TESTE DE TETRAZOLIO PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DE SEMENTES DE
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert - LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE

Luciana Magda de Oliveiral, Maria Laene Moreira de Carvalho?, Antonio Claudio Davide®
(recebido: 19 de novembro de 2004; aceito: 10 de maio de 2005)

RESUMO: Este trabal ho teve por objetivo verificar a eficiéncia de métodos de pré-condicionamento e concentrages da solucdo de
tetrazdlio na avaliagdo da qualidade de |otes de sementes de canafistula. Sementes colhidas nos municipios de Lavras (MG) e Lins (SP)
foram submetidas aos métodos de pré-condicionamento: &) escarificagdo manual e imersdo em &gua por 14 horas a 25°C, e b) imersdo
em &gua a temperatura de 95°C com manutencdo das sementes na mesma &gua por 24 horas a 25°C. Apds o pré-condicionamento, 0s
tegumentos das sementes foram retirados e os embrifes imersos em solugdes de tetrazélio a 0,07; 0,1 e 0,3% por 150 minutos a 25°C.
Para comparagdo dos resultados obtidos no teste de tetrazélio, foram realizados os testes de germinagdo, primeira contagem, indice de
velocidade de germinagdo e emergéncia em viveiro. O método utilizando escarificagdo manual e posterior embebicdo em dgua por 14
horas a 25°C apresentou eficiéncia no pré-condicionamento de sementes de canafistula e a concentragao 0,1% da solugdo de tetrazdlio
por 150 minutos a 25°C permite avaliar a qualidade de lotes de sementes dessa espécie.
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TETRAZOLIUM TEST FOR EVALUATING Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert —
LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE SEEDS QUALITY

ABSTRACT: Thisresearch verified different methods of pre-conditioning and concentrations of tetrazolium solutions for evaluating
of canafistula seed lot quality. Seeds collected in Lavras-MG- were submitted to the following methods of pre-conditioning: a)
scarification and immersion in water of 25°C for 14 hours; and b) immersion in water of 95°C and left in the same water to rest without
heating for 24 hours at 25°C. The teguments of the seeds were removed and the embryos were immerged in 0.07, 0.1 and 0.3%
tetrazolium solution during 150 minutes at 25°C. To verify the reliability of the results through the tetrazolium test, germination test,
first counting, index of germination velocity and nursery emergency were done. Scarification and immersion in water of 25°C for 14
hourswere efficient in pre-conditioning canafistula seeds and 0,1% tetrazolium solution for 150 minutes at 25°C allowed evaluating
seed lots of this species.

Key words: canafistula, seed viability.

1 INTRODUCAO formazan. |sto torna possivel distinguir as partes vivas,

coloridas de vermelho, daquel as mortas que mantém

A pesquisa em tecnologia de sementes tem
atuado, em carater permanente, no sentido de
desenvolver e/ou aprimorar testes que possibilitem a
avaiacao da qualidade das sementes, principal mente
das espécies que requerem um longo periodo para
completar o teste de germinacdo (MARCOS FILHO,
1994; MCDONALD, 1998). Um destes métodos que
vem sendo utilizado é o teste de tetrazdlio (VIEIRA
& CARVALHO, 1994).

O teste de tetrazolio reflete a atividade das
enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de
respiracao. Pela hidrogenagéo do 2, 3, 5 trifenil cloreto
de tetrazdlio é produzida nas células vivas uma
substancia vermelha, estével e ndo difusivel, o trifenil

asua cor. Este teste tem sido aceito, segundo Deswal
& Chand (1997), ndo somente como umatécnica para
estimar a viabilidade, mas também o vigor das
sementes.

