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Resumo - Este trabalho teve por objetivo adequar a metodologia do teste em sementes
de Anadenanthera peregrina (L.) Speg. As sementes foram pré-condicionadas por
imersao em agua destilada a 25 °C por 14 horas. O tegumento foi retirado e os embrides
submersos em solucdo de tetrazolio (pH 6,5) nas concentragdes de 0,1%; 0,05% e
0,01%, sendo mantidos no escuro a 25 °C por trés e cinco horas e a 30 °C por 24 horas.
Avaliaram-se a intensidade e localizagdo da coloracgdo, presenca de areas leitosas e
aspecto dos tecidos. Os embrides foram classificados em nove classes de viabilidade.
O melhor tratamento como substituto do teste padrao de germinagao foi a concentragao
de 0,1% e a incubag@o a 30 °C por 24 horas. Sementes viaveis de A. peregrina foram
classificadas nas classes 1, 2 e 3.

Adjustment methodology of the tetrazolium test for viability
evaluation of angico seeds

Abstract - The aim of this experiment was to evaluate the best concentration and the
incubation time to test germination in seeds of Anadenanthera peregrina (L.) Speg. The
seeds were preconditioned at 25 °C for 14 hours immersed in distilled water. The coat
were removed and the embryos submerged in tetrazolium solution (pH 6.5) solution
in the concentrations of 0.1%; 0.05% and 0.01%, being kept in dark at 25 °C for three
and five hours and at 30 °C for 24 hours. It was evaluate the intensity and localization
of the coloration, presence of milky areas, tissues aspect. The embryos were classified
in nine classes of viability. The best treatment as substitute of the germination test was
the 0.1% tetrazolium incubated at 30 °C for 24 hours. Viable seeds of A. peregrina
were classified in classes 1, 2 and 3.

O teste do tetrazolio tem por objetivo determinar  acido malico, que catalizam as reacdes respiratorias nas
rapidamente a viabilidade das sementes, particularmente ~ mitocondrias, ocorrendo a redugdo do sal de tetrazolio
daquelas que possuem germinacgao lenta ou que  (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio ou TCT), formando o
apresentam dorméncia (Brasil, 1992). O teste do trifenilformazan e indicando viabilidade celular e do tecido
tetrazolio tem assumido posicao de destaque para a  (Krzyzanowski et al., 1999).
andlise de algumas culturas, devido principalmente ao Segundo Krzyzanowski et al. (1999), o teste ndo € afetado
grande numero de informacdes fornecidas (Krzyzanowski  por diversas condi¢des que podem interferir no teste padrao

et al., 1999).

de germinagao, sendo necessarios equipamentos simples e

O teste baseia-se na atividade das enzimas  baratos paraasuarealizagao. No entanto, requer treinamento
desidrogenases, particularmente a desidrogenase do  especial para a correta interpretagdo dos resultados.
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A metodologia do teste vem sendo aprimorada,
principalmente para sementes de milho, algodao,
feijdo, amendoim e soja (Krzyzanowski et al., 1999).
Para espécies florestais destaca-se a utilizagao do teste
em sementes de Mauritia flexuosa (Spera et al., 2001),
Senna multijuga e Senna macranthera (Ferreira et al.,
2004), Peltophorum dubium (Oliveira et al., 2005),
Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Schultz-Bip,
Eremanthus glomerulatus Less e Eremanthus Incanus
(Velten & Garcia, 2005) e Tubebuia aurea (Oliveira et
al., 2006). Os tempos de pré-embebicao e de incubacao,
a concentracdo da solucdo de tetrazolio e a avaliagdo
adequada do teste sdo fundamentais para que se
obtenham resultados confiaveis quanto a viabilidade e
vigor (Oliveira et al., 2005).

Comumente conhecida como angico, angico-
vermelho, angico-do-morro, angico branco, parica,
parica de terra-firme, a Anadenanthera peregrina (L.)
Speg. ¢ pioneira, pertencente a familia Leguminosae-
Mimosoideae (Mimosaceae), e possui ampla distribuicao
geografica (Lorenzi, 1998). A espécie ocorre em florestas
estacionais nos estados do Parana (Silva & Scarioti,
2004), Minas Gerais (Aragjo et al., 2006), Sdo Paulo
(Ushizima et al., 2003) e Goias (Silva & Scariot, 2003).

