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RESUMO

A andlise da viabilidade de sementes é efetuada tradicionalmente pelo teste de
germinacdo, no entanto este pode nao avaliar a qualidade real de um lote,
principalmente quando estas apresentam algum tipo de dorméncia, sendo assim, 0s
testes indiretos de viabilidade, como o tetrazélio, podem ser utilizados pela sua
eficiéncia e rapidez. O objetivo deste estudo foi averiguar a potencialidade de uso do
teste de tetrazolio para andlise da viabilidade de sementes de Cassia leptophylla.
Este trabalho foi constituido de diferentes tratamentos avaliando-se a concentragao
de sal de tetrazélio em diferentes periodos de exposigcdo. Com concentracdes de
0,2, 0,5, 1 e 1,5% , em 60, 120 e 180 minutos. As sementes avaliadas foram
separadas em categorias de viabilidade, de acordo com os diferentes padrdoes de
coloracdo que variaram do vermelho intenso até o branco. Foram estabelecidos os
seguintes niveis de viabilidade com base na coloragdo: Viaveis: tecidos com mais de
50 % de coloracédo, sendo esta vermelha brilhante, uniforme ou résea vivo, tipicos de
tecido sadio. Invidveis, menos de 50 % dos tecidos coloridos, tecidos com coloragéo
branca, amarelada ou creme, caracteristicos de tecidos mortos; e tecidos com
coloragéo vermelho-escura intensa, indicativos de tecidos em deterioragéo. O teste
de terazdlio pode ser utilizado para avaliar a qualidade de sementes de C.
leptophylla, utilizando solu¢do com concentracao de 1,5% por 120 min.
PALAVRAS-CHAVE: Falso barbatiméo, germinacéo, vigor

TETRAZOLIUM TEST IN Cassia leptophylla SEEDS

ABSTRACT
The viability of seeds is traditionally performed by germination test, however this
cannot assess the true quality of a lot, especially when they have some kind of
dormancy, thus being the indirect viability tests as tetrazolium can be used for its
efficiency and speed. The aim of this study was to investigate the potential use of the
tetrazolium test to analyze the viability of seeds of Cassia leptophylla. This work
consisted of different treatments by assessing the concentration of tetrazolium salt in
different periods of exposure. At concentrations of: 0.2, 0.5, 1 and 1.5% in 60, 120
and 180 minutes. The seeds were evaluated in separate categories of viability,
according to the different staining patterns ranging from intense red to white.
Feasible: The following levels of viability based on staining tissues were established
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with more than 50% staining, and this bright, uniform red or pink, typical of healthy
tissue. Unviable, less than 50% of colorful fabrics, with white, cream or yellowish,
staining characteristic of dead tissues; and tissues with intense dark red color,
indicative of deteriorating tissues. The tetrazolium test can be used to assess seed
quality C. leptophylla using solution with a concentration of 1.5% for 120 min.
KEYWORDS: False barbatiméo, germination, vigor

INTRODUCAO

Popularmente conhecida como falso barbatimdo (Cassia leptophylla Vogel)
pertence a familia Fabaceae e sua ocorréncia se estende de Sdo Paulo até o Rio
Grande do Sul, dentro do Bioma da Mata Atlantica. Na regido Sul, a espécie &
amplamente utilizada na ornamentagao de ruas e parques, e como madeira serrada
em obras leves e na recuperacdo de areas degradadas, em virtude de sua
rusticidade (CARVALHO, 2006).

As sementes de falso barbatimdo apresentam tegumento impermeavel,
necessitando de alguma técnica de superagédo de dorméncia, sendo que sem esses
tratamentos a germinacédo limita-se a 8% no maximo (CARVALHO, 2006). Segundo
a Instrucdo Normativa N° 44/2010 (BRASIL, 2010) o método indicado para quebra
de dorméncia do falso barbatim&o € despontar o tegumento com cortador "tipo de
unha", na lateral no tergco superior da semente, com corte pequeno e profundo, com
teste de germinacdo em rolo de papel por 14 dias.

