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“Quando nao houver saida
Quando nao houver mais solucao
Ainda ha de haver saida
Nenhuma idéia vale uma vida...
Quando n&o houver esperanca
Quando nao restar nem ilusao
Ainda ha de haver esperanca

Em cada um de nés

Algo de uma criancga...”

Titas



DEDICATORIA

Dedico essa dissertacdo a minha avé Maria Anita (in memorian) que nao
terd a oportunidade de viver este momento. Ela que sempre esteve ao meu
lado, concordando ou nao com minhas decisdes, e pronta a me apoiar e
socorrer. Hoje ndo se faz mais presente, mas sinto o apoio espiritual que a

senhora me passa.Te amo vovo Anital



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus todo-poderoso pelo dom de vida que me concebeu e
por ter iluminado o0 meu caminho durante todos estes anos.

Aos meus pais, Jasson Rodrigues e Maria Odete do Rosario Rodrigues,
que mais do que me proporcionar uma vida académica, formaram os
fundamentos do meu carater. Obrigada por serem referéncia em minha vida e
estarem sempre presentes de uma forma indispensavel.

A minha madrinha Marluce Freitas Rodrigues, que sempre esteve ao
meu lado, nos momentos bons e dificeis durante toda minha vida, em especial
durante a vida académica, acreditando no meu potencial.

A minha irma& Marcely do Rosario Rodrigues que esteve ao meu lado
dando forgas e apoio.

Aos docentes do departamento de Zootecnia, em especial o Professor
Doutor Bruno Borges Deminicis por toda compreensdo, apoio, paciéncia,
incentivo, credibilidade e dedicacgao.

Aos membros D.Sc. Renata Vianna Lima, M.Sc. Tatiana Oliveira da Silva
e ao Prof. Dr. Henrique Duarte Vieira, componentes da banca examinadora,
pela avaliacao do trabalho, orientacao e sugestdes fornecidas.

Aos meus colegas e amigos pelo companheirismo, pelos momentos
agradaveis de convivio e por muito me ajudar durante a graduacao.

Agradeco a Universidade Federal do Espirito Santo, em especial ao
Centro de Ciéncias Agrarias por ser a casa onde um sonho se torna possivel.

Agradeco a todos que de uma forma ou de outra possibilitaram a
concluséo deste curso, a todos a minha sincera gratidao.

Muito Obrigada.



BIOGRAFIA

PATRICIA DO ROSARIO RODRIGUES, Filha de Jasson Rodrigues e Maria
Odete do Rosario Rodrigues, nasceu no dia 15 de abril de 1988, na cidade de
Vitéria- ES. Em 2005 concluiu o ensino médio na Escola Contec na cidade de
Vila Velha — Espirito Santo. No primeiro semestre de 2007 ingressou na
Universidade Federal do Espirito Santo, no curso de Zootecnia (CEDZOO), em
Alegre-ES. Em 2007 participou do 1¢ Ciclo de Estudos Direcionados a
Zootecnia, realizado no CCA-UFES, estagiou no Laboratério de Microscopia do
CCA-UFES e participou da Jornada da Vida Silvestre e Meio Ambiente. Em
2008 estagiou no Complexo Agroindustrial Pindobas, no mesmo ano participou
do 2° CEDZOO. Em 2009 participou da VI Semana do CCA-UFES, participou
da XV Reuniao Nacional de Ensino de Zootecnia, do Congresso Internacional
de Zootecnia, da GRANEXPOES 2009, do 3° CEDZOO. Em 2010 participou do
V Simposio Mineiro de Nutricado de Gado de Leite, do 1° Curso de Nogdes em
Morfologia e Julgamento de Zebuinos com Aptiddo Leiteira, publicou 10
trabalhos na Il Semana Nacional de Ciéncias e Tecnologia do IFES — campus
Alegre, foi Bolsista Voluntaria no Programa Institucional de Iniciagcdo Cientifica
da UFES, sob orientacdo da Prof.2 Maristela de Oliveira Bauer. Foi monitora
voluntaria na disciplina Economia e Administracdo Agroindustrial. Em 2011
organizou | Ciclo de Palestras da Zootecnia do CCA-UFES, participou da XVII
Reunido Nacional de Ensino de Zootecnia, do Congresso Internacional de
Zootecnia, publicando 6 trabalhos no evento. Foi Bolsista do Programa
Institucional de Iniciagdo Cientifica da FAPES, sob orientacdo do Prof. Bruno
Borges Deminicis. Em junho de 2011, submeteu-se a defesa do trabalho de

conclusao de curso.



