

Existem diversas vantagens na avaliagdo de sementes pelo teste de
tetrazolio: ndo é afetado por fatores externos que influenciam o teste de
germinacdo; avalia as condicdes fisicas e fisiologicas de cada semente
individualmente; produz resultados rapidos; identifica diferentes niveis de
viabilidade; pode fornecer diagnostico das causas da perda de viabilidade das
sementes e pode ser realizado com equipamentos simples e baratos
(FRANCA-NETO; KRYZANOWSKI; COSTA, 1998).
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Um aspecto fundamental a ser considerado para a avaliacdo da
viabilidade de sementes pelo teste de tetrazdlio € o conhecimento da
morfologia da semente. Essa informacéo é essencial, tanto para a adequagéo
do modo de preparo e coloragdo das sementes, como também para a avaliagao
da extensdo dos danos, que dependem da localizacdo das manchas
(esbranquicadas ou coloridas intensamente), a partir de observacdes das
partes vitais, eixo embrionario (radicula, hipocotilo e plumula) e tecido de
reserva, de acordo com a espécie analisada (PINA-RODRIGUES;
VALENTINI, 1995). Em sementes de leguminosas, a &rea vital ou critica
inclui a radicula, o hipocotilo, a plumula, a regido de insercdo entre 0s
cotilédones e o eixo embrionario (MARCOS-FILHO et al., 1987).

Diversos fatores podem interferir na obtencdo de resultados
satisfatorios no teste de tetrazolio, principalmente aqueles relacionados aos
procedimentos de execugdo, como preparo das sementes antes da coloracéo,
concentracdo da solucdo, periodo e temperatura de exposi¢do a solucdo e
critérios de interpretacdo (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo as Regras para Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009),
para facilitar a absorcdo da solucdo de tetrazélio, o pré-umedecimento é
necessario para algumas espécies e altamente recomendado para outras, pois
sementes pré-umedecidas sdo geralmente menos susceptiveis a danos durante
0 seu preparo para o teste do que sementes secas, e podem ser cortadas ou
perfuradas mais facilmente para expor o embrido a acdo do tetrazolio. Ainda
de acordo com as RAS, se 0 envoltorio da semente impedir a embebicéo, ele
deveréa ser submetido a perfuracao ou escarificacdo manual, como no caso de
algumas espécies da familia Fabaceae.

Para muitas espécies, além do pré-umedecimento, sdo necessarios
procedimentos para expor os tecidos e permitir melhor penetragdo da solugédo

de tetrazolio. Tais procedimentos variam em funcdo das caracteristicas da
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espécie, sendo 0s mais comuns: corte longitudinal, corte transversal, puncao
e retirada do tegumento, os quais sdo facilitados pelo pré-umedecimento
(MARCOS-FILHO et al., 1987; BHERING et al., 1996).

Além do pré-umedecimento e dos procedimentos para a exposic¢ao dos
tecidos, a concentragdo da solugdo do sal de tetrazolio, a temperatura, o tempo
de coloracdo e a avaliacdo adequada de coloracdo das sementes sdo
fundamentais para que se obtenham resultados confiaveis sobre a qualidade
das sementes (AZEREDO; PAULA; VALERI, 2011).

Em sementes florestais, variadas concentragdes da solugdo de
tetrazolio sdo encontradas na literatura. Mas, as menores concentracdes tém
sido indicadas, ja que proporcionam menor gasto com o reagente, melhor
visualizagdo dos distlrbios de coloracdo e identificacdo dos diferentes tipos
de injarias (MARCOS-FILHO; CICERO; SILVA, 1987;
KRZYZANOWSKI; FRANCA-NETO; HENNING, 1991).

Quanto a temperatura ideal para a coloracdo das sementes, a precisdo
do teste ndo é afetada por temperaturas entre 20 e 45 °C (ROCHA, 1976).
Contudo, alguns autores recomendam temperaturas entre 35 e 40 °C para
obtencdo de uma coloracdo mais rapida. Em espécies florestais, recomenda-
se temperaturas entre 30 e 40 °C. Normalmente, temperaturas acima de 45°C
néo sao indicadas (GRABE, 1976; PINA-RODRIGUES; VALENTINI, 1995;
BHERING et al., 1996; FRANCA-NETO; KRYZANOWSKI; COSTA,
1998).

O tempo necessario para coloracdo adequada também varia conforme
a espécie. Durante essa fase, as sementes devem permanecer submersas na
solucgéo de tetrazdlio na auséncia de luz, pois esta pode provocar alteractes
na coloragédo da solugédo, causando possiveis erros na interpretacao do teste.
Terminado o periodo de coloragéo, as sementes sdo lavadas em &gua corrente

e mantidas submersas em &gua até o momento da avaliacdo (FRANCA-
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NETO; KRYZANOWSKI; COSTA, 1998). Se a avaliagdo ndo for realizada
imediatamente ap0s a coloracdo, as sementes podem ser mantidas em
ambiente refrigerado por até 12 horas. No caso de espécies florestais, as
sementes podem permanecer em &gua no refrigerador por até 24 horas, no
escuro (PINA-RODRIGUES; VALENTINI, 1995).

As sementes devem ser avaliadas individualmente, observando-se 0s
danos ocorridos tanto na parte interna como na parte externa, sua localizacdo
e extensdo (BHERING et al., 1996). Uma Unica fratura ou um pequeno ponto
morto em uma posic¢do vital ou critica pode tornar ndo viavel uma semente
que, ndo fora isso, seria sadia. Por isso se faz tdo necessario o conhecimento
das estruturas da semente (ROCHA, 1976; DIAS; BARROS, 1999). Além
disso, é importante também que o profissional que faz a andlise seja bem
qualificado para a avaliacdo e interpretacdo do padrdo de coloracdo das
sementes, pois os resultados ficardo comprometidos se o analista ndo tiver
habilidade, paciéncia e experiéncia na identificacdo dos tecidos vivos e
deteriorados (AZEREDO; PAULA; VALERI, 2011).

