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Resumo. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar procedimentos para
conducdo dostestes de germinagéo etetrazélio na avaliagdo da qualidade de sementes
de Eugenia pleurantha. O teste de germinacao foi realizado comareia erolo de papel,
sendo que as sementes foram mantidas em cdmaras do tipo B.O.D.s nas temperaturas
de 20°C, 25°C, 30°C e 35°C e temperatura alternada de 20°C/30°C com 10 horas de
escuro para a temperatura mais baixa e 14 horas de luz para a temperatura mais
elevada. Foram utilizadas oito repetic6es de 25 sementes para cada tratamento. Para
o teste de tetrazdlio foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 sementes submetidas as
seguintes concentragdes do sal de tetrazdlio: 0,075%, 0,1% e 0,5%, durante 4, 8 e 12
horas, em BOD no escuro a 30°C. De acordo com os resultados encontrados, obser-
va-se que a germinagao das sementes foi favorecida pelo substrato areia sob tempera-
tura de 30°C. Para o teste de tetrazdlio, os resultados mostraram que n&o houve
diferencas significativas entre os tratamentos. Porém, com o uso da concentracdo de
0,1% de sal de tetrazdlio durante 4 horas a 30°C obteve-se uma coloragdo uniforme
que permitiu a diferenciacéo entre tecidos sadios, em deterioragéo e tecidos mortos.

Palavras-chave: sementes, conservagao, viabilidade.

Abstract. Thiswork was devel oped with the aimto evaluate proceduresfor germination
and tetrazolium tests for evaluation of Eugenia handroana seeds quality. For the
germination test, seeds were sowed on sand and paper roll, kept in B.O.D.s, under the
temperatures of 20°C, 25°C, 30°C and 35°C with constant white light and alternate
temperature of 20/30°C with 10 hours in the dark for the lowest temperature and 14
hoursin continous light for the highest temperature. Eight repetitions of 25 seeds were
used for each treatment. For tetrazolium test seeds were imbibed in water during 12
hours at 30°C; after that the teguments were removed and the seeds were cut
longitudinally. Four repetitions of 25 seeds were used submitted to the following
concentrations: 0,075%, 0,1% and 0,5%, during 4, 8 and 12 hours, in BOD in the dark
at 30°C. seeds germination was favored by the sands substratum under temperature of
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30°C and for the tetrazolium test the results showed that there were not significant
differences among the treatments. However with the use of the concentration of 0,1% of
tetrazolium salt for 4 hours to 30°C was obtained uniform coloration and allowed the
differentiation of deteriorated and died seeds.

Key-words seeds, conservation, viability.

Introducéo

Eugenia pleurantha é umaarvore dafamiliaMyrtaceae, conhecida popu-
larmente como pitanga-do-mato e cafezinho e com ocorrénciano sudeste e no
sul do Brasil (DAVIDE et d., 1995). E umaespécie propagadapor sementes, €0
conhecimento sobre métodos de avaliacdo da qualidade de sementes fornece
informacOes paraasua utilizacdo em plantios de reposi ¢do e demai s programas
florestais em que pode ser empregada.

O género Eugenia destaca-se como um dos maisimportantes dafamilia
Myrtaceae, com espécies que apresentam consideravel valor comercial e nutri-
tivo (SILVA e dl., 2003). Deacordo com Maluf et al. (2003) as espéciesfrutiferas
do género Eugenia apresentam também potencial pararecomposi¢do ambiental,
possibilitando ndo somente a recuperacdo daflora como também a atracéo da
fauna.

Apesar da sua importancia, ainda existe a dificuldade de producéo de
mudas de espécies do género Eugenia, devido afaltade tecnol ogiaque permi-
tamaximizar o uso das sementes principal mente quanto a sua conservacao e
multiplicag@o (SILVA etd., 2003).

As sementes de Eugenia pleurantha foram classificadas por Carvaho
(2000) como sensiveis a dessecacdo e perdem aviabilidade rapidamente apos a
dispersdo dos frutos. Assim, as exigéncias ao processo de germinagdo das
sementes, para expressdo do maior potencial germinativo, demandam esclareci-
mentos para utilizacdo adequada dessa espécie.