Na realizacdo do teste de tetrazdlio séo
indicados procedimentos, chamados de pré-
condicionamento, que visam a penetracdo da solucéo
nos tecidos de interesse a serem avaliados. Em
sementes de espécies florestai s diversos tratamentos
de pré-condicionamento vém sendo utilizados como
corte, escarificagdo e embebicdo em &gua (DAVIDE
et al., 1995; FERREIRA et a., 2001; MALAVASI et
a., 1996; MENDONCA et a., 2001; OLIVEIRA,
2004; SANTOS et a., 1998).
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Além do pré-condicionamento, a utilizac&o
de concentrac&o da solucéo de tetrazolio, tempo
e temperatura de condicionamento e avaliacao
adequada da coloracdo das sementes, séo
fundamentais para que se obtenham resultados
confidveis sobre a qualidade. De acordo com
Todd-Bockarie et al. (1993), embribes de Cassia
sieberiana podem ser submetidos a 1% da
solucdo de tetrazélio por 9 horas a 35°C na
realizacéo do teste. Para Tabebuia serratifolia
€ indicada a concentracdo da solucédo de 0,5%
de tetrazdlio por 12 horas a 30°C (OLIVEIRA,
2004).

A metodologia para a realizacdo do teste de
tetrazolio em sementes de canafistula ainda néo foi
estabel ecida; assim, com este trabalho objetivou-se
verificar a eficiéncia de diferentes métodos de pré-
condicionamento e concentrac@es da solucdo de
tetrazélio na avaliagdo da qualidade de lotes de
sementes de canafistula

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de canafistula foram colhidos
manualmente, nos municipios de Lavras, MG,
nos anos de 1986 (Lavras 86) e 1998 (Lavras
98) eLins, SP no ano de 1998 (Lins 98). Apéds
a colheita, os frutos foram secos ao sol,
colocados em saco de aniagem onde, com 0
auxilio de um martelo de borrachafoi efetuada
a extracdo das sementes. Os lotes foram
beneficiados retirando sementes visualmente
danificadas, chochas e fragmentos de
sementes; armazenados em sacos de polietileno
e mantidos até o momento de sua utilizacéo,
em camara com controle de temperatura e
umidade (6-9°C; 70%UR). O lote Lavras 86 foi
armazenado por 12 anos, e os lotes Lavras 98
e Lins 98 por trés meses.

2.1 Teor de &gua

Retiradas da camara de armazenamento, as
sementes foram mantidas por 24 horas em condicles
ambientais e tiveram seu teor de agua determinado
pelo método de estufa a 103 + 2°C por 17 horas
(BRASIL, 1992), com quatro repeticdes de quatro
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gramas por repeticdo. As sementes foram quebradas
dentro de um saco pléastico fechado, com o auxilio de
um alicate e colocadas em recipientes de aluminio
com peso pré-determinado, pesadas e colocadas em
estufa. Os resultados da determinacdo dos teores de
agua foram calculados com base no peso das
sementes Umidas (base Umida).

2.2 Teste de tetrazdlio

Foram testadas duas metodologias para o pré-
condicionamento das sementes de canafistula: a)
escarificagcdo manual: as sementes foram lixadas
naregiao oposta ao eixo embrionério até pequena
exposicado dos cotilédones com posterior imersao
em agua por 14 horas, a 25°C; e b) dgua quente:
as sementes foram imersas em agua a
temperatura de 95°C e deixadas em repouso na
mesma agua, fora do aquecimento, por 24 horas,
a 25°C.

Decorrido estes periodos, 0s tegumentos
das sementes foram cuidadosamente retirados
e 0s embrides colocados em copos plasticos,
sendo totalmente submersos em solucéo de
tetrazolio (pH 6,5) nas concentracdes de 0,07%,
0,1% e 0,3% e mantidos no escuro a
temperatura de 25°C, por 2:30 horas. Foram
utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes para
cada tratamento.