SUMARIO

RESUMO ...ttt st ss s s sssss st s sasse st st sssas st sasasns st s sasnssens vii
ABSTRACT ...ttt s et s et viii
1. INTRODUGAOD ........cooerrreretestestessssses s sassesssssasssssessssssessasssessessasssessassasssessassssssassasssssses i
2. REVISAO DE LITERATURA.........ovtrrtnetnstesstsssssssssssssssssssssesssassssssssssssssssssssssssssssssnes 2
2.1. Mucuna Preta (Stizolobium aterrimum)............ccoceevenneienneneeseeesee e 2
2.2, GEIMINAGAD ...ttt ettt ettt ae et sttt s et se b s es et se et ebesesbebene e e es 2
2.3. DOrMENCIa dE SEMENLES......c.cciviriieriieerrrieetee ettt 3
2.3.1. Tip0S A€ OIMMENCIA.....coviuirieirietreeierie ettt 4

2.3.2. Métodos para quebra de dOrMENCIA........cccovurueueuerenireeeeiee e 5

2.4. Avaliag@o do Vigor de SEMENTES......cceci it 7
2.5. Teste de Tetrazolio........covvveiririririereiereneteicet et 8

3. MATERIAL E METODOS .......coosunrtertnsinssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssans 10
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ........corvererrersrreressssssssssasssssassssssssassssssasssssasssssssssanes 13
5. CONCLUSOES..........coriirmrsisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssisssssasss 17
6. REFERENCIAS ...ttt sssstessassenssssssaes 18

vi



RESUMO

Este trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia de métodos de pre-
condicionamento e concentragbes da solucdo de tetrazélio na avaliacao da
qualidade fisiolégica de sementes de Mucuna Preta submetidas ao
envelhecimento acelerado. Sementes comerciais 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) escarificacdo
manual com lixa d’agua ndmero 100 e imersdo em agua em temperatura
ambiente por 18 horas; b) imersdo em agua a 95°C e mantidas na mesma
agua, fora do aquecimento, por 18 horas. Apds o pré-condicionamento, 0s
tegumentos das sementes foram retirados e os embrides imersos em solugdes
de tetrazélio a 0,25; 0,5 e 1% por 150 minutos, sendo mantidos no escuro e em
temperatura ambiente para desenvolvimento da coloracdo. Para comparagéao
dos resultados obtidos no teste de tetrazdlio, foram realizados os testes de
germinacdo, primeira contagem e indice de velocidade de germinag&o. A
escarificacdo manual com lixa e posterior embebicdo em agua por 18 horas em
temperatura ambiente apresenta maior eficiéncia no pré-condicionamento de
sementes de Mucuna Preta e a concentracdo 1,0% da solucéo de tetrazélio por
150 minutos a 25°C permite avaliar a qualidade de lotes de sementes dessa

espécie.

Palavras-chave: germinacgao, leguminosas forrageiras, Stizolobium aterrimum,
vigor
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ABSTRACT

This study aimed to verify the efficiency of pre-conditioning methods and
concentrations of tetrazolium solution in assessing the quality of seeds of
Mucuna Preta. Commercial seed through the process of accelerated aging to
make batches of 0, 24, 48 and 96 hours and were subjected to methods of
preconditioning: a) manual scarification with sandpaper number 100 and
immersion in water at 25 ° C for 18 hours b) immersion in water at 95 ° C and
maintained in the same water, away from heat, for 18 hours. After
preconditioning, the seed coats were removed and the embryos immersed in
solutions of tetrazolium to 0.25, 0.5 and 1% for 150 minutes, being kept in the
dark at room temperature for color development. For comparison of results
obtained in the tetrazolium test, were performed by standard germination, first
count and speed of germination index. The manual scarification with sandpaper
and subsequent immersion in water for 18 hours at room temperature is more
efficient preconditioning of seeds of Mucuna Preta and the concentration of
1.0% tetrazolium solution for 150 minutes at 25 ° C allows to evaluate the

quality of batches of seeds of this species.

Key-words: germination, pasture legumes, Stizolobium aterrimum, vigor
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui area de 850 milhdes de ha, dos quais pouco mais de 354
milhdes sdo ocupados por atividades agropecuarias. As areas de pastagens
merecem destaque por ocuparem cerca de 174 milhées de ha, sendo 122
milhées ocupados por espécies cultivadas e 52 milhdes por espécies nativas, o
que corresponde a 48% das areas destinadas as atividades agropecuarias
(IBGE, 2010). Tais problemas aliado a elevacdo dos pregcos dos insumos
basicos tém contribuido significativamente para o aumento da demanda de
sementes de leguminosas utilizadas na recuperacdo de é&reas degradadas.
Entre as leguminosas comumente empregadas, a Mucuna Preta (Stizolobium
aterrimum - Piper e Tracy) anteriormente denominada Mucuna aterrima, ocupa
lugar de destaque pelo seu uso na recuperagédo de areas degradadas e como
forrageira na alimentacao de animais.