E bastante frequente em trabalhos envolvendo metodologia de
tetrazOlio, a comparacdo dos resultados desse teste com o teste de
germinacdo, a fim de verificar a existéncia de correlacdo positiva entre
ambos. Essa correlacdo positiva ja foi constatada para diversas espécies
florestais, incluindo representantes da familia Fabaceae: canafistula
(Peltophorum dubium) (OLIVEIRA; CARVALHO; DAVIDE, 2005); sucara
(Gleditschia amorphoides) (FOGACA et al.,, 2006); coracdo-de-negro
(Poecilanthe parviflora) (PINTO et al., 2008); corezeiro (Parkia velutina)
(MENDES; BASTOS; MELO, 2009); pau-brasil (Caesalpinia echinata)
(LAMARCA; LEDUC; BARBEDO, 2009); amburana (Amburana
cearenses) (GUEDES et al., 2010); leucena (Leucaena leucocephala)
(COSTA; SANTOS, 2010); angico (Anadenanthera peregrina) (PINHO et
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al., 2011); catanduva (Piptadenia moniliformis) (AZEREDO; PAULA;
VALERI, 2011); timbadba (Enterolobium contortisiliquum (NOGUEIRA,;
TORRES; FREITAS, 2014); mulungu (Erythrina velutina) (CUNHA,
GOMES, 2015).
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CAPITULO Il

PRE-UMEDECIMENTO E PREPARO DE SEMENTES DE JUCA
(Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) PARA O
TESTE DE TETRAZOLIO
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RESUMO

CARVALHO, Sara Monaliza Costa. Pré-umedecimento e preparo de sementes de
juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) para o teste de
tetrazolio 2016. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2016.

O teste de tetrazolio requer o pré-umedecimento das sementes objetivando ativar o
metabolismo enzimatico. Para muitas espécies, aléem dessa fase, sd0 necessarios
procedimentos adequados para facilitar a penetragcdo da solugdo de tetrazélio nas
sementes, 0s quais podem ser: puncdo, cortes e/ou retirada do tegumento. Nesse
sentido, o objetivo dessa pesquisa foi estabelecer os procedimentos adequados de
pré-umedecimento e preparo em sementes de juca para serem avaliadas pelo teste de
tetrazélio. Para isso, determinou-se a curva de absor¢cdo de agua pelas sementes
escarificadas e ndo escarificadas, a fim de verificar o tempo necessario para o pré-
umedecimento. Apoés essa fase, avaliou-se trés procedimentos de preparo (sementes
intactas, corte longitudinal e retirada do tegumento), utilizando-se trés concentracfes
do sal de tetrazolio (0,025; 0,1 e 1%). Os resultados demonstraram que além do pré-
umedecimento das sementes de jucd, é necessario também a fase de preparo destas.
Portanto, a escarificacdo das sementes de juca com lixa, seguida do pré-
umedecimento entre papel toalha (Germitest) por 42 horas, a 25 °C, com posterior
retirada do tegumento, € o procedimento mais adequado antes da imersdo das
sementes na solucéo de tetrazolio.

Palavras-chave: sementes nativas, procedimentos de preparo, tetrazélio
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ABSTRACT

CARVALHO, SaraMonaliza Costa.Pre-wetting and preparation of juca seeds
(Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) for the tetrazolium
test 2016.70 f. Thesis (MS in Agronomy: Plant Science) - Federal Rural University
of the Semi-Arid (UFERSA), Mossoro-RN, 2016.

The tetrazolium test requires the pre-wetting of the seeds aiming to activate the
enzymatic metabolism. For many species, beyond this stage, appropriate procedures
are necessary to facilitate penetration of the tetrazolium solution in seeds, such as
punching, cutting and the removal of the seed coat. So, the objective of this research
was to establish the appropriate procedures for pre-wetting and preparation the juca
seeds to be evaluated by the tetrazolium test. So, it has been determined the water
absorption curve by the scarified and not-scarified seeds, to verify the time required
for the pre-wetting. After this phase, we evaluated three preparation procedures
(intact seed, slitting and removal of the seed coat), using three concentrations of the
tetrazolium salt (0.025, 0.1 and 1%). The results showed that in addition to the pre-
wetting of juca seeds, it is also required their preparation phase. Therefore, the
scarification of the juca seeds with sandpaper, followed by pre-wetting of paper
towel (Germitest) for 42 hours at 25 ° C, followed by the removal of the seed coat is
the most suitable procedure before the immersion of the seeds in the solution of
tetrazolium.

Keywords: native seeds, preparation procedures, tetrazolium
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1. INTRODUCAO

O bioma Caatinga apresenta grande diversidade de espécies vegetais,
entre estas destaca-se as da familia Fabaceae, como a Libidibia ferrea (Mart.
ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea, também conhecida como jucé ou pau-ferro.
E uma espécie de porte arboreo, perenifélia ou semidecidua, heliofita e de
ampla dispersdo, ocorrendo desde os estados do Piaui até o Rio de Janeiro
(MAIA, 2004).

E considerada uma espécie multiuso, sendo muito empregada para a
producdo de carvao, lenha, tdbuas, moirdes, estacas e cercas, além da sua
utilizacdo como fitoterapico na farmacopeia popular e na alimentacdo animal
(SANTANA et al., 2011). Sua madeira tem uso multiplo, de elevada
densidade e longa durabilidade natural, sendo recomendada para
reflorestamentos mistos destinados a recuperacdo de areas degradadas
(CARVALHO, 1994; LORENZI, 2002). Diante da grande importancia dessa
espécie para os mais diversos usos, torna-se necessario a obtencdo de
informacdes sobre a qualidade de suas sementes.

A determinacdo da viabilidade de sementes de jucad pelo teste de
germinacdo é demorada, pois sdo necessarios 20 dias para a finalizacdo do
teste (BRASIL, 2013). Esse longo periodo dificulta a tomada de decisdes
quanto a utilizacdo das sementes para fins de armazenamento, semeadura,
comercializacdo ou descarte.

