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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia de diferentes métodos de pré-
condicionamento e concentracées da solucdo de tetrazélio na avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes de Labe Labe. As sementes passaram pelo
processo de envelhecimento acelerado para compor os lotes de 0, 24, 48 e 96
horas, e foram submetidas aos métodos de pré-condicionamento: a) escarificacao
manual com lixa e imersdao em agua a 25°C por 24 horas; b) imersdo em agua a
95°C e manutengdo das sementes na mesma agua por 24 horas, fora do
aquecimento. Apos o pré-condicionamento, o tegumento foi retirado e as sementes
imersas em solugéo de tetrazélio a 0,25; 0,5 e 1,0% por 150 minutos a 25°C. Para
comparacao dos resultados obtidos no teste de tetrazolio, foram realizados os testes
de germinacgao, primeira contagem e indice de velocidade de germinacao. O pré-
condicionamento das sementes com imersdo em agua a 95°C e manutengdo das
sementes na mesma agua por 24h a 25°C parece ser o mais indicado para
sementes de Labe Labe, e a imersdao em solucao de tetrazdélio a 0,5% por 150
minutos a 25°C mostrou-se eficaz na avaliacdo da qualidade fisiolégica das

sementes desta espécie.
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ABSTRACT

This study aimed to verify the efficiency of different methods of pre-conditioning and
concentrations of tetrazolium solution in the evaluation of seed physiological quality
Dolichos lablab. The seeds have gone through the process of accelerated aging to
make batches of 0, 24, 48 and 96 hours, they were subjected to methods of
preconditioning: a) scarification with sandpaper, immersion in water at 25°C for 24
hours; b) immersion in water at 95°C and keeping the seeds in the same water for 24
hours away from heat. After preconditioning, the seed coat was removed and the
seeds soaked in tetrazolium solution at 0,25; 0,5 and 1,0% for 150 minutes at 25°C.
To compare the results obtained in the tetrazolium test, were performed germination,
first count and speed of germination index. The preconditioning of the seeds with
water immersion at 95°C and keeping the seeds in the same water for 24h at 25°C
appears to be the most suitable for seed Lab Lab, and immersion in a solution of
tetrazolium 0,5% for 150 minutes at 25°C proved effective in evaluating the

physiological quality of seeds of this species.
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1. INTRODUCAO

Labe Labe (Dolichos lablab) pertence a familia Fabaceae (Leguminosa) e
acredita-se que seja originaria da India, Sudeste Asiatico ou Africa. Atualmente tem
sido cultivada e distribuida nos tropicos e subtropicos (AGANGA e TSHWENYANE,
2003). E muito popular na india, sudeste da Asia, Egito e no Suddo (EVANS, 2002),
no Brasil é utilizada principalmente para adubacao verde, podendo também ser
empregada na alimentacao animal.

O seu plantio é feito através de sementes, assim é importante que se conheca
o potencial de armazenamento do lote de sementes, pois a comercializagdo destes
baseia-se, principalmente, no valor cultural dos mesmos. Dos parametros de
qualidade utilizados para determinacdo do valor cultural de lotes de sementes,
somente a porcentagem de germinacao pode sofrer alteracdées durante o periodo de
armazenamento, diminuindo significativamente o valor cultural do lote de sementes
(USBERTI, 1982).

O desenvolvimento de testes rapidos visando a determinacédo da qualidade
fisiolégica de sementes tem sido um dos principais objetivos dos tecnologistas de
sementes ha varios anos, principalmente por permitir a tomada de decisao rapida
nos programas de controle de qualidade. Dentre esses testes, destaca-se o teste de
tetrazélio por possibilitar a avaliacdo do potencial fisiolégico das sementes com
rapidez e eficiéncia quando executado criteriosamente (CERVI e MENDONGCA,
2009).

O teste de tetrazdlio reflete a atividade das enzimas desidrogenases,
envolvidas no processo de respiragdo. Pela hidrogenacao do 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazélio é produzida nas células vivas uma substancia vermelha, estavel e nao
difusivel, o trifenil formazan. Isto torna possivel distinguir as partes vivas, coloridas
de vermelho, daquelas mortas que mantém sua cor (DELOUCHE et al., 1976).
Segundo Oliveira et al. (2005), para a realizagdo do teste, sdo indicados
procedimentos, chamados de pré-condicionamento, como corte, escarificagdo e
embebigdo em agua. Além do pré-condicionamento, € fundamental a utilizagao de
concentracdo da solucao de tetrazdlio, tempo e temperatura de condicionamento e

avaliacdo correta da coloragao.