O teste maistradicionalmente utilizado paraestimar aviabilidade das se-
mentes € o teste de germinacdo. Contudo, sdo escassas ainda, as informacfes
sobre os procedimentos de condugao do teste para as espécies florestais nati-
vas nas Regras para Andlises de Sementes (BRASIL, 1992).

Os estudos com germinagdo de sementes sdo realizados geral mente, com
0 objetivo de ampliar os conhecimentos fisiol égicos e morfol égicos do embrido
e daplantula, verificar as influéncias de fatores ambientais no processo; esti-
mar as causas e avaliar métodos de superacao de dorméncia; avaliar o estadio
de maturacdo das sementes e verificar o efeito do processamento e
armazenamento sobre aqualidade de sementes (BASKIN & BASKIN, 1998).

A exigénciatérmicaparagerminacdo das sementes de umaespécie vege-
tal éum fator importante a ser definido pelainfluéncia que exerce no processo
de germinacdo, ao determinar ataxa e a capacidade germinativa; o fator tem-
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peraturapode, também, influir nasuperagéo de dorméncia primariae/ou secun-
dariaou mesmoinduzir dorménciasecundaria(BEWLEY & BLACK, 1994).

Quanto aos substratos comumente recomendados para as espécies
arbdreas, a areia é empregada para sementes grandes, ou aquel as que exigem
um longo periodo para germinagdo, enquanto o papel é usualmente utilizado
para sementes pequenas, ou que Ndo necessariamente requerem luz paragermi-
nar (ISTA, 1991).

O teste de tetrazolio constitui metodologia de destaque na avaliagéo da
gualidade de sementes; pois 0 mesmo pode propiciar informagdes valiosas
sobre o vigor, além de possibilitar o diagndstico dos principais problemas que
podem afetar aqualidade das sementes (KRZY ZANOWSKI et al., 1999).

As sementes de algumas espéci es arbdreas necessitam de longo periodo
paragerminar, geralmente devido adorméncia. Desse modo, o teste detetrazdlio,
pelarapidez naestimativadaviabilidade, tem sido aplicado asementesdetais
espécies (ISTA, 1991) como nos trabal hos realizados paraGuazuma ulmifolia,
(NETO & AGUIAR, 2000), Didymopanax morototoni (FRANCO & FERREIRA,
2002), Passiflora giberti, (FERREIRA et a., 2002), Soondias mombin (SILVA,
2003) e Malpiguia emarginata (COSTA et a., 2003). No caso de sementes do
género Eugenia, o teste de tetrazdlio pode auxiliar na avaliagéo da qualidade
fisiol6gica das sementes.

Embora ostestes de germinacéo e de tetrazolio sgjam largamente aplica
dos nos campos de andlise e fisiologia de sementes, as metodologias para o
emprego de tais determinacfes em sementes de Eugenia pleurantha ndo cons-
tam naliteratura. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar os procedimentos
paraconducdo dos testes de germinagéo e de tetrazdlio em sementes de Eugenia
pleurantha, no intuito de se criarem parémetros paraaavaliacéo daqualidade
fisiolégica de suas sementes.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras, La-
vras, MG

Na primeiraquinzenado més de novembro de 2005, frutos madurosforam
coletados com auxilio de podao e lona plasticade, aproximadamente, 15 matri-
zes em areas remanescentes de mata naregiao da cidade de Lavras, localizada
no sul deMinasGerais(21°14' S, 45°00' W). A regido apresentaum climadotipo
Cwhb, segundo aclassificacéo climaticade K oppen, caracterizado por umaesta-
¢ao seca de abril a setembro e outra chuvosa de outubro a margo. As médias
anuais de temperatura, precipitacdo pluvial e umidade relativas sdo, 19,3°C;
1.411 mm e 77%, respectivamente.
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O processamento consistiu damaceracdo e despol pamento dos frutosem
peneira, sob &gua corrente, de modo a separar as sementes dos residuos dos
frutos. A secagem das sementesfoi feitaa sombraaté aeliminagdo do excesso
de &gua, de acordo com as recomendagbes de Davide et al. (1995). Em seguida,
foi determinado o grau de umidade pelo método da estufaa 103 + 2°C por 17
horas (BRASIL, 1992), com 4 repeticdes de dois gramas de sementes partidas
transversalmente. Os resultados foram calculados com base no peso Umido
das sementes e os resultados foram expressos em porcentagem.

