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RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, verificar a possibilidade do uso de metodologia alternativa
para o teste de tetrazolio em sementes de Araucaria angustifolia. Sementes de trés lotes foram
submetidas & imersdo em agua por 18 horas e tiveram seus tegumentos e tecido nutritivo
removidos ou ndo. Os embrides foram imersos em diferentes concentragoes — 1,0%, 0,5% e
0,1% de solu¢do - a 25°C, por uma hora, além de ser utilizada metodologia ja descrita para a
espécie. Para comparagio dos resultados, foi realizado teste de germinagio. E possivel utilizar
a metodologia alternativa, por meio da imersdo das sementes em agua por 18 horas, seguida
da remogédo do tegumento e do megagametdfito, e da imersdo em solugio de tetrazolio 0,1%
ou 0,5% a 25°C por uma hora, para a avaliagdo da qualidade das sementes de A. angustifolia.

Palavras-chave: pinheiro-do-parand, qualidade de sementes, viabilidade.

Alternative Methodology for the Tetrazolium Test in
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze Seeds

ABSTRACT

The objective of this research was to verify the possible use of an alternative methodology for
the tetrazolium test in A. angustifolia seeds. Seeds of three lots were submitted to immersion
in water for 18 hours. The seeds had their coats and nutritive tissue removed and the embryos
were soaked in 1.0%, 0.5% and 0.1% tetrazolium solution at 25 °C for one hour, applying the
standard methodology described for the species. Germination tests were performed to verify
the reliability of results through the tetrazolium test. Immersion in water for 18 hours followed
by the removal of seed coat and nutritive tissue and immersion in tetrazolium solution at 0.1%
or 0.5% at 25 °C for 1 hour was an efficient methodology to evaluate the seed viability of A.
angustifolia.

Keywords: “pinheiro-do-parand’, seed quality, viability.
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1. INTRODUCAO

A Floresta Ombrofila Mista, também conhecida
por Mata de Pinhais ou Floresta com Araucdria,
integra o dominio do Bioma Mata Atlantica,
constituindo um ecossistema que contempla
expressiva diversidade, possuindo muitas espécies
endémicas. Atualmente, os remanescentes desse
ecossistema  estdo  altamente  fragmentados,
apresentando cerca de 12% de sua extensao original
(Ribeiro et al., 2009) e apenas 7% em Santa Catarina

(Vibrans et al., 2011).

Dentre as espécies presentes na Floresta
Ombrofila Mista, estd a Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze, conhecida popularmente como
pinheiro-do-parand, e que caracteriza esta regido
fitogeografica (IBGE, 2012). Em meio a seus
potenciais, destaca-se a importincia econdmica
da madeira, assim como da semente (pinhdo), que
¢ rica em reservas energéticas (amido), e também
apresenta quantidade expressiva de proteinas,
lipidios e fibras (Cordenunsi et al., 2004). Em fungao,
principalmente, da exploragdo indiscriminada
do seu recurso madeireiro, estd presente na Lista
Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameagadas
de Extin¢do (Brasil, 2008), sendo fundamentais,

portanto, estudos para a conservagdo da espécie.
Devido ao fato de a espécie ser propagada
principalmente via sexuada e possuir sementes
1984), sio
necessarios estudos relacionados a tecnologia e

sensiveis a dessecagdo (Tompsett,
produgao de sementes. O teste de germinagdo é uma
das técnicas mais utilizadas na avaliacao da qualidade
fisiologica de sementes; entretanto, o tempo de
finalizagdo do teste para sementes de A. angustifolia
pode chegar a 35 dias ou mais, o que, muitas vezes,
inviabiliza sua utilizagdo em razdo da demora para
obtengdo dos resultados finais (Panza et al., 2002).
Neste sentido, a utilizagdio de métodos rapidos
e eficientes, como o teste de tetrazélio, tem sido
uma op¢do na andlise da qualidade de sementes,
principalmente para aquelas com germinagédo lenta
e/ou recalcitrantes.