Assim este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes
métodos de pré-condicionamento e concentracbes da solucao de tetrazdlio na

avaliagdo da qualidade fisiolégica de lotes de sementes de Labe Labe.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. LABE LABE

Segundo Aganga e Tshwenyane (2003) o primeiro plantio de Labe Labe
ocorreu em 1819, quando sementes desta espécie oriundas do Egito foram
plantadas no Jardim Botanico de Sydney, Nova Gales do Sul. Entretanto sé apos o
lancamento do cultivar “Rongai” em 1962, tornou-se amplamente utilizada como
forragem na Austrdlia. Desta forma, o Labe Labe tem sido amplamente distribuido
para muitos paises tropicais e subtropicais, onde tornou-se naturalizado (AGANGA e
TSHWENYANE, 2003).

Segundo Evans (2002) o Labe Labe possui habito de crescimento voluvel,
além de ser ereto, anual ou perene de curta duracao, crescendo até um metro de
altura, com longas raizes e flores roxas ou brancas. A germinag&o ocorre geralmente
dentro de cinco dias apds o semeio (AGANGA e TSHWENYANE, 2003).

O Labe Labe pode ser utilizado na alimentacdo animal tanto para pastejo
quanto na forma de silagem. E a principal cultura forrageira no Kenia, Zimbabue e
Sudao. Tem sido também conhecida por seu uso como adubo verde, a adicdo de
matéria organica, bem como nitrogénio e minerais no solo (AGANGA e
TSHWENYANE, 20083).

2.2. QUALIDADE DE SEMENTES

Segundo Alves e Sa (2010) a qualidade da semente utilizada no processo de
producéo agricola € um dos principais fatores a ser considerado para a implantacao
da cultura e ha consenso entre os pesquisadores, tecnologistas e produtores de
sementes sobre a importancia do vigor das sementes e da necessidade de avalia-lo.
Alguns resultados de pesquisa apontam que a baixa qualidade fisiologica de
sementes pode resultar em reducgdes na velocidade de emergéncia e emergéncia
total, desuniformidade de emergéncia, menor tamanho inicial de plantulas, produgéo
de matéria seca e na area foliar (HOFS et al., 2004, KOLCHINSKI et al., 2006).

Existem diferentes testes para andlise da qualidade de sementes, o teste de

germinacao é um deles, e é o mais utilizado, entretanto ndo proporciona resultados



rapidos. Desta forma, é cada vez maior a busca por testes rapidos, sendo o teste de
tetrazdlio um dos mais utilizados recentemente (OLIVEIRA et al., 2005; NOVEMBRE
et al.,, 2006; FERREIRA et al., 2007; DIAS e ALVES, 2008; SOUZA et al., 2009;
LAMARCA et al, 2009; DEMINICIS et al., 2009; COSTA e SANTOS, 2010).

2.2.1 Teste de Germinacao

O Teste de germinagao tem como objetivo determinar o potencial maximo de
germinacdo de um lote de sementes, o qual pode ser usado para comparar a
qualidade de diferentes lotes e também estimar o valor para semeadura em campo.
Recomenda-se a utilizagcdo como substrato: papel, areia ou dgua. Os equipamentos
necessarios sao germinadores e contadores de sementes (BRASIL, 2009).

A germinacao é afetada por fatores internos e externos; os internos sdo os
intrinsecos da semente, como longevidade e viabilidade; j& os fatores externos
dizem respeito as condigbes ambientais, como umidade e temperatura (OLIVEIRA e
MEDEIROS FILHO, 2007).

Conhecer as condigdes que proporcionem germinagao rapida e uniforme das
sementes € extremamente Util para fins de semeadura. A germinacao rapida e o
desenvolvimento homogéneo de plantulas reduzem os cuidados por parte dos
viveiristas, uma vez que as mudas se desenvolverdao mais rapidamente, promovendo
um povoamento mais uniforme no campo, onde estardo expostas as condi¢des
adversas do ambiente (PACHECO et al., 2006).

2.2.2 Teste de Tetrazolio

O principal desafio das pesquisas sobre testes de vigor esta na identificagéo de
parametros relacionados a deterioracdo das sementes que precedem a perda da
capacidade germinativa. Dessa forma, torna-se importante o uso de testes que
possibilitem a deteccdo dos estagios iniciais da deterioracdo, relacionados ao
sistema de membranas, atividade enzimatica e redugdo dos mecanismos
energéticos. Dentro deste contexto, destaca-se o teste de tetrazdlio (LAMARCA et
al., 2009).