Foram conduzidos dois experimentos. O primeiro paraavaliar efeitosde
diferentes substratos e temperaturas na germinagdo das sementes, e o segun-
do para testar diferentes concentragdes de sal de tetrazdlio sob diferentes
tempos de incubagdo na avaliacdo da qualidade fisiol6gica das sementes de
Eugenia pleurantha.

Considerando o primeiro experimento, as sementes foram desinfestadas,
inicialmente, com solugao de hipoclorito de sddio 2% por 2 minutos e, poste-
riormente, instalado o teste de germinaco. O experimento foi conduzido em
camaras do tipo BOD e os tratamentos foram constituidos pela combinagdo de
temperaturas constantes de 20°C, 25°C, 30°C e 35°C sob |uz branca constante, e
alternada de 20-30°C, com 10 horas deluz e 14 horas de escuro e dos substratos
(rolo de papel e areiaautoclavadadentro de caixas do tipo gerbox). O testeteve
aduracdo de 90 dias, com contagens semanais e foram consideradas germina-
das sementes que apresentaram pléantulas emersas ao final do teste.

O experimento foi desenvolvido em delineamento i ntel ramente casualizado
com oito repeticdes de 25 sementes cada, constituindo-se um fatorial 2X5 (dois
tipos de substratos e cinco temperaturas diferentes). Os dados de porcenta-
gem de germinagdo (plantulas normais) obtidos foram submetidos aandlise de
variancia. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey,
a5% de probabilidade utilizando o programa estatistico SISVAR.

Quanto ao segundo experimento, as sementes foram imersas em agua
destilada por 12 horasa 30°C. Pré-testes realizados indicaram o seccionamento
longitudinal, seguido daremogéo do tegumento, como método mais adequado.
Apbs o corte longitudinal, os embrides foram colocados em copos plésticos
onde permaneceram imersos em solucdo de tetrazélio a30°C no escuro. Foram
utilizados as concentrac6es da solucéo de tetrazolio de 0,075%, 0,1% e 0,5% e
tempos deimersdo de 4h, 8h e 12h, com quatro repeticdes de 25 sementes para
cada tratamento, constituindo-se um fatorial 3X3 (trés concentragdes e trés
periodos diferentes de imersdo das sementes na solucao).

Asavaliagbesforam realizadas com auxilio de lente de aumento e pinga, e
os embrides foram separados em categorias deviaveis e ndo viaveis, de acordo
com os diferentes padrées de coloracdo que variaram do vermel ho intenso até
0 branco.
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Para efeito de comparagéo com os resultados do teste de tetrazolio, foi
realizado um teste de germinagdo com sementes provenientes de frutos que
haviam permanecido armazenados em camarafriadurante trés meses. O experi-
mento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro re-
peticBes de 25 sementes. Inicialmente, as sementes foram desinfestadas com
hipoclorito de s6dio 2% por 2 minutos e colocadas sobre areia autoclavada, a
30°C saob luz branca constante, de acordo com a metodologia empregada no
primeiro experimento. O testeteve duracdo de 90 dias e as contagens de plantulas
normaisforam realizadas semana mente.

Os dados obtidos nos teste de tetraz6lio e de germinagdo foram submeti-
dosaandlise de variancia. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa SANEST
(ZONTA etal., 1985).

Resultados e Discussao

O lote de sementes de Eugenia pleurantha apresentou grau de umidade
de 35,4% por ocasido da realizacgo dos testes. Delgado & Barbedo (2007)
também encontraram elevados conteldidos de agua em sementes de espécies
brasileiras do género Eugenia apds o beneficiamento. O inicio daprotrusdo de
radiculas ocorreu aos 28 dias apds a semeadura. A emergéncia de plantulas
normaisfoi observada ap6s 90 dias do inicio do teste. Resultados semelhantes
foram observados por Maluf et a. (2003) ao realizar o teste de germinacdo com
sementes de Eugenia involucrata. Em trabal ho realizado com Eugenia stipitata,
Gentil & Ferreira(1999) verificaram que o tempo de emergénciade plantulasfoi
de 66 dias.