A utilizacdo de testes rapidos torna-se instrumento necessario para
avaliacdo da qualidade fisiologica de um lote de sementes, pois agiliza as
decisdes quanto ao manejo de lotes de sementes durante as etapas de pré e
de pos-colheita.

A avaliacdo do vigor de sementes, como rotina pela industria
sementeira, tem evoluido a medida que os testes disponiveis vém sendo
aperfeicoados, permitindo a obtencdo de resultados consistentes e
reproduziveis. O método rotineiro para determinar a qualidade das sementes é
o teste de germinagdo, que requer um periodo relativamente longo para se
obter resultados. Neste contexto, segundo Bhering et al. (2005), o teste de
tetrazolio tem se mostrado uma alternativa promissora pela qualidade e rapidez
na determinacgao da viabilidade e do vigor da semente.

Sabendo da importancia da utilizagdo de testes rapidos e eficientes para
estimar a viabilidade de sementes, este trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar a utilizacdo do teste de tetrazodlio para a avaliacdo da qualidade
fisiologica de sementes de Mucuna Preta, definido assim o pré-
condicionamento mais adequado, a concentragdo da solugdo e o tempo de

coloragao das sementes submetidas ao envelhecimento acelerado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mucuna Preta (Stizolobium aterrimum)

A Mucuna Preta pertence a familia das Fabaceas, Sub-familia
Papilionidae.

E uma leguminosa anual, voluvel (trepadeira) com hastes longas, caules
longos e flexiveis, r&cemos axilares, flores de coloragéo violacea ou branca, e
grandes; vagens largas, grossas, com poucas sementes, sementes grandes,
pretas e com hilo branco (MITIDIERI, 1983). E utilizada para adubacao verde,
podendo ser empregada na producao de forragem, em pastejo direto, na forma
de silagem ou feno, e triturando-se os grdos, como suplemento protéico aos
animais (CALEGARI, 1995).

Alcantara e Bufarah (1992) relataram que a Mucuna Preta é uma planta
resistente a seca, sombra, altas temperaturas, acidez dos solos e ligeiramente
resistente a encharcamento. A época de plantio é de outubro a dezembro e a

colheita de junho a julho, tendo um ciclo vegetativo de 180 a 240 dias.

Figura 1. A- Sementes de Mucuna Preta. B- Mucuna Preta

2.2. Germinacao

O teste de germinacao determina a porcentagem de sementes capazes
de germinar normalmente, com base nas caracteristicas morfologicas das

plantas. Sendo assim, tanto as Regras para Analise de Sementes nacionais



(BRASIL, 2009) como as internacionais (ISTA, 1993) indicam o substrato, a
temperatura, os limites de tempo, e, no caso de sementes dormentes,
tratamentos especiais para a conducdo do teste. A necessidade de tal
padronizagdo advém principalmente do fato de que a intensidade da resposta
das sementes ao ambiente é varidvel entre as espécies (MACHADO, 2002).
Deste modo, as condi¢cdes de execugdo do teste estdo estabelecidas nas
Regras para Analise de Sementes (RAS) para um grande numero de espécies
vegetais, das quais as sementes de leguminosas e gramineas forrageiras
nativas constituem uma pequena parcela (BRASIL, 2009).

Os eventos principais que ocorrem na germinacao de sementes sao:
embebicdo, ativacdo de enzimas, iniciagcdo do crescimento do embrido,
rompimento do tegumento, emergéncia da plantula (RODRIGUES, 1988).

Em tecnologia de sementes, o critério para definir a germinacao baseia-
se no desenvolvimento da plantula. Nesse caso, é levada em consideracao a
presenca de todas as estruturas essenciais do embrido (MARCOS FILHO,
2005; BRASIL, 2009). No entanto, Carvalho e Nakagawa (2000) defendem a
idéia de que se deva considerar apenas as fases que antecedem o crescimento
do eixo embrionario como caracterizando o processo de germinacao.

Segundo Brasil (2009), a realizagdo de testes de germinagdo em
condi¢coes de campo nao € geralmente satisfatéria, pois dada a variacdo das
condicbes ambientais o0s resultados nem sempre podem ser fielmente
reproduzidos.

Toledo e Marcos Filho (1997) citaram que a germinacao é afetada por
uma série de condigdes intrinsecas e extrinsecas, cujo conjunto é essencial
para que o0 processo se realize normalmente. Alguns desses fatores sao:
disponibilidade de &gua, temperatura, pH do substrato, luz, oxigénio,

maturidade fisiolégica da semente, mecanismo de dorméncia entre outros.