O teste de tetrazdlio estima a viabilidade das
sementes com base na alteragdo da coloragio
dos tecidos vivos, o que representa a atividade
enzimatica, quando imersos em uma solu¢io de

cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Marcos Filho,
2005). A forma¢io de um vermelho carmim claro
indica que o tecido é viavel; ja um vermelho carmim
intenso representa que o tecido estd deteriorado
(Roversi & Theisen, 2005). A metodologia do teste
de tetrazdlio deve ser padronizada para sementes de
cada espécie, devido, principalmente, as diferencas
na morfologia e na composicdo quimica das
sementes. O teste tem sido utilizado com sucesso
na andlise da qualidade de sementes de espécies
florestais, como Sebastiania commersoniana (Baill.)
L.B. Sm. & Downs (Santos et al., 2006), Ocotea porosa
Nees ex. Martius (Kalil Filho et al., 2008), Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex. Mart. (Ribeiro et al., 2010),
Ceiba speciosa (A. St. - Hil.) (Lazarotto et al., 2011),
Piptadenia moniliformis Benth (Azeredo et al., 2011)
e Copaifera langsdorffii Desf (Fogaga et al., 2011).

Para sementes de A. angustifolia, as Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 2009) preconizam um
periodo de 18 horas para o pré-condicionamento
das sementes e de 18 a 25 horas de imersdo na
solugdo de tetrazolio, totalizando em torno de 40
horas para o inicio da avaliagdo do teste. Entretanto,
devido a necessidade de analise rapida da qualidade
das sementes, esse periodo pode ser considerado
relativamente longo.

Metodologias alternativas para realizagdo do
teste de tetrazdlio tém sido propostas para sementes
de espécies, como amendoim (Carvalho et al., 2009)
e algodao (Cervi & Mendonga, 2009), com o objetivo,
principalmente, de reducdo do periodo de execugio.

Objetivou-se, com este trabalho, verificar a
possibilidade do uso de metodologia alternativa para
o teste de tetrazolio em sementes de A. angustifolia.

2. MATERIAL E METODOS

As pinhas (ginostroébilo) de Araucaria angustifolia
foram coletadas em 2009, nos municipios Urubici
(lote 1), Urupema (lote 2) e Correia Pinto (lote 3),
Santa Catarina, de oito arvores matrizes em cada
procedéncia, perfazendo trés lotes de sementes. O
municipio de Correia Pinto esta localizado a uma
altitude de 852 m, possuindo clima do tipo “Ctb”
(Mesotérmico umido), de acordo com a classificagio
de Képpen, com verdo fresco e temperatura média
de 16°C. J& os municipios de Urubici e Urupema
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localizam-se a uma altitude média de 922 m e
1332 m, respectivamente, com clima do tipo “Cfb”
(Mesotérmico umido), sendo considerados os
locais que apresentam as menores temperaturas
meédias anuais no Estado (12 a 14°C), além de com

ocorréncia de neve, anualmente.

Apés a colheita, foram realizados a extragdo
manual e o beneficiamento das sementes, por meio
da retirada de escamas nao fertilizadas e escamas
estéreis. Em seguida, as sementes foram submetidas
aos testes de tetrazolio e germinagio.

Além desses testes, foi determinado o teor
de 4gua das sementes, por meio do método de
estufa a 105 + 2°C por 24 horas (Brasil, 2009),
com duas repeticdes de trés sementes cortadas
transversalmente, por lote.

O teste de germinacdo, realizado para efeito de
comparagdo com os resultados do teste de tetrazolio,
foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢oes de 25 sementes
para cada lote, totalizando 100 sementes por lote, em
bandejas com substrato areia autoclavada, a 120°C
por 20 minutos, e umedecida com agua destilada
a 60% da capacidade de campo, a 25°C sob luz
constante, em germinadores tipo B.O.D. A avalia¢do
da porcentagem de germinagio, realizada segundo
as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009),

foi realizada aos 35 dias apds a semeadura.

Em razéo do fato de ter sido observada predacédo
durante a realizagdio dos testes de tetrazolio e
germinacao, foi avaliada a porcentagem de sementes
predadas. Para isso, 100 sementes por lote foram
analisadas, visualmente, ap6s imersdao em agua por
24 horas.