A analise da viabilidade de sementes é realizada tradicionalmente pelo teste de
germinacdo. Este fornece o valor maximo da porcentagem de viabilidade das
sementes, sob condicdes controladas de temperatura e umidade relativa do ar
(BRASIL, 2009). No entanto o teste pode apresentar desvantagens quando se
trabalha com sementes dormentes, pois estas necessitam de quebra de dorméncia,
assim, o teste pode ser demorado, e superestimar o potencial germinativo das
sementes. Pois estas sdo expostas a condicdes 6timas para germinacéo, o que nao
ocorre naturalmente em condicdes reais de semeadura, além da alta incidéncia de
patdogenos que podem alterar o resultado da viabilidade das sementes (MARCOS
FILHO, 2005).

Como alternativa ao teste de germinacdo, testes que avaliam a qualidade
fisiologica de sementes podem ser utilizados. Estes testes sdo eficientes e rapidos,
pois eliminam o periodo necessario para a superacédo da dorméncia, e os resultados
nao sao influenciados por ataque de micro-organismos. DEMINICIS et al. (2009)
destacam ainda que a utilizacdo de testes rapidos em programas de controle de
qualidade de sementes merecem atencdo dos tecnologistas, produtores e
pesquisadores buscando melhorar a eficiéncia na avalicdo da qualidade fisiologica
de sementes.

Dentre os testes de viabilidade de sementes considerados rapidos, o mais
utilizado € o de Tetrazolio definido como uma avaliagdo bioquimica, baseada na
atividade das enzimas desidrogenases que catalisam as reacdes respiratorias,
presentes nas mitocéndrias, localizadas no interior das células vegetais. Assim na
respiracdo celular, ha liberacdo de ions hidrogénio, que reagem com o sal de
Tetrazdlio (incolor e difusivel), formando uma substancia de cor vermelha e
insolavel, denominada formazam, delimitando os tecidos vivos da semente
(FRANCA NETO et al., 1998; OLIVEIRA, 2012).

Para a maioria das espécies florestais ainda ndo ha padronizacdo na
metodologia para a realizagdo do teste de Tetrazolio. Assim o objetivo foi averiguar a
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potencialidade de uso do teste de Tetrazdlio para avaliacdo da viabilidade de
sementes de C. leptophylla.

MATERIAL E METODOS

As sementes de falso barbatim&o (Cassia leptophylla) utilizadas neste estudo
foram provenientes de matrizes, localizadas na area urbana do municipio de
Xanxeré, SC. ApoOs a coleta dos frutos, estes foram abertos com auxilio de martelo
para retirada das sementes, sendo estas coletadas entre maio e junho de 2013, e
permaneceram armazenadas em saco de papel em refrigerador em temperatura de
cinco graus célsius, até a realizacao dos testes.

Para a determinacédo do teor de agua seguiu-se a metodologia recomendada
na RAS (Regra Brasileira para analise de Sementes) (BRASIL, 2009) onde foram
utilizadas quatro repeticées de 25 sementes, sendo que estas depois de pesadas,
foram levadas a estufa sob temperatura de 105 £ 3 °C, durante 24 h. Os resultados
foram expressos em porcentagem com base na férmula: U%= (Pi — Pf)/ (Pi—T) X
100. Onde: Grau de umidade (U %), Peso inicial das sementes (Pi), Peso final das
sementes (Pf), Peso do recipiente (tara) (T).

O teste de germinacdo foi realizado em caixas plasticas do tipo gerbox,
utilizando-se como substrato papel filtro umedecido. Os testes foram conduzidos em
sala de germinacdo com temperatura de 25° e fotoperiodo de 12 h, com avaliacdo
da germinacdo aos sete e 14 dias. Procedeu-se o teste de germinacdo para
sementes escarificadas e ndo escarificadas. A escarificagao foi realizada segundo
recomendacao da Instrucdo Normativa N° 44/2010 da RAS (BRASIL, 2010) onde o
método indicado para quebra de dorméncia do falso barbatimdo é despontar o
tegumento com cortador "tipo de unha", na lateral no terco superior da semente, com
corte pequeno e profundo.

