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RESUMO

A rapidez na avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes agiliza as
tomadas de decisdes nas etapas finais da produgcdo, armazenamento e
comercializagdo das mesmas. O presente trabalho teve por objetivo analisar as
metodologias para aplicacdo dos testes de tetrazdlio, lixiviacdo de potassio, pH
do exsudato, condutividade elétrica para a determinacdo da qualidade
fisiolégica de sementes recém colhidas de Dalbergia miscolobium Benth. As
sementes foram desinfetadas e submetidas aos seguintes testes: I)Teste de
germinacdo pelo método do rolo de papel filtro a 25°C, aplicando os seguintes
tratamentos: 1) sementes sem corte no tegumento e expostas a luz; 2)
sementes com corte na parte lateral do tegumento e expostas a luz; 3)
sementes sem corte e sem luz; e 4) sementes com corte na parte lateral do
tegumento e sem luz. Il) Teste de tetrazolio a 1% de concentracdo — aplicando
0S seguintes tratamentos de preparo da semente: i) hidratacao entre folhas de
papel filtro a 25°C por 24 horas; ii) hidratacdo entre folhas de papel filtro a 25°C
por 24 horas seguido de corte na porcéao lateral do tegumento; e iii) hidratacao
entre folhas de papel filtro a 25°C por 24 horas seguida de remoc¢ao completa
do tegumento. Ill) Teste de condutividade elétrica, pH do exsudato e
Lixiviacdo de potassio- As sementes foram agrupadas em conjuntos de 20
unidades, pesadas e colocadas para embeber em 100 mL de agua Mili-Q
empregando-se diferentes tempos de embebicdo (30, 60, 90, 120 e 240
minutos) em camara de temperatura constante calibrada para 25°C. Cada
tratamento (tempo) foi composto por 10 repeticdes de 20 sementes. Apos cada
um dos periodos foram extraidos 15 mL da solucdo de embebicdo das
sementes para determinar o potassio lixiviado por meio da Técnica de
Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA). No restante da solucdo de
embebicdo foram realizadas as medidas de: condutividade elétrica com o
auxilio de um condutivimetro de bancada; do pH com auxilio do pHmetro de
bancada e solu¢cdes indicadoras de pH. Essas metodologias de andlises de
potassio, pH e condutividade elétrica também foram realizadas com sementes
envelhecidas artificialmente por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas para verificar
o efeito da deterioracdo sobre a liberacdo de exsudatos e a germinabilidade
das sementes. ApOs essas avaliacfes as sementes envelhecidas foram postas
para germinar. Os resultados demonstraram que as sementes coletadas
possuem boa qualidade, com média de 87% de germinacdo, bem como a
hidratacdo em papel filtro a 25°C por 24 horas seguida da remocdo do
tegumento foi o tratamento que permitiu o melhor desempenho do teste de
tetrazolio nas andlises das sementes de Dalbergia miscolobium Benth.
Verificou-se, ainda, que had um aumento da condutividade elétrica e da
lixiviacdo do potassio em funcdo do tempo de embebicdo das sementes de
Dalbergia miscolobium. Para as sementes envelhecidas artificialmente
verificou-se que houve um aumento nos valores de potassio lixiviado e da
condutividade elétrica associados a um decréscimo dos valores de germinacéo
das sementes.

Palavras Chave: teste de tetrazodlio, teste de pH do exsudato da semente, teste
de lixiviagdo de potassio e teste de condutividade elétrica.
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ABSTRACT

The decision making during the final stages of production, storage and
marketing of seeds depends directly on the legerity of the analysis in quality
streamlines. This study aimed to analyze the methodologies for application of
tetrazolium tests, leaching of potassium, pH and electrical conductivity of
exudate to determine the physiological quality of seeds newly harvested
Dalbergia miscolobium Benth. The seeds were disinfected and subjected to the
following tests: i) Germination test by the filter paper at 25° C roll method by
applying the following treatments: 1) seeds without cutting the seed coat and
exposed to light , 2) seeds by cutting the side integument and exposed to light ;
3 ) seeds without cutting and without light , and 4) seeds with cut in the side of
the integument and without light. Il ) Test tetrazolium at 1% concentration -
applying the following treatments to prepare the seed : i) hydration between
sheets of filter paper at 25°C for 24 hours role ii ) hydration between sheets of
filter paper at 25°C for 24 hours followed by cutting the side portion of the
integument , and iii ) hydrating between sheets of filter paper at 25°C for 24
hours followed by complete removal of the seed coat paper. 1l ) Test electrical
conductivity and pH of the exudate leaching potassium - Seeds were grouped
by sets of 20 pieces , weighed and placed to soak in 100 mL Milli - Q water
using different soaking times ( 30, 60, 90, 120 and 240 minutes) in a constant
temperature chamber that was calibrated to 25°C. Each treatment (time) is
comprised of 10 repetitions of 20 seeds. After each period, 15 mL of the seed
soaking were extracted to determine the potassium leached through the
technique of atomic absorption spectrometry (AAS ). The remainder of the
soaking solution was measured in the electrical conductivity with the aid of a
bench conductivity meter, PH with the aid of a pH meter and bench and pH
indicator solutions. These potassium, pH and electrical conductivity analyzis’
methods were also performed with artificially aged seeds for periods of 24 , 48 ,
72 and 96 hours with the aim to verify the effect of deterioration on the release
of exudates and germination of seeds. After those reviews, the aged seeds
were set to germinate. The results showed that seeds collected have good
quality , with an average of 87 % germination, as well as hydration on filter
paper at 25°C for 24 hours followed by removal of the seed coat, this was the
treatment that allowed the best performance of the tetrazolium test in the
analyzes seeds of Dalbergia miscolobium Benth. It was also showed by the
results that there is an increase in electrical conductivity and potassium
leaching according to time of seed imbibition Dalbergia miscolobium. For the
artificially aged seeds were found that there was an increase in the amounts of
leached potassium and electrical conductivity associated with a decrease in the
values of seed germination.