Para o teste de tetrazolio, as sementes dos trés
lotes foram embebidas em agua, durante 18 horas

(Brasil, 2009), para ativar o metabolismo; em
seguida, tiveram seus tegumentos retirados e o tecido
nutritivo (megagametéfito) separado do embrido,
com auxilio de estilete. Os embrides foram imersos
em solugdes de tetrazdlio em concentragoes de 1%,
0,5% e 0,1%, e mantidos no escuro, a 25°C, durante
uma hora, de acordo com pré-testes. A metodologia
do teste de tetrazolio prescrita pelas Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009) também foi
utilizada nas sementes dos trés lotes, que consiste
na embebi¢do das sementes por 18 horas, remo¢do
do tegumento e cortes nas partes lateral e terminal,
seguida da imersio em solugdo de tetrazolio a
1,0%, por 18 horas, a 30°C (metodologia padrao).
O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des de
25 sementes para cada lote/tratamento.

Para a analise do teste de tetrazdlio, as sementes/

embrides foram classificados em vidveis ou
invidveis, de acordo com a coloragdo e o aspecto
dos tecidos, a extensdo dos danos, e pela localiza¢ao
destas coloragdes em relacdo as dreas essenciais ao
crescimento (Tabela 1), de acordo com Medeiros &

Abreu (2007) e Brasil (2009).

Os dados obtidos nos testes de germinagio e
tetrazolio foram transformados (arco seno V x/100),
apos realizacdo de teste de normalidade Shapiro
Wilk, e submetidos a analise de variancia. As médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua das sementes dos trés lotes de A.
angustifolia foi de, aproximadamente, 48%, o que é
caracteristico de sementes recalcitrantes. Segundo

Tabela 1. Categorias de sementes/embrides de Araucaria angustifolia obtidas por meio do teste de tetrazélio.
Table 1. Categories of Araucaria angustifolia seeds/embryos obtained by the tetrazolium test.

VIAVEIS

« embrido com coloragio rosa e tecidos com aspecto normal e firme;

» menos de 50% dos cotilédones descoloridos ou com coloragio vermelho intensa, nao afetando a regiao de ligagao
com o eixo embrionario. Demais regides com coloragio rosa e tecidos firmes.

INVIAVEIS

« mais de 50% dos cotilédones descoloridos ou com coloragao vermelho intensa, afetando ou nio a regiao de ligagao

com o eixo embriondrio;

« embrido completamente descolorido ou com coloragio vermelho intensa.

Fonte: Adaptado de Medeiros & Abreu (2007) e Brasil (2009).
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Eira et al. (1994), o nivel critico de umidade das
sementes dessa espécie — abaixo do qual ha perda

total de viabilidade - é préximo de 38%.

Durante a andlise dos embrides submetidos ao
teste de tetrazolio, foi observado que a maioria (mais
de 40%) daqueles que foram imersos na solugdo sem a
separacao do megagametdfito (metodologia padrao)
estava com regides descoloridas, o que acarretou em
duvidas se essas regides eram dreas invidveis ou se
a presenca do tecido nutritivo dificultou a difusao
da solugdo de tetrazolio. Entretanto, foi verificado,
apos analise estatistica dos dados, que a presenca
do tecido nutritivo subestimou os resultados da
qualidade dos lotes, em comparagdo com os obtidos
no teste de germinagéo (Tabela 2).

O preparo das sementes, antes da imersio na
solugdo de tetrazdlio, é fundamental na obtengdo de
coloragoes adequadas, visando, principalmente, a
facilitar a penetragdo da solugdo de tetrazolio. Para
algumas espécies, apenas cortes ou pungdes nao
sdo suficientes para essa penetra¢do, necessitando
da total retirada das estruturas que circundam
o embrido (Oliveira et al., 2005). A dificuldade
de andlise em razio da presenca de estruturas
circundantes ao embrido foi observada também
em algumas espécies de angiospermas, como
em sementes de Handroanthus serratifolius e H.
impetiginosus (Oliveira et al., 2005), e Amburana

cearensis (Guedes et al., 2010).

Ressalta-se que a retirada do tecido nutritivo deve
ser realizada de maneira cuidadosa, para se evitarem
danos ao embrido. Injurias causadas no momento
da realizagdo do preparo devem ser atentamente

observadas, pois, segundo Zucareli et al. (2001), a
dificuldade na diferenciagao entre os danos originais
do embrido e os causados pela realizagdo de cortes
podem resultar em erros de interpretagio pelo
analista.