O teste de tetrazolio, por ser um teste bioquimico, produz resultados
expressivamente mais rapidos que o teste de germinacdo, 0 que € bastante
vantajoso, levando em consideracdo principalmente as espécies florestais,
gue na maioria das vezes demandam longos periodos para germinarem. No
entanto, para que haja eficiéncia nos resultados, é necessario que a solucéo de

tetrazdlio seja adequadamente absorvida pelas sementes. Para isso, algumas
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espécies necessitam de um periodo de pré-umedecimento antes de serem
imersas na solucdo. Essa fase € importante para ativar o metabolismo
enzimatico das sementes.

Para facilitar a fixacdo da solugdo de tetrazolio nas sementes,
recomenda-se 0 seu pré-umedecimento, que consiste em coloca-las para
embebicdo em agua por um determinado periodo. Porém, muitas vezes,
apenas o pré-umedecimento ndo é suficiente para que as sementes
desenvolvam a coloracdo adequada. Muitas sementes necessitam, além disso,
de outros procedimentos que favorecam a penetracdo do sal de tetrazélio.
Essas técnicas podem ser: a punc¢do, o corte e/ou a remoc¢do do tegumento.
(ZUCARELI etal., 2001; NERY; CARVALHO; OLIVEIRA, 2007; COSTA,;
SANTOS, 2010). O pré-umedecimento, facilita também a manipulagdo
dessas técnicas, ja que a semente ficara com o tegumento e a estrutura interna
amolecidas.

Na literatura, o pré-umedecimento das sementes de espécies florestais
e seu preparo ja foram objetos de estudos. Em timbauba, utilizou-se a imerséo
das sementes em agua a 25 °C por 24 horas, seguida da retirada do tegumento
(NOGUEIRA; TORRES; FREITAS, 2014). Com sementes de catanduva,
Azerédo, Paula e Valeri (2011) utilizaram a temperatura de 25 °C por 24
horas, sendo as sementes acondicionadas entre papel toalha e retirada do
tegumento. Em sementes de leucena, o pré-umedecimento foi direto em &gua,
a 30 °C, durante 60 minutos (COSTA; SANTOS, 2010).

O objetivo desse estudo foi estabelecer o procedimento adequado de

preparo de sementes de juca para serem avaliadas pelo teste de tetrazolio.
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2. MATERIAL E METODOS

As sementes foram cedidas pela Rede de Sementes da Caatinga da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), tendo sido os
frutos coletadas em junho de 2012 no sitio Cacimba Nova, Conceicédo, PB
(07° 33" 44" S, 38° 30' 32" W e 376 metros de altitude). Ao chegarem ao
Laboratério de Anélise de Sementes da UFERSA, estas foram
acondicionadas em embalagem de saco plastico e armazenadas em camara
fria (17 °C e 50% de umidade relativa do ar) até o inicio da fase experimental.
O experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Ciéncias Vegetais (DCV) da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 - RN, nos meses de janeiro e fevereiro de
2015.

2.1 Pré-umedecimento das sementes

Primeiramente, determinou-se o teor de agua das sementes pelo
método da estufa a 105 °C + 3 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009). A seguir
foi determinada também a curva de embebicdo utilizando-se sementes
escarificadas com lixa n® 80 e n&o escarificadas, com duas subamostras de 50
sementes para cada procedimento. Estas foram postas em trés folhas de papel
toalha (germitest), umedecido com &gua destilada na quantidade de 2,5 vezes
a massa do papel seco, dobradas e colocadas em saco plastico para manter a
umidade. Em seguida, os sacos com os rolos de papel foram acondicionadas
em camaras de germinag&o do tipo Biochemical Oxygen Demand (B. O. D),
a25°C.

Antes de serem submetidas a embebicédo, as sementes foram pesadas

(peso inicial) e apds o inicio da embebigdo, em intervalos regulares. Para isso,
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as sementes eram retiradas, secadas em papel toalha e pesadas em balanga de
precisdo (0,001 g) até a emissdo de radicula para cada subamostra. Os
intervalos de pesagens foram a cada uma hora (do inicio até as cinco horas de
embebicdo); a cada duas horas (das seis até as 14 horas de embebicéao); e, em
intervalos de trés horas (das 14 as 52 horas de embebicdo das sementes),
periodo este que ocorreu a emissao da radicula. O ganho de peso das sementes
foi calculado de acordo com a seguinte férmula proposta por Cromarty, Ellis
e Roberts (1985):

Pf — Pi

GP=(
Pi

)xlOO

Sendo:
Pf = peso final (ganho de umidade a cada periodo de embebic&o).
Pi = peso inicial das sementes antes da embebicéo.

2.2 Preparo das sementes

Por meio da curva de absorcdo de agua pelas sementes foi possivel
determinar o tempo de pré-umedecimento para a realizacdo dos
procedimentos. Assim, as sementes previamente escarificadas com lixa foram
pré-umedecidas até 42 horas, periodo considerado suficiente para a ativacédo
enzimética e amolecimento das estruturas interna e externa das sementes.
Dessa forma, empregou-se 0 mesmo substrato e temperatura utilizados para
a marcha de absorcao de dgua pelas sementes, sendo o substrato reumedecido
guando necessario. Os procedimentos avaliados foram os seguintes: sementes
com tegumento (Figura 1A), corte longitudinal (Figura 1B) e retirada do

tegumento (Figura 1C).
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Figura 1. Procedimentos de cortes em sementes de juca (Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) para serem analisadas pelo teste de
tetrazolio: com tegumento (A), corte longitudinal (B) e retirada do tegumento

(©).

O corte longitudinal e a retirada dos tegumentos foram feitos com
auxilio de bisturis. Em seguida, duas repeticdes de 25 sementes para cada
procedimento foram postas em copos plasticos, imersas em solugdo de 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazolio, nas concentrac6es de 0,025, 0,1 e 1% e mantidas
em camara do tipo B.O.D., no escuro, a 35 °C. As sementes imersas na
solucdo foram observadas durante trés horas, com intervalos de uma hora,
para verificar a uniformidade na coloragdo dos tecidos.