2.3. Dorméncia de sementes

Dorméncia é um periodo no ciclo de vida de um organismo no qual o
desenvolvimento é temporariamente suspenso. Ela minimiza o gasto
energeético, por reduzir a atividade metabdlica, e pode auxiliar um organismo a

conservar energia.



Pela definicdo de Carvalho e Nakagawa (2000), dorméncia € o
fendmeno pelo qual sementes de uma determinada espécie, mesmo sendo
viaveis e tendo todas as condi¢cées ambientais para tanto, deixam de germinar.

Segundo Toledo e Marcos Filho (1997), o periodo de dorméncia pode
ser temporario ou estender-se durante muito tempo até que certa condicao
especial seja preenchida.

Para Carvalho e Nakagawa (2000), o fendbmeno da dorméncia é tido
como um recurso pelo qual a natureza distribui a germinagcdo no tempo e no
espacgo. Seguem relatando que a utilizagdo desses dois fatores garantiu as
plantas, que se reproduzem por sementes, uma quase infinidade de
combinacgdes ecoldgicas.

A dorméncia abriga vantagens para as plantas como sobrevivéncia e
preservacao das espécies; disseminacao de estruturas propagativas; tolerancia
a condicbes ambientais diversas, ou seja, de passarem o inverno na condicao
de sementes e para 0 homem o de evitar que embrides continuem a crescer e
germinem ainda na planta mae (viviparidade), por outro lado apresentam
determinadas desvantagens como sendo necessarios longos periodos para
que um lote de sementes supere a dorméncia, a germinac¢ao se distribuindo no
tempo, contribuir para a longevidade das plantas invasoras, interferir com o
programa de plantio e apresentar problemas de avaliagdo da qualidade da
semente (TOLEDO e MARCOS FILHO, 1997)

2.3.1. Tipos de dorméncia

Sao conhecidos dois tipos de dorméncia sendo elas denominadas
natural ou primaria e secundaria ou induzida. A primaria sempre ocorre, ainda
que com intensidade variavel de ano para ano e de local para local, pois é um
tipo de dorméncia que se instala na fase de maturagdo da semente. E, pois,
uma caracteristica da espécie (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Em alguns
casos esta € superada por simples armazenamento da semente seca por
algum tempo. Assim, imediatamente apdés a colheita, as sementes n&o
germinam (POPINIGIS, 1977).

Ja a secundaria, ou induzida, € um tipo de dorméncia que nem sempre

ocorre. Quando isto acontece, é por efeito de uma condicao ambiental especial.



E como se a semente possuisse o aparato genético para desencadear o
fendbmeno da dorméncia, o que ocorreria, contudo, sé sob condi¢des especiais,
como temperatura, fotoperiodo, duracdo da estacdo, qualidade da luz,
nutrientes e umidade do solo (BASKIN e BASKIN, 1973).

2.3.2. Métodos para quebra de dorméncia

Existem sementes que mesmo viaveis ndo germinam, embora as
condicbes de 4agua, gases (Op) e temperatura estejam aparentemente
adequadas. Estas sementes sdo denominadas dormentes e precisam de
tratamentos especiais para germinar.

Entre os processos mais comuns para superacao da dorméncia de
sementes estdo a escarificacdo quimica, escarificacdo mecanica, estratificacao
fria e quente-fria, choque térmico, exposicao a luz intensa, imersdo em agua
quente e embebicao em agua fria (KRAMER e KOZLOWSKI, 1972; FOWLER e
BINCHETTI, 2000).

Escarificagdo quimica

Esse tipo de processo para superagdao de dorméncia é feito geralmente
com &cido (sulfurico, cloridrico etc.), que possibilita as sementes executar
trocas com o meio, agua e/ou gases.

Galindo et al. (2002), em pesquisa realizada com sementes de Mucuna
Preta (Styzolobium aterrimum), utilizaram tratamentos de origem mecanicas e
quimicas para quebra da dorméncia e evidenciaram que a escarificacao acida
por 5 minutos favorece a absorcdo de agua, acelera o processo germinativo e
ao mesmo tempo alcanca 95,8% de sementes germinadas. Porém, estes
mesmos autores, ja haviam relatado que sementes de Mucuna Preta quando
tratadas com &acido sulfarico concentrado por variados tempos de imersao (5,
10, 15 e 20 minutos), no intuito de superar sua dorméncia tegumentar,
obtiveram a promocao da germinacdo e da sua velocidade, mas causaram
prejuizo na producao de fitomassa, indicando com isso possiveis interferéncias
negativas do acido sulfarico no vigor fisiolégico das sementes ou danos ao

embriao.