A época de maturacao dos frutos e sementes de 4.
peregrina naregiao da Chapada dos Guimaraes coincide
com o final da estacdo seca, quando diversas espécies
do cerrado estdo com poucas folhas (Costa et al., 2003).
Ainda segundo os autores, a espécie apresenta frutos
secos, deiscentes, sem atrativos para os animais. Sao
legumes achatados que se abrem apenas de um lado,
expondo suas sementes que caem imediatamente apos a
deiscéncia dos frutos. As sementes sdo leves, achatadas,
escuras, discoides, de formato orbicular. A morfologia
das sementes permite que sejam dispersas por vento
forte a curtas distancias, porém, com maior frequéncia,
estabelecendo-se junto a arvore matriz, ficando
caracterizada para esta espécie a sindrome barocorica.

A. peregrina prové 90% de exudados consumidos
por grupos de saguis da espécie Callithrix flaviceps
(Primates, Callitrichidae) acompanhados na Reserva
Biologica Caratinga, MG, sendo a sua fonte preferida de
goma (Corréa et al., 2000). Em funcao de seu potencial
de atracdo da fauna, essa espécie e, em especial, por
suas caracteristicas de crescimento, ¢ indicada para
recuperacao de areas degradadas por mineracao (Aratijo
et al., 2006).
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Pela importancia ecologica e economica da espécie
e pelas vantagens apresentadas pelo teste do tetrazolio,
este trabalho teve como objetivo avaliar a melhor
concentracdo da solugdo de tetrazolio e o tempo de
incubacdo das sementes da referida espécie, assim
como propor uma metodologia de analise e classes de
viabilidade.

Foram utilizadas sementes de 4. peregrina colhidas
na regido de Vicosa, MG, em setembro de 2005. As
sementes foram armazenadas no Laboratoério de Analise
de Sementes Florestais (LASF) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV) em embalagem de papeldo, em camara
fria a, aproximadamente, 5 °C e 60% de umidade relativa
até a data do inicio dos trabalhos. O teor de agua inicial
das sementes foi determinado pelo método da estufa a
105 £+ 3 °C por 24 horas com quatro repeticdes de 25
sementes, de acordo com a metodologia de Brasil (1992).

Para o teste de tetrazolio, as sementes de A. peregrina
foram pré-condicionadas por imersdo em agua destilada
a 25 °C por 14 horas. Posteriormente, o tegumento
das sementes foi retirado manualmente e os embrides
colocados em recipientes plasticos e submersos em
solugdo de tetrazolio (pH 6,5) nas concentracdes de 0,1%,
0,05% e 0,01%, mantidos no escuro a temperatura de
25 °C, por trés e cinco horas, e a 30 °C, por 24 horas, para
coloragdo. Apos estes periodos, os embrides foram lavados
em agua corrente e submersos em agua até o momento da
avaliacdo. Cada embrido foi cortado longitudinalmente
avaliando-se a intensidade da colorag@o, presenga de areas
leitosas, aspectos dos tecidos e localizagdo da coloragao
em relacdo aos cotilédones e ao eixo embrionario.
Os embrides foram classificados individualmente em
categorias de vidveis e inviaveis de acordo com os padrdes
propostos por Grabe (1976), International Seed Testing
Association (1993) e Moore (1972):

Categoria 1 (viavel): embrido com coloragio rosa com
aspecto normal e firme;

Categoria 2 (viavel): menos de 50% dos cotilédones
descoloridos, ndo afetando a regido de ligacdo com o
eixo embrionario. Demais regides com coloracdo rosa
ou mais escura e tecidos firmes;

Categoria 3 (viavel): menos de 50% dos cotilédones
com coloracdo vermelho-intenso, ndo afetando a regido
de ligacao com o eixo embrionario. Demais regioes com
coloracdo rosa ou mais escura e tecidos firmes;

Categoria 4 (inviavel): eixo embrionario com regides
descoloridas, afetando o cilindro central;



Adequagao da metodologia do teste de tetrazdlio para avaliagao da viabilidade de sementes de angico 271

Categoria 5 (inviavel): mais de 50% dos cotilédones
descoloridos ou com coloragdo vermelho-intenso;

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

Categoria 7 (inviavel): cotilédones descoloridos e eixo
embrionario com colora¢ao vermelho-intenso;

Categoria 8 (inviavel): embrido com coloragao
vermelho-intenso e tecidos flacidos;

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

A obtenc¢ao de coloragdo uniforme e adequada para a
interpretagdo segura e eficiente ¢ um dos fatores para o
sucesso do uso do teste em determinada espécie (Bhering
et al., 2005). Os resultados do teste de tetrazolio foram
comparados com os do teste de germinagao.