Terminado o periodo de coloragdo, as sementes foram retiradas da
camara, lavadas em agua corrente e mantidas imersas em agua durante a
avaliacdo. Para as sementes intactas e para as sem tegumento, foi necessario
secciona-las longitudinalmente, para que fosse possivel observar ndo s6 a
coloracdo externa, mas também a interna.

Para este trabalho ndo se utilizou a analise estatistica, tendo em vista
gue na comparacdo entre os procedimentos de preparo para o teste de
tetrazolio, considerou-se o que mais possibilitou a coloracdo do tom rosado e

uniforme nas sementes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados do pré- umedecimento

O grau de umidade inicial das sementes de juca foi de 10%. Em se
tratando do comportamento quanto a absorcdo de agua, aquelas que foram
submetidas a escarificacdo mecanica elevaram gradativamente o seu grau de
umidade e seguiram o padrdo trifasico proposto por Bewley e Black (1994).
Por outro lado, as sementes intactas absorveram quantidade de &gua
insignificante, permanecendo praticamente com 0 mesmo grau de umidade
inicial, ndo obedecendo, portanto ao padrao trifasico de embebicéo.

A determinacdo da curva de absorcdo de agua € importante para obter
informacdes sobre o comportamento da semente em relacdo ao ganho de
agua. Esse ganho de agua provoca modificagcdes internas na semente, as quais
contribuirdo muitas vezes para melhor penetracdo do sal de tetrazélio, além
de provocar o amolecimento da semente para a realizacdo dos cortes, caso
necessario (BHERING et al., 1996).

No padrdo trifasico de germinacdo, a fase | é caracterizada pela
entrada de agua devido a diferenca de potencial matricial entre a semente e 0
meio externo. O potencial matricial é a capacidade que a semente tem de
absorver agua pelas paredes celulares e macromoléculas (polissacarideos e
proteinas) (BEWLEY; BLACK, 1994). E um processo fisico que depende
somente da ligacdo da dgua a matriz da semente, ocorrendo em qualquer
material, morto ou vivo, que contém sitios de ligacdo ou de afinidade pela
agua (BORGHETTI, 2004).

Sendo assim, a viabilidade néo interfere nesse processo, ja que se trata
de um fenbmeno meramente fisico, de maneira que até mesmo sementes

mortas sdo capazes de absorver agua nessa primeira fase. No caso das
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sementes de jucda, essa fase foi concluida ap6s 32 horas de embebicéo,
caracterizando-se como a fase mais longa do processo. Dependendo da
espécie, a duracao da fase | é bastante variavel. Em sementes de Adenanthera
pavonina, Mantoan et al. (2012) informam que essa fase durou trés horas; em
sementes de Copernicia hospita, Oliveira; Bosco (2013) verificaram que foli
de duas horas; ja em Jatropha curcas L., Smiderle; Lima; Schuertz (2013)
constataram que a duracgdo dessa fase foi de 32 horas; em sementes de Simira
gardneriana (OLIVEIRA et al., 2016) essa fase | foi concluida apds 33 horas
de embebicdo. Ao final da fase | as sementes de juca se apresentaram com
grau de umidade de 40%, o que é esperado para sementes cotiledonares,
conforme enfatiza Guimardes; Dias; Loureiro (2008). Ainda segundo esse
autor, ao final dessa fase sementes endospermaticas atingem grau de umidade
de 25 a 30% e as sementes cotiledonares de 35 a 40%.

A fase Il teve duracdo bem mais curta se comparada a fase I. No
entanto, se for considerado o ganho de agua no espacgo de tempo, a fase |
apresentou maior velocidade de absorcdo de agua que a fase Il, j& que as
sementes elevaram seu grau de umidade de 10% para 41% em 32 horas.
Enquanto que na fase Il, as sementes passaram de 41% de grau de umidade
para 54% durante 20 horas. Dessa maneira, é possivel afirmar que, embora a
fase Il, em termos absolutos tenha se completado mais rapidamente, houve
desaceleracdo no ganho de dgua em relacdo a fase I. Isso pode ser explicado
pelo fato de a semente ter absorvido a maior parte da dgua que necessitava
durante a fase I, ndo sendo necessario, portanto, ganho tdo consideravel
durante a fase Il. Por esse motivo esta se completou mais rapidamente,
culminando com a emisséo da radicula, evento este, que deu inicio a fase Il1.

A fase Il inicia-se a partir do momento em que a radicula rompe o
tegumento e é lancada para o meio externo. Essa emisséo da radicula ocorre

devido as sucessivas mitoses (divisdes celulares) do tecido meristematico, as
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quais ocasionam o crescimento do eixo embriondrio. Nessa fase, é
imprescindivel a presenca de agua, ja que a semente encontra-se em intenso
processo de divisdo mitotica e esse evento € extremamente dependente de
agua. Sementes invidveis e dormentes ndo conseguem atingir esta fase
(BEWLEY; BLACK, 1994). Como as sementes de juca apresentam
dorméncia tegumentar, apenas as sementes escarificadas conseguiram emitir
radicula, o que ja era esperado, tendo em vista que as sementes ndo
escarificadas permaneceram com o teor de agua praticamente constante
(Figura 2).

100 +
90 1 === Com Escarificagdo
S 80 -
© 70 4 cceeee Sem escarificagéo
e]
S 60 - g I
£ 50 - FASE2 ==
o 40 - -7
S 30 FASE 1 P
© 'f’
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Figura 2. Absorcdo de agua em sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart.
ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) com e sem escarificacao.

3.2 Resultados da fase de preparo (exposicao dos tecidos)
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As sementes com tegumento ndo obtiveram coloragdo adequada,
independentemente da concentracdo (Figura 3). A concentracdo de 0,025%
de sal de tetraz6lio ndo coloriu as sementes, provavelmente, devido a baixa
concentracdo do sal, considerado insuficiente para reacdo deste com o0s
tecidos vivos das sementes. Para a concentragdo de 0,1% houve coloragéo
fraca e em apenas alguns pontos da semente, ndo sendo possivel estimar a
viabilidade. No tocante a concentracdo de 1%, esta proporcionou coloragédo
mas de maneira desuniforme, o que foi atribuido a barreira imposta pela
presenca do tegumento, que mesmo com a solugdo na maior concentracéo,
ndo conseguiu penetrar em toda extensao da semente. Isso foi verificado de
forma mais expressiva nas menores concentracdes (0,025% e 0,1%), em que
a barreira imposta pelo tegumento aliada as baixas concentra¢des dificultaram
a penetracédo do sal e consequentemente a coloracéo.