Apesar da eficiéncia comprovada, o método de escarificagcdo quimica
com acido sulfarico concentrado nao deve ser usado indiscriminadamente para
sementes de quaisquer espécies, haja visto que os resultados obtidos por
Maeda e Lago (1986) demonstraram que esse tratamento danifica seriamente

as sementes, como ocorrido com sementes de Mucuna Preta.

Escarificagdo mecanica

A escarificagdo mecénica é uma técnica frequentemente utilizada e
constitui a opgdo mais pratica e segura para pequenos agricultores
(HERMANSEN et al., 2000), além de ser um método simples, de baixo custo e
eficaz para promover uma rapida e uniforme germinacao. No entanto, deve ser
efetuada com muito cuidado para evitar que a escarificacdo excessiva possa
causar danos ao tegumento e diminuir a germinagdo (MCDONALD e
COPELAND, 1997)

Para sementes de Mucuna Preta o tratamento de escarificagao
mecanica com uso de escarificador elétrico recoberto internamente por lixa de
parede numero 120 mostrou ser prejudicial, ocasionando sérios danos, com
grande perda de massa e interferindo negativamente no percentual de
germinacdo (GALINDO et al., 2002).

Choque de temperatura

O choque de temperatura é feito com alternancia de temperaturas

variando em aproximadamente 20°C, em periodos de 8 e 12 horas.

Escarificagao via calor umido

A utilizagdo de &gua aquecida visa promover o amolecimento dos
tecidos e acelerar as reacOes fisiolégicas do tegumento das sementes,
favorecendo a absor¢ao de agua, trocas gasosas e a germinagao (MARTINS et
al., 1997).

O tratamento com agua fervendo tem muitas vantagens, podendo ser

utilizado em quantidades pequenas e grandes, € simples, pratico, facil de



reproduzir e ndo requer equipamento especial, conforme Mclvor e Gardener
(1987).

Mesmo sendo um método vantajoso, de baixo custo e eficiente para
superar a dorméncia de sementes de leguminosas, a agua fervente tem
apresentado resultados inferiores aos de outros tratamentos (RODRIGUES et
al.,1990).

2.4. Avaliacao do Vigor de sementes

A avaliagdo do vigor de sementes, como um componente da qualidade
fisiologica de um lote, tem sido uma realidade na grande maioria dos
laboratérios de analise de sementes, como componente do controle de
qualidade de empresas produtoras de sementes (MARCOS FILHO, 1999).

O vigor de uma semente é definido como a soma daquelas propriedades
que determinam o nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente
ou de um lote de sementes durante a germinagdo e emergéncia da plantula
(ISTA, 1981).

A AOSA (1983) define: “vigor de sementes compreende aquelas
propriedades que determinam o potencial para uma emergéncia rapida e
uniforme e para o desenvolvimento de plantulas normais em uma ampla faixa
de condi¢des ambientais”.

As sementes apresentam maior viabilidade e vigor por ocasido da
maturagao fisiologica. A partir deste instante, vao ocorrer mudangas fisioloégicas
e bioguimicas graduais que ocasionam a deterioracdo € a perda do vigor
(POPINIGIS, 1977; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Segundo Carvalho e Nakagawa (2000) a reducao do nivel de vigor afeta
a capacidade de germinacdo das sementes, emergéncia e crescimento das
plantulas de trés maneiras distintas: reduzindo a velocidade de germinacao;
aumentando a heterogeneidade de desenvolvimento das plantulas oriundas de
uma amostra de sementes e aumentando a porcentagem de plantulas
anormais, bem como o grau dessas anormalidades.

Perry (1972) afirma que vigor € uma caracteristica fisiologica
determinada pelo gendétipo e modificada pelo ambiente, que governa a

capacidade de uma semente originar rapidamente uma plantula no campo e



tolerar significativas variagdes do ambiente; a influencia do vigor da semente

pode persistir toda a vida da planta e afetar a producgao.
2.5. Teste de Tetrazodlio

E um teste adotado para avaliar a qualidade fisioldgica das sementes. O
objetivo desse teste € determinar rapidamente a viabilidade, que é uma
estimativa da germinacdo das sementes, particularmente de espécies que
germinam lentamente em testes normais ou que nao germinam quando
submetidas aos métodos comumente utilizados, por se encontrarem dormentes
(BRASIL, 2009).

O teste de tetrazolio é rapido e estima a viabilidade das sementes, com
base na alteracdo da coloracédo de tecidos vivos em presenca de uma solucao
de sal de tetrazolio. Essa alteracéo na coloracéo reflete a atividade de sistemas
enzimaticos especificos, intimamente relacionados com a viabilidade das
sementes (MARCOS FILHO et al., 1987). Esse teste €& caracterizado
bioquimicamente pela redugdo de um indicador, no interior das células vivas da
semente. O indicador usado € uma solugao incolor e difusivel preparada com o
sal de 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazdlio, a qual € absorvida pela semente
(BRASIL, 2009).