De acordo com a Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), o Teste
de Tetrazoélio tem como objetivo determinar rapidamente a viabilidade de sementes,
particularmente, daquelas que apresentam dorméncia, das espécies recalcitrantes e
as que germinam lentamente em testes de rotina e determinar a viabilidade das
sementes em amostras ou individualmente, quando no final do teste de germinagao
ocorrer uma alta porcentagem de sementes nao germinadas.

O teste de tetrazdlio consiste em um método rapido para avaliar a viabilidade e
o vigor de sementes, baseando-se na atividade de enzimas do grupo das
desidrogenases, presentes nos tecidos vivos. Neste teste, as sementes
permanecem em contato com uma solugéo incolor de cloreto de tetrazdlio (2,3,5
trifenil cloreto de tetrazdlio), que é absorvida pelos tecidos da semente. Nos tecidos
vivos que apresentam atividades respiratoria e metabdlica normais, as enzimas do
grupo das desidrogenases liberam ions hidrogénio (H+) com os quais o sal 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazdlio reage, formando um composto insoluvel e estavel, de
coloragao avermelhada, denominado trifenilformazan (DELOUCHE et al., 1976).

A intensidade e localizacdo das partes coloridas e descoloridas sao utilizadas
para a interpretacao do teste. As sementes viaveis tendem a absorver a solugdo de
tetrazélio lentamente, desenvolvendo coloracdo mais suave do que sementes
deterioradas, que adquirem coloracado vermelho forte. Os tecidos mortos, nos quais
nao ha atividade dessas enzimas, sao caracterizados pela coloracao branca, verde
ou amarelados e textura flacida (FRANCA NETO, 1999).

Diversos fatores podem interferir na obtengcdo de resultados satisfatorios no
teste de tetrazdlio, principalmente aqueles relacionados a metodologia de execucéo
como preparo das sementes antes da coloragcdo, concentragdo da solugcdo de
tetrazélio, periodo e temperatura de exposi¢éo a solugao e critérios de interpretagéao
(OLIVEIRA et al., 2009).

O inicio do preparo da semente para o teste de tetrazolio é a hidratagdo dos
tecidos. A hidratagdo da semente facilita o preparo da semente e a absorcado da
solugdo de tetrazdlio e ativa o sistema enzimatico. A absor¢cdo de agua deve ser
lenta para evitar trincas nas sementes ou a lixiviagdo de substancias sollveis,
principalmente, em sementes deterioradas (CHAMMA e NOVEMBRE, 2007).

O Teste de Tetrazdlio tem se mostrado eficiente na avaliagdo do vigor de
sementes de algumas espécies, tais como: canafistula (OLIVEIRA et al., 2005),
cunhad (DEMINICIS et al., 2009), pau-brasil (LAMARCA et al., 2009), corezeiro



(MENDES et al., 2009), triticale (SOUZA et al., 2010) e leucena (COSTA e SANTOS,
2010).



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, no periodo
de Janeiro a Margo de 2011. Foram utilizadas sementes comerciais de Labe labe da
cultivar Rongai (Dolichos lablab) produzidas no ano de 2009. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x3
(2 pré-condicionamentos e 3 concentragdes) com 4 repeticoes de 25 sementes.

Para o Teste de Tetrazolio foram utilizados 4 lotes de sementes e para a
confeccao destes lotes, as sementes adquiridas comercialmente da safra de 2009,
foram acondicionadas sobre tela metalica acoplada em caixa plastica do tipo gerbox
contendo ao fundo 40 ml de agua e submetidas a 0, 24, 48 e 96h de envelhecimento
acelerado, em estufa de ventilagdo forcada a 45°C (SANTOS e PAULA, 2007). O
experimento foi composto por dois pré-condicionamentos: a) as sementes foram
lixadas até a pequena exposicdo dos cotilédones, usando lixa d’agua n° 100,
compreendendo assim a escarificagdo, e posteriormente imersas em 25 ml de agua
por 24 horas, a 25°C; b) as sementes intactas foram imersas em 25 ml de agua a
temperatura de 95°C e deixadas por 24 horas em repouso na mesma agua, fora do
aquecimento.

Decorrido o tempo de repouso, 0s tegumentos das sementes foram
cuidadosamente retirados com Lamina bisturi e as sementes foram colocadas em
copos plasticos, sendo totalmente submersas em solugdo de tetrazdlio (pH 6,5) nas
concentracdes de 0,25; 0,5 e 1%, mantidas no escuro a temperatura de 25°C por
150 minutos.