Para as sementes com corte longitudinal também né&o houve coloragédo
adequada em nenhuma das concentragdes (Figura 4). Nas concentracdes de
0,025 e 0,1%, as sementes apresentaram coloracdo excessiva no eixo
embrionario e permaneceram sem coloracdo nas demais partes. Essa
coloracdo excessiva verificada no eixo embrionario ocorreu, provavelmente,
devido ao dano ocasionado pelo corte durante o preparo das sementes, 0 que
estimulou a respiracdo de forma mais intensa naquela regido, provocando,
portanto, a reagdo com o sal de tetraz6lio, mesmo em baixa concentracao.
Nesse tipo de procedimento a concentracao de 1% foi excessiva, provocando
coloracdo muito forte em toda extensdo da semente.

A retirada do tegumento da semente de juca foi o procedimento que
mais facilitou a penetracao do sal de tetrazolio (Figura 5). Para a concentracdo
de 0,025%, embora tenha colorido os tecidos, ocorreu de maneira fraca e
desuniforme, provavelmente, devido ser bastante baixa. J4, a concentracdo de

0,1% proporcionou resultado mais satisfatorio, pois as sementes resultaram
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em tonalidade rosada em todas as partes e de maneira uniforme. E como
ocorreu no corte longitudinal, a concentracdo de 1% provocou coloracéo
excessiva em todo a semente devido ser bastante alta.

Para algumas espécies, o corte longitudinal é uma forma de
procedimento eficiente para o teste de tetrazolio. Isso foi verificado em
sementes de Cordia trichotoma (MENDONCA; RAMOS; PAULA, 2001);
Sebastiania commersoniana (SANTOS et al., 2006); Jatropha elliptica
(ANEZ et al., 2007) e Ceiba speciosa (LAZAROTTO et al., 2011). Ja para
outras espécies, assim como observado em sementes de jucd, a retirada do
tegumento mostrou-se mais satisfatoria, inclusive para outras florestais da
familia Fabaceae, como: Gleditschia amorphoides (FOGACA et al., 2006);
Caesalpinia echinata (LAMARCA; LEDUC; BARBEDO, 2009); Amburana
cearenses (GUEDES et al., 2010); Leucaena leucocephala (COSTA,
SANTOS, 2010); Piptadenia moniliformis (AZEREDO; PAULA; VALERI,
2011) e Enterolobium contortisiliquum (NOGUEIRA; TORRES; FREITAS,
2014).

A definigéo correta de procedimentos para exposi¢do dos tecidos das
sementes sdo fundamentais, visto que estes interferem na coloragdo adequada
das sementes e consequentemente na interpretacdo dos resultados de

viabilidade.
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Figura 3. Sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
var. ferrea) submetidas as concentracbes de 0,025 (A), 0,1 (B) e
1% (C) do sal de tetrazolio com a presenca do tegumento.

Figura 4. Sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
var. ferrea) submetidas as concentracfes de 0,025 (A), 0,1 (B) e
1% (C) do sal de tetrazélio por meio de corte longitudinal.

Figura 5. Sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
var. ferrea) submetidas as concentracfes de 0,025 (A), 0,1 (B) e
1% (C) do sal de tetrazolio por meio da retirada do tegumento.
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4. CONCLUSAO

Para a aplicacdo do teste de tetrazolio em sementes de juca deve-se
realizar previamente a escarificacdo das sementes com lixa 80, seguida do
pré-umedecimento entre papel toalha por 42 horas, a 25 °C e ap0s isso a
retirada do tegumento.
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CAPITULO 11l

AVALIACAO DA VIABILIDADE DE SEMENTES DE JUCA
(Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) PELO TESTE
DE TETRAZOLIO
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RESUMO

CARVALHO, Sara Monaliza Costa. Avaliacdo da viabilidade de sementes de jucé
(Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) pelo teste de tetrazdlio
2016. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2016.

A utilizac8o de testes rapidos tem se tornado imprescindivel para a avaliacdo do
potencial fisiolégico de sementes e nesse contexto, o teste de tetrazolio tem
despertado atengdo dos pesquisadores, produtores e tecnologistas de sementes.
Assim, essa pesquisa teve como objetivo estabelecer procedimento adequado para a
conducdo do teste de tetrazolio em sementes de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.
Queiroz var. ferrea. Para isso, testou-se trés diferentes concentragdes da solucdo de
tetrazélio (0,05; 0,075 e 0,1%) e trés periodos de coloragdo (1, 3 e 6 horas) sob
temperaturas de 35 e 40 °C, totalizando nove combinagOes para cada temperatura.
Além disso, simultaneamente, as sementes foram avaliadas pelo teste de germinacao,
cujo resultado foi comparado com a porcentagem de sementes viaveis, obtidas pelo
teste de tetrazolio. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 3 + 1 (trés concentragdes da solugdo x trés periodos de coloragdo
+ uma testemunha = teste de germinacédo), sob temperaturas de 35 °C e 40 °C, em
quatro repeticdes de 25 sementes para cada combina¢do. As médias de sementes
viaveis obtidas pelo teste de tetrazolio foram comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05). E, a comparacéo entre as médias de sementes viaveis com teste de germinagao
foi realizada pelo teste de Dunnett (p < 0,05). Os resultados mostraram que quatro
combinagdes para cada uma das temperaturas testadas ndo diferiram estatisticamente
do teste de germinagdo. No entanto, recomenda-se que a avaliacdo da qualidade de
sementes de juca pelo do teste de tetrazolio seja realizada na concentragdo de 0,05%
por trés horas de coloragdo, sob 35 °C ou 40 °C, tendo em vista 0 menor periodo de
tempo de coloracio e menor gasto com o reagente.