Apbs o desenvolvimento da coloracéo, os
embrides foram lavados em agua corrente e
deixados submersos em agua até o momento da
avaliacdo. Os embrides submetidos ao teste de
tetrazélio foram cortados no sentido longitudinal,
abrangendo os cotilédones e o eixo embrionario.
As duas metades foram individualmente
examinadas e, de acordo com a extenséo,
intensidade dos tons avermelhados, presenca de
areas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e
localizacdo destas coloragbes em relacéo as areas
essenciais ao crescimento, os embrides foram
individual mente colocados em categorias de viaveis
e inviaveis (Figura 1), de acordo com padrfes
publicados por Grabe (1976), ISTA (1993) e Moore
(1972), para diversas espécies agricolas e
florestais.
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Figura 1 — Categorias de sementes de Peltophorum dubium submetidas ao teste de tetrazdlio.
Figure 1 — Categories of Peltophorum dubium seeds submitted to tetrazolium test.
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Categoria 1 (vidvel): embrido com coloracéo
rosa e tecidos com aspecto normal e firme.

Categorias 2 e 3 (vidveis): menos de 50% dos
cotilédones descol oridos ou com coloracdo vermel ho-
intenso, ndo afetando aregido de ligagdo com o eixo-
embrionério. Demais regiGes com coloracdo rosa ou
mais escura e tecidos firmes.

Categoria4 (invidvel): eixo-embrionario com
regibes descoloridas, afetando o cilindro central.

Categoria 5 (inviavel): mais de 50% dos
cotilédones descol oridos ou com coloracdo vermel ho-
intenso.

Categoria 6 (inviavel): regido dos cotilédones
com coloracdo vermelho-intenso ou descolorida,
afetando o eixo-embrionario.

Categoria 7 (inviavel): cotilédones descoloridos
e eixo embrionario com coloragéo vermel ho-intenso.

Categoria 8 (invidvel): embrido com coloracdo
vermelho-intenso e tecidos flacidos, indicando
processo de deterioracao.

Categoria 9 (invidvel): embrido completamente
descolorido, com os tecidos flacidos.

Para comparacdo dos resultados obtidos no
teste de tetrazolio, foram realizados os testes de
germinacdo, primeira contagem, indice de velocidade
de germinacdo e emergénciaem viveiro.

2.3 Teste de germinacéo

O teste de germinacéo foi realizado, de acordo
com Oliveira (2000), em camara de germinagdo a
30°C, sob luz branca constante. Foram utilizadas
quatro repeticoes de 25 sementes para cada lote. Para
a superacdo da dorméncia causada pela
impermeabilidade do tegumento, as sementes foram
imersas em agua quente (95°C) e deixadas em
repouso namesma agua, fora do aquecimento, a 25°C
por 24 horas, antes da montagem do teste. As
sementes foram desinfestadas em solugdo de benomyl
a 0,02% por 1 minuto, e a seguir lavadas em agua
destilada e colocadas para germinar em rolo de papel
autoclavado (120°C / 20 minutos) e umedecidos com
agua na proporcao de 2,5 vezes 0 peso do papel. A
avaliacdo do teste de germinacdo (plantulas normais)
foi realizada diariamente a partir do 4° dia até o 10°
dia ap6s a montagem do teste. A classificacdo das
plantulas como normais ou anormais foi feita seguindo
a descricao proposta por Alcalay & Amaral (1981),
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considerando normais, as plantulas com todas as
estruturas essenciais em perfeito desenvolvimento.

2.4 Primeira contagem e indice de velocidade
de germinacéo

Os testes de primeira contagem e indice de
velocidade de germinacdo (1VG) foram realizados
juntamente com o teste de germinagdo. O indice de
velocidade de germinacdo foi calculado segundo
Maguire (1962) e os valores da primeira contagem
obtidos no 4° dia ap6s a montagem do teste de
germinacao.

2.5 Emergéncia em viveiro

Para a redlizacdo do teste de emergéncia em
viveiro, foi seguidaa mesma metodologia de quebra
da dorméncia descrita para o teste de germinacéo. A
semeadura foi conduzida em canteiros contendo terra
e areianaproporcdo 3:1, comirrigacdo diaria. Foram
utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes para cada
lote. As avaliagBes foram feitas diariamente, até o
20° dia apds a semeadura, considerando normais as
plantul as que apresentavam a parte aérea em perfeito
desenvolvimento.