Apés o desenvolvimento da coloragdo, as sementes foram retiradas da
imersdo e os cotilédones separados no sentido longitudinal ao centro,
compreendendo os cotilédones e o eixo embrionario. As duas metades foram
individualmente examinadas e, de acordo com a extensdo, intensidade dos tons
avermelhados, presenca de areas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e
localizacao destas coloracbes em relacdo as areas essenciais ao crescimento, as
sementes foram individualmente colocadas em categorias de viaveis e inviaveis, de

acordo com padrdes publicados por ISTA (1993), Figura 1.



O teste de germinacao foi conduzido entre papel, com duracao de 14 dias, em
germinadora do tipo BOD a 27°C com fotoperiodo de 18 horas, utilizando quatro

repeticoes de 25 sementes, adaptado de Brasil (2009).

1-Todas as estruturas do embrido intactas e
coloracao superficial e uniforme indicando lenta
penetracao da solucao de tetrazolio (Viavel).

2-Sementes com pequenos danos superficiais na
face externa dos cotilédones. A face interna dos
cotilédones e 0 eixo embrionério ndo apresentam
sinais de danos (Viavel).

3-Sementes com pequenas fraturas nos
cotilédones, areas brancas ou vermelho carmim
na face externa e interna dos cotilédones e eixo
embriondrio intacto (Viavel).

4-Os danos sao caracterizados por fraturas ou
estrias visiveis na superficie interna dos
cotilédones. Apresentam é4reas vermelhas-
carmim forte, ou branco leitoso. Os danos podem
afetar o eixo embrionario (Inviavel).

5-Os danos sdo mais severos, como fraturas nos
cotilédones ou no eixo embriondrio, porém mais
da metade dos cotilédones permanecem viaveis
(Inviavel).

6-Regido dos cotilédones com coloragéo
vermelho-intenso ou descolorida, afetando o
eixo-embrionario (Inviavel).

7-Tecidos coloragdo original ou branco-leitoso,
textura flacida (Inviavel).

Figura 1. Categorias de sementes de Dolichos lablab submetidas ao teste
de tetrazoélio (ISTA, 1993).

O indice de velocidade de germinagdo foi calculado conforme férmula
adaptada daquela proposta por Maguire (1962): IVG=(G1/D1)+(G2/D2)+(Gn/Dn), em

que: G=numero de plantas germinadas, na primeira, segunda, ..., Ultima contagem e



D= numero de dias da semeadura a primeira, segunda, ..., Ultima contagem. Os
valores da primeira contagem foram obtidos no 3° dia ap6s a montagem do teste de
germinacdo. Os dados obtidos nos testes de tetrazdlio, germinacdo, primeira
contagem, indice de velocidade de germinacdo foram transformados em arcsen
\x/100 e submetidos & anélise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% (FERREIRA, 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que
nao houve diferenca significativa entre os testes de germinacéao e tetrazélio para o
lote de 24 horas de envelhecimento, enquanto, para os lotes de 0 e 48 horas de
envelhecimento em todas as concentracbes a germinacdo foi subestimada,
provavelmente devido ao fato de que em métodos indiretos de avaliagdo nem
sempre é possivel identificar por quais fatores o teste esta sendo afetado.

Tabela 1. Resultados dos testes de tetrazdlio e germinacdo (TG), Primeira
contagem do teste de germinacdo (12C) e indice de velocidade de
germinacao (IVG) em sementes de Dolichos lablab (TZ 0,25 = 0,25%
da solugao de tetrazolio, TZ 0,5 = 0,5% da solucao de tetrazdlio e TZ
1,0 = 1% da solugéo de tetrazolio).

Lotes
96

Testes 0 horas 24 horas 48 horas  horas CV%
TZ20,25 69,63Ba 72,34 Aa 30,04 Bb 0,00 Ac 25,20
TZ20,5 78,69 Aa 64,08 Aa 33,28 ABb 0,00 Ac 23,82
T21,0 39,40Cb 64,91 Aa 56,69 ABb 0,00 Ac 22,20
TG 88,00 Aa 72,00 Ab 58,00 ABb 0,00 Ac 12,89
18C 74,00Ba 61,61 Aa 38,00 Ab 0,00 Ac 20,81
IVG 5,18 a 4,28 a 3,08 b 0,00c 14,96