Os resultados médios de porcentagem de germinagdo encontram-se na
Tabelal. Foi observadainteracéo significativaentre substrato etemperatura. A
germinacdo sobre o substrato areia apresentou um desempenho crescente,
conforme o aumento datemperatura, com excecdo datemperaturade 35°C que
podeter sido drastica. Temperaturas acimada 6timaacel eram avel ocidade do
processo, mas desorganizando-o, de forma que o nimero de sementes que
conseguemn completé-lo éreduzido (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

O substrato rolo de papel ndo apresentou um comportamento padréo,
conforme o aumento da temperatura, destacando-se as temperaturas de 20°,
25°, 20/30° e 35°C que proporcionaram as mai ores porcentagens de germinagdo
eforamiguaisentresi, estatisticamente. A germinac&o das sementes sob faixa
mais ampla de temperatura propicia maiores chances de estabelecimento de
plantulas no campo; e, portanto, pode ser vantgjoso em relagdo as espécies
cujas sementes germinam sob faixa de temperatura mais estreita; o fato pode
ser importante principalmente em ambientes tropicais onde a temperatura €
bastante varidvel aolongo do ano (FANTIN, 2001).
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O gréfico da Figura 1 apresenta dados de germinagdo obtidos com a
utilizac&o do substrato rolo de papel sob diferentestemperaturas. Os tratamen-
tos conduzidos com astemperaturas de 20/30°C e 35°C, que apresentaram re-
sultados finai s de germinac&o superiores e estatisticamente iguais (Tabela 1),
também permitiram que estes resultados fossem al cangados aos 28 dias apds o
inicio do teste. Isto ndo foi verificado para as demais temperaturas que apre-
sentaram resultados finai s de germinag&o semel hantes.

Tabela 1. Porcentagem final de germinacdo de sementes de Eugenia pleurantha
utilizando substrato sobre areia e rolo de papel.

Temperatura (°C) Areia Rolo de Papel
20 30bB 14,0 aAB
25 9,0aB 12,0aAB
20/30 90bB 18,0aA
30 20,0aA 80bB
35 20bB 19,0aA

M édias seguidas pela mesma | etra mintsculanalinha e mai Uscula na colunanéo diferem
entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apesar de apresentar maiores resultados de porcentagem de germinagéo,
no substrato rolo de papel foi verificado o desenvolvimento de fungos, o que
exigiu trocas constantes do papel tornando o emprego do mesmo bastante
trabalhoso para a espécie em estudo. Esse tipo de substrato também néo foi
adequado para germinacdo de sementes de Didymopanax morototoni em
consequéncia da proliferacdo de fungos (FRANCO & FERREIRA, 2002). A
ocorréncia de sementes infestadas por insetos também prejudicou a avaliacdo
da germinagdo nesse tipo de substrato, devido a perfuragéo do papel ocasiona-
da pela saida de larvas das sementes.

A conducéo do teste de germinacdo em substrato rolo de papel também
dificultou o controle daumidade do substrato. Prudente et a . (2005) verificaram
gue aintensidade luminosa e a umidade foram preponderantes no desenvol vi-
mento e estabelecimento de pléntulas de Eugenia brasiliensis, Eugenia
pyriformis e Eugenia unifloraem diversas areaspor meio de semeaduradireta.

Os resultados de germinacéo apresentados pela Figura 2 revelaram, na
temperatura 30°C e com a utilizago do substrato areia, o maior valor absoluto
de germinacéo (Tabela 1) em relacéo ao substrato rolo de papel, e possibilitou
maior resultado aos 90 dias apds amontagem do teste. Asdemai s temperaturas
utilizadas com esse substrato ndo foram eficientes para conducéo do teste, em
razéo dos baixos val ores de germinagdo apresentados ao final do experimento.
Deacordo com Abreu et al. (2005) o substrato areia € indicado paratodo tipo de
sementes, inclusive as espécies mais sensivels ap ressecamento e que exigem
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um periodo mais prolongado para compl etarem agerminagao.