O sistema enzimatico, do qual as enzimas hidrogenases fazem parte,
atuam no processo da respiragdo quando em presenca de oxigénio, umidade,
substrato e temperaturas favoraveis. Neste processo ocorre, além da produgao
de gas carbbnico, agua e energia, a formacao de substancias intermediarias,
que sao responsaveis pela transferéncia dos ions de hidrogénio para o sal de
tetrazolio, que atua como receptor dos mesmos. O tetrazdlio é entdo reduzido a
formazan, um produto insoluvel e vermelho. Como essa reacao se processa no
interior da célula e o pigmento formazan ndo é difusivel, ha uma nitida
separacao dos tecidos vivos e coloridos daqueles mortos, que mantém a sua
cor natural (BRASIL, 2009).

A coloracao dos tecidos da semente € um indicativo da sua sanidade,
onde o vermelho carmin representa o tecido vivo e vigoroso, o vermelho carmin
mais forte representa o tecido em deterioragdo e o branco leitoso, o tecido
morto (FRANGCA NETO et al., 1998).



De acordo com Krzyzanowski et al. (1999), a busca por metodologia
adequada na utilizagcado do teste de tetrazdlio deve ser fundamentada para a
simples distincao de tecidos viaveis e inviaveis e na aptiddao de diferenciar lotes
de qualidade fisiologica distintas. As informagdes gerais para a realizacdo do
teste de tetrazolio, para um grande numero de espécies, estado indicadas nas
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) e tém sido aprimoradas nos
ultimos anos.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Tecnologia e Analise de
Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre-ES, no periodo de janeiro a abril de 2011.

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizadas sementes
comerciais de Mucuna Preta (Styzolobium aterrimum) produzidas no ano de
2010. As sementes comerciais foram previamente selecionadas, descartando
aquelas visivelmente danificadas, e em seguida, submetidas ao
envelhecimento acelerado por 0, 24, 48 e 96 horas para obtengdo de novos
lotes. O envelhecimento acelerado foi realizado para simular o armazenamento
de sementes.

Para o envelhecimento, as sementes foram acondicionadas em caixas
plasticas (“gerbox”) e mantidas em estufa com umidade relativa do ar de 100%
(40 mL de agua destilada no fundo), sob temperatura constante de 45°C por 0,
24, 48 e 96 horas.

Perfazendo-se esses periodos, as sementes de Mucuna Preta foram
submetidas ao teste de tetrazélio, sendo testadas duas metodologias para o
pré-condicionamento: a) escarificacdo manual com lixa d’agua n® 100 para
pequena exposicdo dos cotilédones com posterior imersdo em agua
temperatura ambiente por 18 horas, e b) imersdo em agua a 95°C e deixadas
em repouso na mesma agua, fora do aquecimento, por 18 horas. A seguir, 0
tegumento de cada semente foi cuidadosamente retirado com um corte
superficial na extremidade oposta ao eixo embrionario com auxilio de uma
Lamina de Bisturi A¢o Inéx n® 15 e colocadas em copos plasticos contendo
solugdo de tetrazolio nas concentracdes de 0,25; 0,5 e 1% por 150 minutos,
sendo mantidas em temperatura ambiente e no escuro (OLIVEIRA et al., 2005).

Apoés o desenvolvimento da coloragéo, as sementes foram seccionadas
longitudinalmente entre os cotilédones de modo que o eixo embriondrio fosse
dividido ao meio permitindo uma analise individual das duas metades. e, de
acordo com a extensao, intensidade dos tons avermelhados, presenca de
areas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e localizagdo destas coloragdes

em relacdo as 4&reas essenciais ao crescimento, as sementes foram
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individualmente separadas em categorias de vidveis e inviaveis de acordo com

os padrdes (figura 2) para analise.

1-Todas as estruturas do embrido intactas e coloragao
superficial e uniforme indicando lenta penetracdo da
solugéo de tetrazélio (Viavel).

2- Sementes com pequenos danos superficiais dos
cotilédones. A face interna dos cotilédones e o eixo
embrionario ndo apresentam sinais de danos (Viavel).

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

4- Os danos sao caracterizados por fraturas ou estrias
visiveis na superficie interna dos cotilédones.
Apresentam areas vermelhas-carmim forte. 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 descolorido afetando o eixo-
embrionario (Inviavel).

7- Tecidos descolorido ou branco-leitoso, textura flacida

(Inviavel).