Para realizacdo do teste de Tetrazolio, efetuou-se um pequeno corte na lateral
do terco superior da semente, e estas ficaram imersas em agua destilada por 24 h, a
uma temperatura de 30°C, em camera BOD, como pré-acondicionamento, para
facilitar a abertura posterior da semente. Apds o periodo de imersdo as sementes
foram seccionadas longitudinalmente e colocadas em imersdao em Becker, com
auséncia de luz, a 30 °C, em diferentes concentracdes de sal de Tetrazolio (agua
destilada + sal) em diferentes tempos de contato, constituindo assim, os tratamentos
avaliados, descritos a sequir:

T1 =0,2% de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 60 min;
T2= 0,2 % de concentracao de sal de Tetrazolio por 120 min;
T3= 0,2 % de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 180 min;
T4 = 0,5 % de concentracéo de sal de Tetrazolio por 60 min;
T5= 0,5 % de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 120 min;
T6= 0,5 % de concentracao de sal de Tetrazolio por 180 min;
T7 =1 % de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 60 min;
T8=1 % de concentracao de sal de Tetrazolio por 120 min;
T9= 1 % de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 180 min;
T10 = 1,5 % de concentracao de sal de Tetrazolio por 60 min;
T11= 1,5 % de concentragdo de sal de Tetrazdlio por 120 min;
T12=1,5 % de concentracao de sal de Tetrazolio por 180 min.

ApOs os respectivos periodos de contato, as sementes foram lavadas em agua
corrente e avaliadas individualmente, de acordo com a extenséo, intensidade dos
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tons avermelhados, presenca de areas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e
localizacdo destas coloragdes em relacdo as areas essenciais ao crescimento. Os
embrides avaliados foram separados em categorias de viabilidade, de acordo com
os diferentes padrdes de coloracdo que variaram do vermelho intenso até o branco.
Foram estabelecidos os seguintes niveis de viabilidade com base na coloragéo:
Viaveis: tecidos com mais de 50 % de coloragdo, sendo esta cor vermelha brilhante,
uniforme ou rdsea vivo, tipicos de tecido sadio. Inviaveis, menos de 50 % dos
tecidos coloridos, tecidos com coloragdo branca, amarelada ou creme,
caracteristicos de tecidos mortos; e tecidos com coloracdo vermelho-escura intensa,
indicativos de tecidos em deterioracéo.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, e os
dados obtidos no Teste de Tetrazdlio, foram submetidos a analise de variancia, e
constatando-se significancia, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Duncan (p>0,05). Adicionalmente efetuou-se a analise de correlacdo linear
simples de Pearson para o teste de germinacgéao, e o teste de Tetrazolio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A umidade do lote de sementes analisado foi de 10,4% (Tabela 1). De acordo
com o estudo de WIELEWICK et al. (2006) para a espécie C. leptophylla, 0 méximo
de teor de agua observado em sementes armazenadas € de 11,8%, acima deste
valor, as sementes perdem consideravelmente seu poder germinativo.
Considerando-se este resultado, o lote avaliado neste trabalho encontrava-se dentro
do padrdo de umidade recomendado.

TABELA 1 - Atributos da qualidade fisioldgica de sementes de C. leptophylla

Umidade % Germinacéo (%) Germinacéao (%)
7 dias 14 dias

CE SE CE SE

10,4 40 2 70 10

CE= com escarificacdo; SE=sem escarificacdo

Quanto a germinacédo de C. leptophylla (Tabela 1) nota-se que a escarificacédo
influencia diretamente na germinacdo de sementes de falso barbatimdo seja aos
sete, ou na avaliacao final aos 14 dias. Segundo CARVALHO (2006) a germinagéo
desta espécie limita-se em torno de 8% quando ndo efetuado nenhum tipo de
método de escarificagdo e quando adotado algum método para quebra de
dorméncia tegumentar o poder germinativo varia de 50 a 97%. Espécies da familia
Fabaceae geralmente necessitam de quebra de dorméncia a fim de facilitar a
germinacao, sendo a escarificacdo mecanica muito eficiente como constataram
BEZERRA et al. (2012) em sementes de Cassia grandis. Assim, o0s resultados deste
estudo confirmam estas informacdes, onde sementes sem escarificacdo
apresentaram germinacdo de 10% e com escarificagao 70 %.