Para o teste de germinacgdo, as sementes foram
imersas em solugao de captan 0,5% por 60 segundos. Em
seguida, foram colocadas para germinar em caixas tipo
“gerbox” forradas com papel de filtro umedecido com
agua destilada até o ponto de saturac@o. Foram utilizadas
100 sementes, distribuidas em quatro repeti¢des. O teste
foi conduzido em temperatura constante de 25 °C e luz
constante com quatro lampadas fluorescentes (20 W) em
camara de germinacao. As avaliagdes foram feitas a cada
24 horas até o quinto dia, sendo consideradas germinadas
as sementes com protrusao da radicula.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), realizando-se analise de variancia (Anova). As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia e 95% de probabilidade.

As sementes de 4. peregrina apresentaram teor médio
de agua inicial de 9,95%. Para sementes de A. colubrina,
estudadas por Garcia et al. (2004), o teor médio de agua
foi de 8,1% . Ja para Piptadenia viridiflora os valores
variaram entre 16,66% e 13,01% (Pessoa et al., 2010).

Fio observada diferenca significativa entre os
tratamentos aplicados e o teste de germinagdo, com
excecdo apenas da maior concentracao de tetrazolio
seguida por incubagao mais longa (Tabela 1), indicando
que este procedimento do teste de tetrazolio, na
concentragdo de 0,1% seguida por incubagdo a 30 °C
por 24 horas, pode ser utilizado para avaliar a qualidade
fisioldgica de sementes de A. peregrina, fornecendo
resultados mais rapido que o teste padrao de germinagao.
De acordo com Ferreira et al. (2004), os resultados dos
testes de germinagao e de tetrazdlio devem ser proximos,
com margem de 5% de diferenca entre eles. Para

sementes de Tabebuia aurea, a concentragdo de 0,1%
de tetrazodlio e incubagdo a 28 °C por 24 horas gerou
resultados similares aos encontrados na germinagao em
laboratorio, com diferencas de viabilidade e germinag@o
entre 2% e 12%, indicando que o teste ¢ adequado para
analisar a viabilidade das sementes (Oliveira et al., 2006).
Em sementes de Peltophorum dubium foi recomendada
a concentragdo de 0,1% de tetrazolio, com incubagao
das sementes por 150 minutos (Oliveira et al., 2005). Ja
para sementes de Senna multijuga e S. macranthera, a
concentra¢ao ideal da solugao de tetrazélio foi de 0,075%
e incubagdo por cinco e sete horas, respectivamente
(Ferreira et al., 2004).

Tabela 1. Resultados do teste de germinagdo (TG) e teste
do tetrazolio em diversas concentragdes e tempos (TZ) em
sementes de Anadenanthera peregrina.

Testes Germinacio Sementes viaveis
(%) (%)

TG 80 A -
TZ0,1% /24 h - 79.90 A
TZ0,1%/5h - 72,50 B
TZ0,1%/3h - 64,70 C

TZ 0,05%/5h - 70,59 BC
TZ 0,05%/3h - 56.25D
TZ0,01%/5h - 42,86 E
TZ0,01%/3h - 3438 F

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As concentra¢des que diferiram significativamente
do teste de germinagdo deve-se a pouca ou nenhuma
coloracdo do eixo embrionario e dos cotilédones.
Segundo Krzyzanowski et al. (1999), a escolha da
concentracdo e do tempo de incubagdo das sementes
no teste de tetrazolio deve se basear na facilidade de
diferenciacdo das sementes viaveis e inviaveis.

Com base nas observa¢des de intensidade da
coloragdo, de profundidade, de localizagio e firmeza dos
tecidos, estabeleceram-se nove classes de viabilidade.
As classes foram adaptadas as apresentadas nos padroes
propostos por Grabe (1976), International Seed Testing
Association (1993) e Moore (1972). A viabilidade das
sementes sdo representadas pelas classes 1, 2 e 3.

Nao foi encontrada nenhuma semente com o eixo
embrionario com regides descoloridas, como proposto
na categoria 4, sendo, portanto, retirada das classes
propostas. Além disso, no presente trabalho, foi proposta
uma nova classe (classe nove) em que as sementes
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apresentaram os cotilédones com coloragdo vermelho
intenso, com presenga de fungos na regido de ligacao
do eixo embrionario com os cotilédones.

A metodologia indicada como substituta do teste
padrao de germinacdo para sementes de 4. peregrina foi
o uso da concentragdo de 0,1% incubado por 24 horas
a 30 °C. Estabeleceram-se nove classes de viabilidade
para as sementes de 4. peregrina pelo teste do tetrazolio,
sendo as sementes viaveis representadas pelas classes
1,2¢3.
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