Figura 2: Categorias de viabilidade de sementes de Styzolobium aterrimum

submetidas ao teste de tetrazélio.
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Paralelamente ao teste de tetrazélio, sementes dos quatro lotes de
envelhecimento acelerado foram submetidas ao teste de germinacgao, realizado
em camara de germinacao do tipo BOD a 27°C com fotoperiodo de 18 horas. O
indice de velocidade de germinagéo foi calculado conforme férmula proposta
por Maguire (1962): IVG=(G1/D1)+(G2/D2)+(Gn/Dn), em que: E= 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 4° dia apdés a montagem do teste de

germinacao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2x3x4, sendo pré-condicionamentos, concentracoes
de tetrazélio e lotes respectivamente, com quatro repeticoes de 25 sementes.
Os dados obtidos nos testes de tetrazdlio, germinacdo, primeira contagem,
indice de velocidade de germinagao foram transformados em arcsen \x/100 e
submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% (FERREIRA, 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que ndo houve
diferenca significativa entre os testes de germinacéao e tetrazélio para o lote de
96 horas, contudo, nos lotes 0, 24 e 48 horas em todas as concentracées o

teste de tetrazélio subestimou o vigor das sementes

Tabela 1. Resultados dos testes de tetrazdlio e germinagéo (TG), primeira
contagem do teste de germinagao (12C) e indice de velocidade
de germinagdo (IVG) em sementes de Styzolobium aterrimum
(TZ 0,25 = 0,25% da solugao de tetrazolio, TZ 0,5 = 0,5% da
solugéo de tetrazdlio e TZ 1,0 = 1,0% da solugéo de tetrazdlio).

Lotes
Testes 0 horas 24 horas 48 horas 96 horas CV%
TZ 0,25 80,00 Aa 19,00 Cb 10,12Bb 27,00 Ab 28,92
TZ0,5 59,00 BCa 54,00 Bab 15,00 Bc 32,00 Abc 30,62
TZ21,0 55,00 CDab 72,79 Aa 20,00 Bb 27,67 Ab 39,42

TG 74,00 ABa 70,00 Aba 79,00 Aa 63,00 Aa 13,85
12C 38,00 Dbc 56,00 ABab 61,00 Aa 32,00 Ac 20,03
IVG 5,05a 5,56 a 5,35 a 3,50 a 30,79
CV% 13,86 15,3 24,54 52,33

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

Quanto ao método de pré-condicionamento das sementes com
escarificagcdo manual, apesar de promover uma descoloracdo ou coloragcédo
vermelho-intenso na regido escarificada, este método garante coloragdo mais
uniforme das sementes de Mucuna Preta quando comparado a imersdo em
agua quente, uma vez que os danos causados pela lixa afetam apenas a parte
externa dos cotilédones, ndo prejudicando a interpretacao dos resultados, ja

que os mesmos sao verificados internamente.
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Figura 3. A- sementes descoloridas apos pré-condicionamento de imersao em
agua aquecida. B- sementes com coloracdo uniforme apds pré-
condicionamento com escarificagao manual

Segundo Oliveira et. al. (2009), sementes pequenas de leguminosas e
de alguns outros géneros nao requerem preparo, podendo ser colocadas
diretamente na solucdo de tetrazélio (FRANCA NETO et al., 1998). Outras
espécies, no entanto, possuem sementes com tegumento espesso e duro, que
deve ser removido antes da coloracéo. E o caso de algumas espécies florestais
como a sucara (Gleditschia amorphoides Taub) (FOGACA et al., 2006) € o
guapuruvu (Schizolobium parahyba Vell. Blake) (FERREIRA et al., 2007).

No momento da realizacdo dos testes de tetrazélio, com as sementes
que foram submetidas ao método de pré-condicionamento com agua quente,
houve dificuldade de rompimento do tegumento para a retirada do embrido,
pois 0 tegumento ndo hidratou completamente em todas as sementes. Além
disso, foram observadas manchas escuras nos cotilédones das sementes de
todos os lotes apds a imersdo na solugdo de tetrazdlio, o que dificultou a
interpretacado do teste, estes resultados corroboram com os verificados por
Oliveira et al. (2005), que estudando a eficiéncia de métodos de pré-
condicionamento e concentragdes da solugdo de tetrazélio na avaliagdo da
qualidade de sementes de Canafistula (Peltophorum dubium), observaram que
o pré-condicionamento com agua quente forma manchas mais escuras nas

sementes.
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Mendonca et. al. (2006) verificaram que a absorcao de agua em
sementes de mangaba-brava (Lafoensia pacari) no periodo de 48 horas por
meio de imersao direta em agua, foi suficiente para amolecer as sementes e
proceder a retirada manual do tegumento sem que ocorresse fragmentagédo ou
amassamento. De forma contraria, Mendonga et al. (2001) observaram que o
pré condicionamento em imersdo direta em agua proporciona uma absorcao
rapida e provoca o amolecimento excessivo das sementes de louro-pardo
(Cordia trichotoma), dificultando o posterior preparo dos diasporos para
exposicao a solugao de tetrazoélio

Costa et. al. (2010), verificaram que o pré-condicionamento, seguido de
corte lateral e imersdo das sementes de Leucena em agua, a 30 °C, por uma
hora, facilita a remogao do tegumento. De forma semelhante, a imersao direta
das sementes em agua a 40 °C por 30 minutos é pratica recomendavel para
facilitar a remocédo do tegumento de sementes de abobrinha a serem
submetidas ao teste de tetrazélio (Barros et al., 2005).