Os dados obtidos nos testes de tetrazélio,
germinacao, primeira contagem, indice de velocidade
de germinacdo e emergéncia foram transformados em
arc sen. , ;x/loo e submetidos & andlise de variancia.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey,
usando o programa SANEST (ZONTA et d., 1985).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes que constituiram os lotes de
canafistula apresentavam teor de &gua em torno de
10% por ocasido darealizacdo dos testes de tetrazdlio,
germinacdo e emergéncia.

Nas sementes submetidas a0 método de pré-
condicionamento com &gua quente foram observadas
manchas mais escuras nos cotilédones dos embrides
de todos os lotes apds a imersdo na solucdo de
tetrazdlio, o que dificultou ainterpretacéo do teste. A
ocorréncia de manchas pode ser devida a rgpida
absorcao de &gua, que métodos como &gua quente,
podem provocar; pois, segundo Copeland et d. (1959),
o0 pré-condicionamento antes da coloragdo constitui
uma das etapas criticas do teste, sendo que a absorgéo
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lenta de 4gua, em temperatura controlada, é
extremamente desej&vel e necesséria para prevenir
fraturas de partes do embrido e estimular a atividade
enzimatica, que é um dos pré-requisitos do processo
respiratério.

Quanto ao tratamento escarificacdo manual,
no momento dainterpretacéo do teste, foi observado
gue aregido escarificada dos embrides dos trés lotes
estava descolorida ou com coloracéo vermelho-
intenso devido a danos causados pelalixa; contudo,
estes danos afetaram pequena parte da regido
superior dos cotilédones, ndo prejudicando, desta
forma, a interpretacdo dos resultados. Esse método
foi utilizado no pré-condicionamento de outras
espécies florestais, como Platycyamus regnellii
(DAVIDE et al., 1995) e Dipteryx alata
(MALAVASI et d., 1996).

N&o houve diferenca significativa entre os
testes de germinagdo e tetrazdlio paraos lotes Lavras
86 e Lins 98, exceto para a concentracdo 0,3% no
lote Lins 98. Para o lote Lavras 98, a germinacdo
das sementes foi superestimada pelo teste de
tetrazolio (Tabela 1), devido, provavelmente, a
microrganismos presentes no lote (dados néo
mostrados) e ao fato do teste de tetrazdlio néo
detectar a presenca de patdgenos, que podem causar
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um declinio no teste de germinacdo (SENEEWONG
eta., 1991).

O teste de tetrazdlio, tanto a 0,07 como a
0,1%, possibilitou diferenciar os lotes Lins 98 e
Lavras 86, como o de melhor e pior qualidade,
respectivamente, correspondendo aos resultados
obtidos pelos demais testes, exceto paraaprimeira
contagem do teste de germinacéo (Tabela 2). Para
o lote Lavras 98, os resultados do teste de tetrazdlio
superestimaram os resultados obtidos nos demais
testes. Segundo Marcos Filho (1994), dentre os
critérios para avaliar a confiabilidade de um
determinado teste para avaliacdo da qualidade de
diferentes lotes, a correlacdo dos resultados desse
teste com os resultados de emergéncia em campo é
um dos parametros mais adotados. Por outro lado,
deve-se ter em mente que a emergéncia em campo
e 0s testes diretos de avaliagdo da qualidade das
sementes sdo afetados por fatores muitas vezes ndo
observados durante a conducdo de testes indiretos,
como o tetrazolio, de modo que os resultados
precisam ser interpretados com a devida cautela
Como citado anteriormente, foi detectada a presenca
de microrganismos no lote Lavras 98, 0 que pode
ter causado a baixa germinacdo e emergéncia do
lote.

Tabela 1 - Resultados dos testes de tetrazdlio e germinagéo em sementes de Peltophorum dubium (TZ0,07 = 0,07% da
solucéo de tetrazdlio, TZ0,1 = 0,1% da solucéo de tetrazdlio, TZ0,3 = 0,3% da solugdo de tetrazdlio e TG = teste de

germinacdo).