Palavras-chave: viabilidade, tetrazélio, juca
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ABSTRACT

CARVALHO, SaraMonaliza Costa.Assessing the feasibility of juca seeds
Libidibia ferrea (Mart. exTul.) L.P. Queiroz var.ferrea) by tetrazolium test 2016.
70 f. Thesis (MS in Agronomy: Plant Science) - Federal Rural University of the
Semi-Arid (UFERSA), Mossoro-RN, 2016.

The use of fast testing has become essential for the evaluation of the physiological
potential of seeds and in this context; the tetrazolium test has attracted the attention
of researchers, producers, and technologists seeds. Thus, this research aimed to
establish proper procedure for conducting the tetrazolium test in Libidibia ferrea
(Mart. Ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea seeds. For this, three different concentrations
of tetrazolium solution have been tested (0.05, 0.075 and 0.1%) and three coloring
periods (1, 3 and 6 hours) at the temperatures between 35 and 40 ° C, a total of nine
combinations for each temperature. Also, simultaneously, the seeds were evaluated
by germination test, and the result was compared with the percentage of viable seeds,
obtained by the tetrazolium test. The experimental design was completely
randomized in a factorial 3 x 3 + 1 (three concentrations of the solution x three
periods of color + a witness = germination test), at temperatures of 35 ° C and 40 °
C, with four replications of 25 seeds for each combination. The averages of viable
seeds obtained by the tetrazolium test were compared by the Tukey test (p < 0.05).
And the comparison between the averages of viable seeds with germination test was
carried out by Dunnett test (p < 0.05). The results showed that four combinations for
each of the tested temperatures did not differ statistically from the germination test.
However, it is recommended that the evaluation of the quality of the jucé seeds by
the tetrazolium test should be carried out at a coloring concentration of 0.05% for
three hours, under 35 ° C or 40 ° C, considering the shorter period of coloring time
and lower expenses with the reagent.

Keywords: viability, tetrazolium, juca
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1. INTRODUCAO

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea, conhecida
por jucé ou pau-ferro, € uma espécie nativa brasileira, pertencente a familia
Fabaceae e considerada de uso mdultiplo por seus atributos medicinal,
madeireiro, paisagistico, forrageiro e, também, indicada para a recuperagéo
de éareas degradadas. Como as sementes constituem a principal via
reprodutiva dessa espécie, estas necessitam de atencdo quanto ao aspecto
qualidade. No entanto, a demora na obtencdo do resultado do teste de
germinacdo para algumas espécies, pode ser uma limitacdo, especialmente
guando ha necessidade de tomada de decisdes na industria de sementes. Nesse
sentido, a utilizacdo de testes rapidos tem se tornado ferramenta
imprescindivel para a avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes, e por
isso tem merecido permanente atencdo dos pesquisadores, tecnologistas e
produtores (CUNHA; GOMES, 2015).

O teste de tetrazolio tem sido uma alternativa promissora na
determinacdo da viabilidade e do vigor de sementes varias espécies florestais,
devido a confiabilidade e rapidez dos resultados (NOGUEIRA; TORRES;
FREITAS, 2014). Esse teste se baseia na alteracdo da coloracao dos tecidos
vivos em presenca da solucdo de sal de tetrazdlio, o qual é reduzido pela
atividade de enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratoria
(FOGACA et al., 2011). Durante a respiracdo ocorre a liberacdo de ions de
hidrogénio com os quais o sal 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetraz6lio, que € incolor
e solavel, reage e forma o trifenilformazan, o qual é estavel, ndo difusivel e
de coloragédo avermelhada (LAZAROTTO et al., 2011).

Apesar do teste de tetrazolio ndo ser tdo recente (desenvolvido por
Lakon desde 1949), o seu uso ainda é limitado, o que pode ser atribuido a

necessidade de desenvolvimento de procedimentos adequados para cada
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espécie (REZENDE et al., 2015). Por esse motivo, pesquisas tém sido
desenvolvidas na tentativa de definir metodologia adequada para diversas
especies florestais, conforme trabalhos realizados por Fogaca et al. (2006)
com sucara (Gleditschia amorphoides); Pinto et al. (2008) com coragao-de-
negro (Poecilanthe parviflora); Mendes, Bastos e Melo (2009) com corezeiro
(Parkia velutina); Corte, Borges e Pereira (2010) com baratina (Melanoxylon
brauna); Fogaca et al. (2011) com Copaifera langsdorffii e Schizolobium
parahyba; Lazarotto et al. (2011) com paineira (Ceiba speciosa); Azerédo,
Paula e Valeri (2011) com catanduva (Piptadenia moniliformis); Fava e
Albuquerque (2013) com douradinha-do-campo (Palicourea rigida);
Nogueira, Torres e Freitas (2014) com timbadba (Enterolobium
contortisiliquum); Kaiser et al. (2014) com (Eugenia uniflora); Gimenez,
Ferreira e Cavariani (2014) com atemoia (Annona cherimola); Garlet, Souza
e Delazeri (2015) com falso-barbatimao (Cassia leptophylla); Cunha e
Gomes (2015) com mulungu (Erythrina velutina). Nesses trabalhos, além dos
procedimentos que antecedem o teste, sdo testados periodos de coloracao,
diferentes concentracbes da solucdo de tetrazélio e temperaturas de
incubacdo, fatores que influenciam diretamente na uniformidade de coloracao
das sementes (BHERING; DIAS; BARROS, 2005).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer a concentragao
e o tempo de coloracédo adequados para a avaliacdo da viabilidade de sementes

de jucé pelo teste de tetrazolio.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Analise de Sementes
do Departamento de Ciéncias Vegetais (DCV) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), em Mossor6 - RN nos meses de margo a maio de
2015. As sementes foram cedidas pela Rede de Sementes da Caatinga da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), tendo sido os
frutos coletadas em junho de 2012 no sitio Cacimba Nova, Conceicdo, PB
(07° 33" 44" S, 38° 30' 32" W e 376 metros de altitude). Ao chegarem ao
Laboratério de Anélise de Sementes da UFERSA, estas foram
acondicionadas em embalagem de saco plastico e armazenadas em camara
fria (17 °C e 50% de umidade relativa do ar) até o inicio da fase experimental.