O teste de tetrazolio, nas diferentes concentragoes (0,25; 0,5 e 1,0%),
nao possibilitou distinguir todos os lotes utilizados (0, 24, 48 e 96 horas).

Souza et al.(2009), verificaram que a hidratacdo de sementes de aveia
preta (Avena stringosa) por 18 horas, a 20 °C, utilizando imersdo direta em
agua, seguida de coloragdo das duas metades da semente sobre papel por
duas horas, a 40 °C, apresenta resultados semelhantes aos do teste de
germinacao, tanto na concentracdo a 0,5 % quanto a 1,0%. Sendo assim,
concluiu que somente na coloragcdo de 1,0 % foi possivel identificar as
diferencas na viabilidade dos lotes testados, da mesma maneira que foi
observado no presente estudo.

Zucareli et al. (2001) destacaram que, sementes de farinha-seca (Albizia
hasslerii) embebidas em agua por 24 horas a 25°C, com retirada do tegumento,
em reagcdo com solugdo de tetrazélio 0,1% por cinco horas, apresentaram
coloracado adequada permitindo a identificacdo e diferenciagao de tecidos, com
todas as sementes coloridas de forma uniforme.

Segundo Costa et al. (2010), para a coloragdo de sementes de Leucena,
a combinagcdo entre concentracdo da solucdo de tetrazolio e periodo que
permite a obtencdo dos melhores resultados, em termos de intensidade e
uniformidade, é a concentragédo de 0,15% e o periodo de coloracdo de duas
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horas, tanto para a cultivar (Cunningham) quanto para o hibrido (L.
leucocephala x L. diersifolia). Este mesmo autor, afirma ainda que sementes
submetidas a solucao de tetrazélio a 0,075%, por quatro horas, apresentaram
intensidade razoavel de coloragédo, porém menos uniforme, comparativamente
a solucao de tetrazélio a 0,15%, por duas e quatro horas. A solugcdo de
tetrazélio a 1% promoveu coloragdo muito intensa das sementes, dificultando a
interpretacdo do teste.

Para Mendes et. al. (2009), a concentracdao de 0,5% da solugao do
tetrazélio permitiu uma coloragdo mais uniforme dos embrides das sementes
de Parkia velutina Benoist, o que facilita a analise visual da viabilidade. As
sementes submetidas a concentracdo de 1% mostraram coloragdo vermelho
intenso, dificultando a interpretagao.

Ja Anez et al. (2007), observou que a concentracdo da solucao de
tetrazélio a 0,5%, em temperatura de incubacdo de 30°C e tempo de
desenvolvimento de coloragdo de 90 minutos € indicada como metodologia
adequada para a avaliagdo da viabilidade de sementes de Jatropha elliptica.
Oliveira et al. (2005) relataram que a concentracdo 0,1% da solugdo de
tetrazélio por 150 minutos a 25°C permitiu avaliar a qualidade de lotes de
sementes de Peltophorum dubium.

Costa et al. (2010) verificaram que sementes de Leucena submetidas ao
corte lateral, seguido da imersdo em agua e posterior remo¢ao do tegumento,
apresentaram padrdes variados de coloracdo, dependendo da combinacéo
entre a concentragdo da solugéo de tetrazdlio e periodo de coloragdo. Muitas
sementes de espécies da familia Fabaceae apresentam o tegumento
impermeavel a agua, o que dificulta a penetracdo da solucdo de tetrazdlio
durante o teste e determinam a necessidade de sua remogdo para que a
coloracdo das sementes ocorra uniformemente, conforme observado em
sementes de farinha-seca (ZUCARELI et al., 2001), guapuruvu (FERREIRA et
al., 2007) e coracao-de-negro (PINTO et al., 2008)
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5. CONCLUSOES

O método de escarificacdo com lixa e embebicao em agua por 18 horas
a 25°C, apresenta maior eficiéncia no pré-condicionamento de sementes de
Mucuna Preta. A concentracdo de 1,0% da solucdo de tetrazdlio por 150
minutos em temperatura ambiente permite avaliar com clareza a viabilidade de

sementes de Styzolobium aterrimum.
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