Table 1 — Results of tetrazolium test and germination test in Peltophorum dubium seeds. (TZ0,07 = 0,07% tetrazolium
solution, TZ0,1 = 0,1% tetrazolium solution, TZ0,3 = 0,3% tetrazolium solution and TG = germination test).

LOTES
TESTES LINS98 LAVRAS 98 LAVRAS 86
TZ 0,07 98 A 98 A 70A
TZ0,1 9 A 98 A 74 A
TZ20,3 85B 100 A 7S A
TG 97 A 73B 64 A

M édias seguidas pela mesma letra maiUiscula nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Resultados dos testes de tetrazdlio (TZ0,07 = solugdo de 0,07%, TZ0,1 = solugdo de 0,1% e TZ0,3 = solugdo
de 0,3%), germinacdo (TG), emergénciaem viveiro (TE); primeira contagem do teste de germinacdo (PC) e indice de
velocidade de germinagdo (1VG) em sementes de Peltophorum dubium.

Table 2 — Results of tetrazoliumtest (TZ0,07 = 0,07% solution, TZ0,1 = 0,1% solution and TZ0,3 = 0,3% solution),
germination test (TG), emergency (TE), first count (PC) and speed germination (1VG) in Peltophorum dubium seeds.

LOTES
TESTES LINS 98 LAVRAS 98 LAVRAS 86
TZ 0,07 98 A 98 A 70B
TZ0,1 99 A 98 A 74B
TZ20,3 85B 100 A 75C
TG 97 A 73B 64 B
TE 78 A 52B 47B
PC 47 A 22B 43 A
IVG 6.46 A 340B 3.33B

M édias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Quanto a coloracdo aobtida nos embrides das
sementes nas diferentes concentracfes estudadas,
para os embrides dos lotes Lavras 98 e Lins 98,
obteve-se uma coloragdo résea nos tecidos vigorosos
guando foi utilizada a concentracdo de 0,07% da
solucdo de tetrazdlio; enquanto que, para os embrides
das sementes do lote Lavras 86 foi observada uma
coloracéo amarelada. Os tecidos vivos dos embrifes
do lote Lavras 98 coloriram-se intensamente quando
imersos na concentragcdo de 0,3%, o que ndo foi
observado para os embrides dos demais lotes. Isto
comprova que a utilizagdo de lotes de diferentes
qualidades fisiol6gica, para o estudo da metodologia
de um teste, é de fundamental importancia devido as
diferentes respostas encontradas em cada lote para
um mesmo tratamento. Desta forma, a concentracdo
de 0,1% da solucéo de tetrazdlio permitiu uma
coloragédo mais nitida dos embrides quando
comparada as demais concentragdes, o que facilitou
aandlise visua daviabilidade.

Segundo Krzyzanowski et a. (1999), a escolha
de metodologia adequada para o emprego do teste
de tetrazélio deve se basear na facilidade para a
diferenciac8o de tecidos viaveis e inviaveis e na
capacidade de diferenciar lotes de qualidade
fisiologica distintas. Desta maneira, o teste de
tetrazdlio utilizando a concentragéo de 0,1% pode ser
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usado como um complemento ao teste de germinacéo
em sementes de canafistula.

A concentracdo de 0,1% foi utilizada para
varias espécies florestais, porém com diferentes
tempos e temperaturas de incubacdo, como sementes
de Dipteryx alata (MALAVASI et al., 1996),
Kielmeyera coriacea (DAVIDE et al., 1997) e
Platycyamus regnellii (DAVIDE et al., 1995) que
permaneceram na solucdo de tetrazdlio a 35°C por 5
horas, 10 horas e 150 minutos, respectivamente.

4 CONCLUSOES

O método utilizando escarificagdo manual e
posterior embebicdo em &gua por 14 horas a 25°C
apresenta eficiéncia no pré-condicionamento de
sementes de canafistula.

A concentracado 0,1% da solucdo de tetrazdlio
por 150 minutos a 25°C permite avaliar a qualidade
de lotes de sementes dessa espécie.
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