Silvaet a. (2005) também utilizaram atemperaturade 30°C paraconduzir o
teste de germinacdo de sementes de Eugenia uniflora, E. involucrata e E.
brasiliensis. A temperatura de 30°C também esta dentro da faixa considerada
6timaparagerminacdo de sementesdejabuticaba(VALIO & FERREIRA, 1992),
de macaranduba (LANDGRAF, 1994), de barbatim&o, de jatoba do cerrado
(DIGNART, 1998), de sucupirapreta(FERRONATO, 1999), de canafistula(OL I-
VEIRA, 2000) edemutamba(NETO et a., 2002).

Entretanto, ao conduzirem teste de germinagéo parasementesdefaveleira,
Silva& Aguiar (2004) verificaram que o0 substrato areia apresenta o inconveni-
ente de drenar excessivamente a gua, ficando a parte superior ressecada, ser
muito pesado e de dificil manuseio dentro do gerbox.

147 ] m 28 dias
0O 41 dias
0O 52 dias
6 0O 90 dias

Germinacéo (%)

20 25 20-30 30 35
Temperaturas (°C)

Figura 1. Germinacdo acumul ada de sementes de Eugenia pleurantha utilizando
substrato rolo de papel sob diferentes temperaturas.
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Figura 2. Germinagdo acumul ada de sementes de Eugenia pleurantha utilizando
substrato areia sob diferentes temperaturas.

Paraumamelhor afericéo do desenvol vimento dametodol ogiado teste de
germinagdo para as sementes dessa espéci e, sugerem-se arealizagdo de novas
tentativas com outros substratos e autilizagdo de um maior nimero delotesde
sementes com diferentes qualidades.

Pela andlise dos resultados a seguir, o teste de tetrazdlio mostrou poten-
cial para estimativa da viabilidade das sementes das espécies estudada. Essa
observacdo possivelmente deve-se ao fato dos embrifes de Eugenia apresen-
tarem-se conferruminados, ou seja, os cotilédones sdo aderidos sem vestigio
de eixo hipocatilo-radicula, sugerindo a presenca de tecido meristematico ndo
diferenciado (BARROSO et a.,1991). Tal caracteristicapodejustificar olento
processo germinativo e a baixa porcentagem de germinac8o das sementes re-
cém-col hidas de Eugenia pleurantha. Assim, o teste de tetrazolio poderia ser
util paraprever a qualidade fisiol 0gica das sementes desta espécie.

Apbs o tempo de embebicdo das sementes em &gua por 12 horas, as
sementes apresentaram grau de umidade de 50,5%. A literaturatem mostrado
gue o grau de umidade das sementes, apds afase de pré-condicionamento éum
fator extremamente importante para o desenvolvimento normal da coloracdo
pelo teste detetrazolio (COSTA et al., 1998). E provavel que o vaor degrau de
umidade atingido durante o periodo de embebicéo ja esteja dentro daqueles
quecaracterizam afase || do padréo trifasico de embebicéo, que € afase estacio-
nariae ocorre em funcéo do balango entre o potencial osmatico e o potencia de
pressdo. Nesta fase ainda, a semente absorve agua lentamente e ndo ocorre
crescimento do eixo embrionério (BEWLEY & BLACK, 1994).
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Portanto sup8e-se que o tempo de pré-condicionamento de 12 horas sgja
suficiente para ativar 0s processos fisiol 6gicos necessarios para reagéo do sal
detetrazolio, como foi reportado por Nascimento (1997), em sementes deGenipa
americana.

A partir dacolorago apresentada pel os embridesforam definidas 2 cate-
gorias de sementes vidveis e 3 categorias de sementes ndo viaveis (Figura4).
Os padrfes de tonalidade observados na sec¢éo interna das sementes variaram
do réseo (semente viavel) ao branco (semente morta). A coloragéo brancafoi
encontrada, principal mente, no centro do embri&o, estendendo-se paraa peri-
feria, assim como observado por Camargo (1997) ao avaliar aqualidadefisiol 6-
gicade sementes de castanheira-do-brasil.