A viablidade das sementes de C. leptophylla nos diferentes tratamentos com
Tetrazolio, encontra-se na Tabela 2. A medida que se aumentou a concentragéo de
sal de Tetrazdlio e tempo de contato foram obtidos maiores valores de sementes
viadveis, e a partir do T10, o tempo de embebicdo ndo apresentou diferencas (Tabela
2).
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TABELA 2 - Porcentagem de sementes viaveis (SV) de
C. leptophylla avaliadas pelo teste de
Tetrazolio (TZ)

Tratamento SV (%)
T1-0,2% TZ-60 m 5¢
T2-0,2% TZ-120 m 12 c
T3-0,2% TZ-180 m 15 ¢
T4-0,5%TZ-60m 40 b
T5-0,5% TZ - 120 m 44 b
T6-0,5% TZ - 180 m 44 b
T7-1%TZ-60m 44 b
T8-1%TZ-120m 52 ab
T9-1% TZ-180 m 53 ab
T10-15%TZ-60 m 66 a
T11-1,5% TZ-120m 69 a
T12-15% TZ-180m 72 a

" Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nao diferem
estatisticamente entre si, pelo de Duncan (p < 0,05).

Comparando-se os dados das Tabelas 1 e 2 nota-se que os tratamentos 10, 11
e 12 sdo os que apresentam resultados similares a germinacéo final de sementes
escarificadas que foi de 70%. Segundo FERREIRA et al. (2004) para validacao do
teste de Tetrazolio os resultados destes e do teste de germinacdo devem ser
semelhantes, com margem de 5% de diferenca entre eles. Assim, os tratamentos
10,11 e 12 podem ser considerados confiaveis para avaliacdo da viabilidade de
sementes de falso barbatiméao.

Os resultados deste estudo diferem das recomendacfes para as espécies em
geral, definidas nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), que definem
concentragcdes de 0,5 até 1,0% da solucdo de Tetrazdlio. FERREIRA et al. (2004),
avaliando sementes de Senna multijuga (Rich.) Irwin et Barn. e Senna macranthera
(Collad.), espécies da mesma familia e com sementes similares a C. leptophylla,
observaram que com a retirada do tegumentos e o endosperma, foi possivel avaliar
a viabilidade das sementes destas espécies em solucbes de Tetrazolio na
concentracdo de 0,075% e 35°C, permanecendo incubados por 5 horas para S.
multijuga e 7 horas para S. macranthera, em camara de germinacéo (B.O.D).

Nota-se que a concentracdo utilizada pelos autores foi 50% da utilizada neste
trabalho, no entanto o tempo para avaliacédo foi superior pela retirada do tegumento,
e tempo de imersdo, assim a concentracdo adotada neste estudo diminui
significativamente o tempo gasto para a avaliacdo. Ainda, avaliando a concentracéo
ideal de sal de Tetrazolio, GASPAR-OLIVEIRA et al. (2009) observaram que a
imersdo das sementes de mamoneira (Ricinus communis L.) em solucdo de
Tetrazdlio a 0,2% por 120 min, obteve os melhores resultados para analise da
viabilidade de sementes desta espécie, sendo o teste também indicado para avaliar
danos mecéanicos provenientes da colheita em sementes de mamoneira (FRANCA et
al., 2013).
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LAZAROTTO et al. (2011) observaram que a solucdo de Tetrazdlio a 0,5%, € a
indicada para sementes de paineira (Ceiba speciosa), no entanto num periodo de
quatro horas e ABBADE & TAKAKI (2014) concluiram que a solucéo de Tetrazélio a
0,05% em temperatura de 36 C durante 24 h é a ideal para avaliacdo de sementes
de Tabebuia roseoalba (Ridl.) (ipé-branco). GRUNENNVALDT et al. (2014) indicam
que para sementes de Cabralea canjerana (canjerana) a solucdo de Tetrazolio deve
apresentar concentracédo de 1% e tempo de exposicdo de duas horas.

Assim, o periodo, a temperatura e a concentracdo da solucédo de Tetrazdlio
variam de acordo com as caracteristicas de cada espécie e, devem ser
determinados a partir de estudos que comparem seus resultados com outros testes
que avaliam a viabilidade de sementes, como a germinacdo e a emergéncia de
plantulas.

A seguir na Tabela 3 encontram-se os resultados da correlacdo linear de
Person entre os tratamentos avaliados e o teste de germinacdo com sementes
escarificadas. Nota-se que houve correlacdo positiva entre o teste de germinacéo e
os tratamentos 10, 11 e 12. Sendo o T1l, o que apresentou valor superior de
correlacdo. Correlagcéo positiva e significativa entre teste de germinacao e o teste de
Tetrazolio também foram constatados por COSTA & SANTOS (2010), em sementes
de Leucena, GASPAR-OLIVEIRA et al. (2009) em sementes de mamoeira e
LAZAROTTO et al. (2011) para sementes de paineira (Ceiba speciosa).