Em relagdo as concentragdes da solugdo de
tetrazdlio, para os embrides sem o tecido nutritivo,
foi observado que, a 1%, houve uma coloragio
intensa (Figura 1B), o que dificultou a classificagdo
em vidvel ou inviavel, acarretando em resultados
estatisticamente diferentes em relacdo aos de
germina¢do. Enquanto que, para as concentragdes
0,5% e 0,1%, nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os resultados de viabilidade
obtidas nos testes de tetrazélio e germinagio, o que
demonstra que a metodologia alternativa, com o uso
dessas concentragdes, pode ser utilizada na analise

da qualidade das sementes dessa espécie (Tabela 2).

Metodologia alternativa do teste de tetrazdlio
também foi utilizada por Medeiros & Abreu (2007)
para sementes de A. angustifolia; entretanto, com
concentragio da solugio de 0,2%, sendo as sementes
incubadas & temperatura de 40°C durante 4horas,
sem pré-condicionamento. Marcos Filho et al. (1987)
salientam que vdrias concentragdes da solugdo de
tetrazdlio podem ser utilizadas na condugdo do
teste, dependendo da espécie avaliada, do método
de preparo das sementes e da permeabilidade do
tegumento, sendo que, para sementes de espécies
florestais, essas concentra¢des variam de 0,05% a
1,0%. Todavia, as menores concentragdes sdo mais
indicadas, por apresentarem menor custo com o

sal e por possibilitarem melhor visualizacdo dos

Tabela 2. Resultados do teste de germinacéo e de viabilidade determinada pelo teste de tetrazélio (TZ) em sementes

de Araucaria angustifolia.

Table 2. Results of germination and viability determined by the tetrazolium test (TZ) in Araucaria angustifolia

seeds.

Urupema

TESTES (%)

Correia Pinto

Urubici

Germinagao

Viabilidade TZ 1,0% (com tecido nutritivo)
Viabilidade TZ 1,0% (sem tecido nutritivo)
Viabilidade TZ 0,1%

Viabilidade TZ 0,5%

79a 69 a 59a
42b 35b 27b
34b 28b 32b
64 a 82a 69 a
67 a 76 a 64 a

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 1. 1 - Embrides de Araucaria angustifolia coloridos com solu¢do de 0,1% (A) e 1% (B) de tetrazélio;
2 - Diferengas de coloragio dos embrides submetidos ao teste de tetrazdlio; 3 - Embrides vidveis coloridos com
solugdo de 0,1% de tetrazolio; 4 - Embrides invidveis submetidos a solugao de 0,1% de tetrazolio.

Figure 1. 1 - Embryos of Araucaria angustifolia stained with tetrazolium solution 0.1% (A) and 1% (B); 2- Differences
in staining of embryos submitted with tetrazolium test; 3- Viable embryos stained with tetrazolium solution of 0.1%;
4 - Unviable embryos subjected to tetrazolium solution of 0.1%.

disturbios de coloragio e identificacdo de diferentes
tipos de injarias (Franga Neto et al., 1999). Nesse
sentido, para sementes de A. angustifolia, a utiliza¢do
da concentra¢io de 0,1% da solugdo de tetrazdlio,
além de facilitar a andlise dos tecidos viaveis e
inviaveis, possibilita a redugao de custos com o sal
de tetrazdlio, em comparagdo com a concentragao de
0,5%.

Durante a condugdo dos experimentos, foi
observada a presenca de larvas de Cydia araucariae
Pastrana (Lepidoptera: conhecida

popularmente como broca-do-pinhédo. Considerada

Tortricidae),

como a principal predadora de sementes de Araucaria
angustifolia (Gallo et al., 2002), na forma jovem, se
alimenta do tecido nutritivo do pinhéo, danificando
e inviabilizando o embrido, antes mesmo do processo
de dispersao dos propagulos (Mecke, 2002).

Foram constatados 25% de predagdo no lote 1 e
22% no lote 2; enquanto que, no lote 3, ndo foram
identificadas sementes predadas. O nivel de dano
parece estar relacionado ao local de coleta das
sementes; além disso, segundo Crawley (2000), esse
nivel depende do ciclo de desenvolvimento do inseto,
podendo variar entre anos e entre épocas de coleta.

4. CONCLUSAO

A metodologia alternativa na avaliagio da
qualidade das sementes de Araucaria angustifolia
pode ser conduzida por meio da imersdo das
sementes em agua, por 18 horas, seguida da remogao
do tegumento e do megagametofito, e imersdo em
solugdo de tetrazdlio 0,1% ou 0,5%, a 25°C por uma
hora.
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