Os resultados obtidos para viabilidade, de acordo com os padrfes de
coloragdo, estéo apresentados na Tabela 2. Foi observada ausénciade diferen-
¢as significativas entre as concentragdes utilizadas para o lote estudado; en-
tretanto, as concentragdes utilizadas proporcionaram diferentes tonalidades
nos embriBes de Eugenia pleurantha. Todavia, asolucdo detetrazolio 0,5% e
o tempo de 12 horas dificultaram a interpretacdo das classes de viabilidade
devido aformagao de coloracdo escura bastante uniforme nos embrides.

Embora ndo ocorresse nenhuma diferenca significativa entre os trata-
mentos, e aandlise dos resultados por meio do teste de tetrazolio em sementes
ser subjetiva, vale salientar que, por motivos de economia de reagentes e dis-
posicdo de funcionarios para realizacédo de testes de rotina em |laboratérios,
sugere-se a utilizagdo da solugéo de tetrazolio com concentracdo de 0,1% e
tempo de exposicéo de 4 horas. Esta combinac&o de concentracéo de solucdo
e periodo deimersao das sementes na solucao do sal detetrazdlio permitiu uma
intensidade de col oracdo nos tecidos dos embrides e possibilitou melhor sepa-
racdo entre os padrfes de coloragcdo apresentados. A concentracéo de 0,1%
também apontou melhores resultados para avaliar a viabilidade e o vigor de
|otes de sementes de Peltophorum dubium (OL 1V EIRA, 2000).
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Tabela 2. Resultados médios do teste de germinacao e porcentagem de
viabilidade obtidos com o teste de tetrazélio em sementes de Eugenia
pleurantha, para os diferentes tratamentos estudados.

Tratamentos Por centagem de viabilidade
0,5% 12 h PYa
0,075% 12 h PYa
0,1%12h 9% a
0,5%4h 9%Ba
0,5%8h 93a
0,075% 8 h Na
Germinacao 87 a
0,1%4h 88a
0,1%8h 87a
0,075% 4 h 87a
Ccv 7,66%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia

Quando empregada a concentracdo de 0,075% foi constatada a dificulda-
de deinterpretacéo, no que diz respeito a alteragdes no processo de coloragéo
pelo tetrazdlio, por gerar uma coloragdo muito clara. Porém, a utilizacdo da
mesmafoi possivel avaliar aviabilidade potencial de sementes Senna multijuga
e Senna macranthera em bancos de sementesno solo (FERREIRA et al., 2004).
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Categorias de sementes viaveis

Figura 3. Categorias encontradas no teste de tetraz6lio em sementes de Eugenia
pleurantha. A - embrido com coloragdo réseo homogéneo e aspecto normal e
firme; B — embrido com menos de 50% dos tecidos internos descoloridos e
demais regifes rosas;, C — embri&io com colorag&o vermelho intenso e tecido
amolecido; D — mais de 50% dos tecidos do embrido descoloridos e demais
regides com coloragdo vermelho intenso; E — embrido completamente
descolorido.

As sementes infestadas apresentaram regides com coloracéo vermelho
intenso, o que corresponde ao tecido em deterioracdo ocasionado pelaentrada
das larvas de insetos do género Bruchids no interior das sementes. Estes
resultados indicam que h& a necessidade de novas pesquisas no sentido de
aplicacdo de novas concentragdes de solucdo do sal detetrazdlio eautilizagdo
de diferentes | otes de sementes para verificar diferencas de viabilidade.

Para sementes de Eugenia pleurantha, o teste de germinacdo teve dura-
¢do de 90 dias, enquanto que os resultados do teste de tetrazdlio foram obtidos
em apenas dois dias. Diante disso, 0 emprego do teste de tetrazolio pode otimizar
aprevisdo da qualidade fisiol 6gica das sementes da espécie em estudo.

Conclusbes

Para a conducéo do teste de germinagdo em laboratério de sementes de
Eugenia pleurantha pode-se recomendar o substrato areia combinado com a
temperaturade 30°C.
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A utilizag&o daconcentracdo de 0,1% de sa detetrazdlio durante 4 horas
a30°C permitiu coloragdo uniforme efoi eficiente paraavaliagdo daviabilidade
das sementes de Eugenia pleurantha.
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