A metodologia utilizada para o pré-umedecimento e exposicao dos
tecidos das sementes baseou-se nos resultados descritos no capitulo 1. Assim,
o0 pré-umedecimento foi feito em papel durante 42 horas a temperatura de 25
°C em Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.). Depois desse periodo, as
sementes foram cortadas com auxilio de bisturi, para a retirada do tegumento,
colocadas em copos plasticos de 50 mL e acrescidas da solucdo de 2, 3, 5
trifenil cloreto de tetraz6lio nas devidas concentragdes.

Foram utilizadas trés concentragdes (0,05; 0,075 e 0,1%), trés
periodos (1, 3 e 6 horas) e duas temperaturas (35 °C e 40 °C). As temperaturas
foram reguladas em estufa do tipo B.O.D. na auséncia de luz. Para cada
combinacdo, utilizou-se quatro subamostras de 25 sementes. Apds cada
periodo de coloracdo, a solucéo de tetrazélio foi drenada, as sementes lavadas
em agua corrente e acrescidas de agua. Em seguida foram colocadas em
geladeira até o momento da avaliacdo. Durante a avaliacdo, os dois
cotilédones foram separados para permitir, também, a andlise da estrutura

interna da semente.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 3 + 1 (trés concentracdes da solucdo x trés periodos de
coloracdo + uma testemunha = teste de germinacao), sob temperaturas de 35
°C e 40 °C, em quatro repetices de 25 sementes para cada combinagdo. Os
dados, quando submetidos a testes de normalidade e homogeneidade de
variancias apresentaram distribuicdo normal, ndo sendo necessario
transforma-1los.

As médias de sementes viaveis obtidas pelo teste de tetrazolio foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). J4, a comparacdo entre as médias
de sementes viaveis com teste de germinacéo (testemunha), foi realizada pelo
teste de Dunnett (p < 0,05), seguindo recomendagdes de Banzatto e Kronka
(2006). As analises estatisticas foram realizadas pelo programa ASSISTAT
7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002).

A avaliacdo foi feita com o auxilio de lupas de mesa e as sementes
classificadas em viaveis ou inviaveis de acordo com o padrdo de coloracédo
indicado por Franca-Neto; Kryzanowski; Costa (1998): rosa claro (tecido
saudavel); vermelho intenso (tecido em processo de deterioracdo) e sem
coloracdo (tecido morto). As sementes foram avaliadas considerando-se nao
somente a coloracdo, mas o local, a intensidade e a extensdo da coloracéo.
Como sementes viaveis, foram as que apresentaram coloracdo rosa claro
brilhante, tecidos com aspecto normal e firme; eixo embriondrio com
coloracdo vermelha intensa, porém, sem atingir o cilindro central; menos de
50% dos cotilédones descoloridos, cotilédones com regiGes necrosadas,
porém, sem afetar a regido de ligacdo com o eixo embrionario. As inviaveis
foram as que se apresentavam com mais de 50% dos cotilédones descoloridos,
com coloracdo vermelha intensa ou necrosados; eixo embrionadrio com

regides descoloridas, vermelha intensa e/ou necrosada, atingindo o cilindro
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central (NOGUEIRA; TORRES; FREITAS, 2014). Os resultados foram
expressos em porcentagens de sementes viaveis.

No intuito de obter um padrao de comparacao dos resultados, realizou-
se concomitantemente o teste de germinacdo, utilizando quatro subamostras
de 25 sementes dispostas em caixas plasticas (Gerbox) contendo areia lavada,
esterilizada e umedecida com 60% de sua capacidade de campo, a 30 °C
(LIMA et al., 2006). A avaliacao foi realizada vinte dias ap0s a semeadura,
sendo os dados expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL,
2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da variancia (Tabela 1) mostra que houve efeito
significativo ao nivel de 1% no teste F para a interagdo entre ambos os fatores
sob temperaturas de 35 °C e 40 °C. Além disso, houve diferenca significativa

entre os resultados de viabilidade obtidos pelo teste de tetrazolio e o do teste

de germinacdo (fatorial x testemunha), em ambas as temperaturas.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia de sementes viaveis de juca
(Libidibia ferrea Mart. ex Tul. L.P. Queiroz var. ferrea) obtido pelo teste de
tetrazdlio em diferentes concentrac@es e periodos de coloragéo, sob 35 e 40

°C, em comparagao aos resultados do teste de germinacgéo (testemunha).

Quadrado médio

Fontes de variacdo

35°C 40 °C
Periodo (P) 4885,33** 6253,78**
Concentracéo (C) 2725,33** 1056,44**
IntPxC 1318,67** 813,78**
Fatorial x Testemunha 3097,60** 1724,84**
Tratamentos 2621,51** 2177,82**
Erro 28,27 35,07
Média 49,60 56,30
CV (%) 10,72 10,52

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Na avaliacdo da viabilidade de sementes de juca pelo teste de

tetrazdlio foram estabelecidas as categorias viaveis e inviaveis (Figuras 1 e

2).
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Figura 1. Sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
var. ferrea) consideradas viaveis pelo teste de tetrazolio: sementes com
coloracdo rosa claro brilhante, tecidos com aspecto normal e firme (A, B e
C); eixo embrionario com coloracdo vermelha intensa, ndo atingindo o
cilindro central (D); menos de 50% dos cotilédones descoloridos, cotilédones
com regides necrosadas mas ndo afetando a regido de ligacdo com o eixo
embrionario (E e F).