CV% 8,44 17,17 31,45 0,00

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas colunas e mindsculas nas linhas nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Teste de tetrazdlio utilizando concentragdes de 0,5 e 1,0% possibilitaram
diferenciar os lotes 24 horas e 48 horas, desta forma, os resultados do presente
estudo corroboram com os resultados obtidos por Fernandes et al. (2007), na qual
os autores verificaram que a imersdo em agua por 24 horas, seguida da retirada do
tegumento e posterior embebicdo em solucao de tetrazélio a uma concentracdo de
0,5% por quatro horas permite a melhor visualizacdo da coloracdo dos tecidos de

sementes de coquinho-azedo (Butia capitata).
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Mendes et al. (2009) verificaram que o teste de tetrazdlio na concentracdo de
0,5% pode ser utilizado para avaliar a viabilidade das sementes de corezeiro (Parkia
velutina), como complemento ao teste de germinacao. Pinto et al. (2009) avaliando
sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas), verificaram que hidratacdo das
sementes entre papel até que as mesmas atinjam 30% de agua, seguida pela
remocao do tegumento e a coloracao do embrido em solugdo 0,5% de tetrazdlio,
durante 120 minutos, no escuro, a 40°C é o procedimento mais indicado para
realizacao do teste de tetrazdlio para a referida espécie.

Oliveira et al. (2005) avaliando sementes de canafistula (Peltophorum
dubium), verificaram que a escarificagdo manual e posterior embebi¢cdo em agua por
14 horas a 25°C, e concentragdo 0,1% da solugédo de tetrazolio por 150 minutos a
25°C permite avaliar a qualidade de lotes de sementes dessa espécie. Ferreira et al.
(2007) avaliando sementes de guapuruvu (Schizolobium parahyba), verificaram que
a concentragdo 0,05% da solugdo de tetrazdlio permite avaliar, com eficacia, a
qualidade dos lotes de sementes desta espécie.

Deminicis et al. (2009) avaliando sementes de cunha (Clitorea ternatea),
verificaram que escarificagdo manual utilizando lixa e posterior embebicdo em agua
por 14 horas, a 25°C, e concentracao de 0,3% da solucao de tetrazolio por 2 horas e
30 minutos, a 25°C, permite avaliar com clareza a viabilidade de sementes desta
espécie. Costa e Santos (2010), recomenda para a realizacao do teste de tetrazoélio
em sementes de leucena (Leucaena leucocephala), apés o pré-condicionamento,
por 18 horas a 25°C, realizar o corte lateral das sementes, seguido da imersdo em
agua, a 30°C, por uma hora, e posterior remoc¢ao do tegumento e para a coloracéo,
devendo utilizar solugéo de tetrazélio a 0,15%, por duas horas, a 35 °C.

No pré-condicionamento com escarificagdo manual com lixa d’agua n°100 e
posterior embebigcdo em agua a 25° C, ocorreu uma grande absorgdo de agua pelas
sementes, 0 que provocou a separacao dos cotilédones, que permaneceram unidos
apenas pelo embrido. Dessa forma, o preparo das sementes para interpretagédo do
teste de tetrazdlio, foi mais intricado devido ao rompimento do embrido de algumas
sementes.

Segundo Copeland et al. (1959), o pré-condicionamento antes da coloragao
constitui uma das etapas criticas do teste, sendo que a absorcao lenta de agua, em
temperatura controlada, € extremamente desejavel e necessaria para prevenir

fraturas de partes do embrido e estimular a atividade enzimatica, que é um dos pré-



12

requisitos do processo respiratorio. No presente estudo, provavelmente, a absorgcao
mais lenta de agua ocorreu quando as sementes foram submetidas ao pré-
condicionamento com embebicdo em agua a 95°C, o que facilitou a manipulacao das
sementes e interpretacdo do teste. No entanto, ndo houve diferenca significativa
entre os dois métodos de pré-condicionamento (P>0,05), sendo desta forma
verificado que o tratamento com embebigcdo em agua a 95°C por ser de mais facil
execugao apresenta menor perda. Baskin e Baskin (1996) observaram que o
tratamento com agua quente foi eficiente como pré-condicionamento de sementes

de Senna marilandica e Senna obtusifolia para o teste de tetrazodlio.
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5. CONCLUSAO

O pré-condicionamento com embebicdo em agua a 95°C e a realizagdo do
teste de tetrazodlio utilizando a concentracdo de 0,5% da solugao de tetrazolio por
150 minutos a 25°C, € o método mais eficiente para avaliar a qualidade de lotes de
sementes de Dolichos lablab.
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