TABELA 3 - Coeficientes de correlacao linear simples de Pearson (r) entre
os resultados do teste de tetrazélio (TZ) e teste de germinacao
(TG) para sementes de C. leptophylla

Tratamento TG14 dias
T1-0,2% TZ-60m 0.5025"™
T2-02% TZ-120m 0.3114"
T3-0,2% TZ-180 m 0.1575"™
T4-05%TZ-60m 0.5292"
T5-0,5% TZ-120m 0.3593"™
T6-05% TZ-180m 0.9847"°

T7-1%TZ-60m 0.6513"™
T8-1% TZ-120m 0,4187"
T9-1% TZ-180m 0,6385"
T10-15%TZ-60m 0.8646 *
T11-1.5% TZ-120m 0.9847*
T12-1,5% TZ-180 m 0.9231*

* Correlac&o significativa (p>0,05), ™ correlacio néo significativa

Dentre os critérios para avaliar a confiabilidade de testes de viabilidade de
sementes, MARCOS FILHO (1994) salienta que a correlacdo dos resultados destes
com os resultados de testes de germinacdo em condicbes controladas, e
emergéncia em campo sao alguns dos parametros geralmente utilizados. No entanto
destaca-se que a emergéncia em condicbes reais, como campo ou casa de
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vegetacao, é afetada por fatores muitas vezes ndo observados durante a conducéo
de testes indiretos, como o Tetrazoélio, como a incidéncia de patdgenos. Assim, 0S
resultados necessitam ser interpretados com cuidado.

Com a metodologia estabelecida, este teste possui caracteristicas
fundamentais atribuidas a um teste de exceléncia para viabilidade de sementes
como economia e rapidez (CORTE et al., 2010). Na Figura 1, apresenta-se a
classificacdo dos niveis de viabilidade estabelecidos no teste de Tetrazélio para
sementes de C. leptophylla.

FIGURA 1- Classificagdo dos niveis de
viabilidade pelo teste de tetrazdlio em
sementes de falso-barbatiméao

A, B e C= tecidos com coloracdo vermelha brilhante,
uniforme ou résea vivo, tipicos de tecido sadio (viavel);
D= mais que 50% dos tecidos ndo coloridos e tecidos
internos amolecidos, Inviavel; E= tecidos com
coloracdo branca, amarelada ou creme, caracteristicos
de tecidos mortos; F=tecidos com coloracéo vermelho-
escura intensa, indicativos de tecidos em deterioracéo.

De acordo com a coloracdo apresentada na seccdo interna das sementes
(Figura 1) que os padrdes de tonalidade variaram do branco-creme (semente morta)
ao vermelho-forte (semente inviavel), sendo que a tonalidade rdéseo-vermelha
caracterizou as sementes viaveis. Segundo FRANCA NETO et al. (1998) a coloracdo
nas sementes quando em contato com a solucao de Tetrazoélio é resultante da sua
reagdo com os ions de hidrogénio indicando a viabilidade dos tecidos, ocorrendo por
meio da deteccédo da respiracdo das células vegetais.

Para sementes em processo de deterioragédo ou danificadas mecanicamente, o
desenvolvimento da coloracdo é mais rapida, gerando tonalidade vermelha mais
intensa e profunda, enquanto as sementes vigorosas tém aspecto brilhante com
coloracdo résea a vermelha. Nos tecidos mortos, onde ndo ha atividade respiratoria,
as enzimas desidrogenases estéo inativas, ndo ocorrendo a reacdo com a solucao
de Tetrazdlio e, consequentemente, as sementes permanecem descoloridas
(FRANCA NETO et al., 1998).
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CONCLUSOES
O teste de terazdlio pode ser utilizado para avaliar a qualidade de sementes de
C. leptophylla. Sendo recomendado a utilizacdo de solucdo com concentracdo de
1,5% por 120 minutos, sendo estas pré acondicionadas em agua destilada por 24 h,
escarificadas, e seccionadas longitudinalmente.
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