D E

Figura 2. Sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
var. ferrea) consideradas invidveis pelo teste de tetrazolio: sementes
totalmente descoloridas (A e B); com mais de 50% dos cotilédones
descoloridos (C); com coloracdo vermelha intensa em todas as partes (D);
eixo embrionario com coloracgdo vermelho intenso atingindo o cilindro central
(EeF).
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Os resultados de viabilidade de sementes de jucd, referentes as
combinacg6es de periodos e concentracdes sob temperatura de 35 °C indicam
que o periodo de uma hora apresentou baixas médias de viabilidade,
independentemente da concentracdo da solucdo (Tabela 2). No periodo de
seis horas, com excecdo da concentracdo de 0,075%, as demais, também,
apresentaram estimativas de baixa viabilidade, quando comparadas com o
resultado do teste de germinacdo. Entretanto, o periodo de trés horas, para
todas as concentragdes, proporcionou resultados semelhantes ao obtido no
teste de germinacdo. Tais resultados demonstram que o tempo de uma hora
foi insuficiente para a coloracdo das sementes, ndo permitindo, portanto,
coloracdo adequada. Em contrapartida, o tempo de seis horas (exceto para a
concentracdo de 0,075%) mostrou-se excessivo para a coloracdo das
sementes, cujos tecidos coloriram de forma muito intensa, dificultando a
interpretacdo dos resultados. Nogueira, Torres e Freitas (2014), trabalhando
com sementes de timbauba (Enterolobium contortisiliguum), espécie
pertencente, também, a familia Fabaceae, verificaram resultados semelhantes

aos encontrados nesta pesquisa.

Tabela 2. Médias de viabilidade de sementes de jucé (Libidibia ferrea Mart.

ex Tul. L.P. Queiroz var. ferrea) a partir do teste de tetrazélio conduzido em

diferentes concentracdes e periodos de coloracdo, sob temperatura de 35 °C.
Concentrages (%)

Periodos
0,050* 0,075 0,100
1 23 cBy 38 bAy 31bABYy
3 71 aAX 74 aAX 67 aAx
6 34 bBy 78 aAX 8 cCy
Germinacao (%) 76X

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (A, B, C) na linha e minuscula
(a, b, ¢) na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Médias seguidas por uma mesma letra (x, y), entre
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germinacao (testemunha — teste de germinacéo) e viabilidade obtida no teste
de tetrazolio ndo diferem significativamente entre si pelo teste Dunnett a 5%
de probabilidade.

Sob a temperatura de 40 °C, semelhante ao ocorrido a 35 °C, o periodo
de uma hora mostrou-se insuficiente para estimar a viabilidade das sementes
de juca (Tabela 3). No entanto, para esse periodo, verificou-se aumento da
viabilidade em relacdo ao obtido para a temperatura de 35 °C. No periodo de
seis horas, exceto para a concentracdo de 0,05%, os resultados foram
estatisticamente diferentes do teste de germinacdo. Também, nessa
temperatura, o periodo de trés horas foi o que proporcionou resultados
satisfatorios, tendo ocorrido em todas as concentracdes, médias de viabilidade
que néo diferiram da testemunha (teste de germinacéo).

Analisando os resultados de viabilidade de sementes de juca em
relacdo as concentracdes, percebe-se que sob temperatura de 35 °C, a
concentracdo de 0,075% proporcionou resultados semelhantes ao teste de
germinacao; Ja sob 40 °C foi a concentracdo de 0,05% que obteve resultados
semelhantes ao verificado no teste de germinagéo.

Para ambas as temperaturas testadas, as combinacdes de periodos e
concentracdes que diferiram da testemunha podem ser justificadas pelo néo
desenvolvimento de coloracdo adequada nas diversas combinacdes, o que
induziu & classificacdo de sementes vidveis na categoria de inviaveis, dessa

forma, subestimando o potencial fisioldgico das sementes.
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Tabela 3. Médias de viabilidade de sementes de juca (Libidibia ferrea (Mart.

ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea) a partir do teste de tetraz6lio conduzido em

diferentes concentracdes e periodos de coloracdo, sob temperatura de 40 °C.
Concentracoes (%)

Periodos
0,050* 0,075 0,100
1 41 cAy 47 bAy 42 bAy
3 84 aAx 81 aAx 76 aAX
6 67 bAX 31 cBy 18 cCy
Germinacao (%) 76X

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (A, B, C) na linha e minuscula
(a, b, ¢) na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade. Médias seguidas por uma mesma letra (X, y), entre
germinacao (testemunha — teste de germinacdo) e viabilidade obtida no teste
de tetrazolio ndo diferem significativamente entre si pelo teste Dunnett a 5%
de probabilidade.

Embora os resultados de viabilidade de sementes de juca tenham
demonstrado a possibilidade de realizagéo do teste de tetraz6lio em diferentes
combinac6es (periodo x concentracao) tanto a 35 °C como a 40 °C , a escolha
do procedimento mais adequado deve levar em considera¢do 0 menor tempo
gasto para a coloracdo, como também, o menor custo com o reagente. Além
disso, as menores concentragdes sdo mais indicadas por possibilitarem
melhor visualizacdo dos distarbios de coloracdo e identificacdo dos diferentes
tipos de injdrias (KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA-NETO, 1999).

Portanto, pode-se recomendar o teste de tetrazolio na concentracdo de
0,05% por trés horas sob temperaturas de 35 °C ou 40 °C para avaliacéo da
viabilidade de sementes de juca. Entre as recomendacdes contidas nas RAS
(BRASIL, 2009) para a conducdo do teste tetrazolio em sementes, ndo ha
indicacbes de baixas concentracGes para nenhuma das espécies florestais
descritas no manual. Entretanto, algumas pesquisas mais recentes tém

demonstrado eficiéncia no uso de concentra¢fes mais baixas, como a que foi
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verificada para esta pesquisa. Resultados evidenciando eficiéncia da
utilizacdo da concentracao de 0,05% podem ser encontrados nos trabalhos de
Fogaca (2003) com angico-vermelho (Parapiptadenia rigida); Lamarca,
Leduc e Barbedo (2009) com pau-brasil (Caesalpinia echinata); Guedes et
al. (2010) com amburana (Amburana cearenses); Lazarotto et al. (2011) com
paineira (Ceiba speciosa) e Abbade e Takaki (2014) com de ipé-branco
(Tabebuia roseoalba).
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4. CONCLUSAO
A viabilidade de sementes de juca pode ser avaliada através do teste

de tetrazdlio utilizando a concentragdo de 0,05% por trés horas de coloracgéo,
sob as temperaturas de 35 °C ou 40 °C.
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