Key words : tetrazolium test, pH of seed exudate test, potassium leaching test
and electrical conductivity test.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de se determinar a qualidade das sementes surgiu, na
Europa, como consequéncia de problemas constatados hnha sua
comercializacdo. Em 1869, surge na Alemanha o primeiro laboratério de
andlise de sementes (BRASIL, 2009). No Brasil em 1967, com base nas regras
da ISTA (Internacional Seed Testing Association) e da AOSA (ASSOCIATION
OF OFFICIAL SEED ANALYSTS), o Ministério da Agricultura editou as
primeiras Regras para Analise de Sementes brasileiras (RAS), que sofreu
atualizacdes em 1992 e 2009. Porém essas regras foram elaboradas visando
avaliar as sementes de espécies agricolas que sao comercializadas em
grandes volumes e possuem um papel importante na economia do pais. No
gue se diz respeito a sementes florestais, as regras de analise sé&o
consideradas limitadas ja que ndo contemplam adaptacfes metodologicas que
atendam a diversidade morfologica das sementes de espécies florestais.

Em razdo das fortes pressdes internacionais para conservacao da
biodiversidade brasileira associadas aos avancos das leis que visam proteger o
meio ambiente no Brasil e suas acOes de fiscalizacdo, observa-se o
desenvolvimento do mercado de mudas de espécies florestais que séo
demandadas para recuperacdo de areas degradadas, recomposicao de areas
de Reserva Legal nas propriedades rurais e a formacao plantios consorciados
de espécies agricolas e florestais.

Atualmente, sao facilmente encontradas, empresas que comercializam
sementes florestais para atender o setor viveirista. E possivel comprar
sementes de diversas espécies florestais, onde o preco médio € de 150 reais
por kilograma de sementes (IPEF, 2013). Trata-se de um mercado em
expansao, e por isso a venda de sementes florestais vem recebendo maior
atencdo também do Ministério da Agricultura que editou as instrucdes
normativas n° 44 de 23/10/2010 e n° 26 de 26/10/2012 que apresentam 0s

procedimentos técnicos para certificacdo da qualidade de sementes de 50
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espécies florestais. Os procedimentos técnicos descritos nestas instrucdes
adotam o teste de germinacdo e indica métodos de superacdo de dorméncia,
tipo de substrato e temperaturas mais adequadas para aplicacado do teste em
cada espécie.

O parametro mais utilizado para avaliar a qualidade fisiolégica de
sementes € o teste de germinacdo, por se tratar de um teste confiavel e
reproduzivel, mas como este é realizado em condi¢des favoraveis, apresenta
véarias limitacdes; além de nédo possibilitar a identificacdo precisa dos fatores
gue afetam a qualidade, ndo detecta algumas sutilezas na deterioracdo das
sementes, nao prediz o resultado do desempenho das sementes em condi¢cdes
gerais de campo e o potencial de armazenamento (DELOUCHE, 2002).

Apesar do teste de germinacdo ser o0 procedimento técnico mais
aplicado, outras técnicas podem ter suas metodologias ajustadas e servir como
ferramentas rapidas e eficientes para certificar a qualidade de lotes de
sementes comercializadas. Além de representar a possibilidade de otimizar
tempo e recursos dos laboratérios certificadores.

Os testes para avaliacdo rapida da viabilidade de sementes,
geralmente, se baseiam na coloracdo dos tecidos vivos das sementes ou na
permeabilidade das membranas celulares (MENEZES et al., 1994).

Os testes rapidos mais estudados estéo relacionados com os eventos
iniciais da sequéncia de deterioracdo proposta por Delouche e Baskin (1973), a
degradacédo das membranas celulares e a reducao das atividades respiratérias
e biossintéticas estudadas por Dias e Marcos Filho (1996). Dentre estes testes
estdo o teste de tetrazdlio (DELOUCHE et al., 1976), o Teste do pH do
exsudato (PINA-RODRIGUES et al 2004;) , condutividade elétrica (MARCOS
FILHO, 1994) e lixiviacdo de potassio (SIMON e RAJA-HARUN, 1972). Para
todas essas Técnhicas mencionadas as metodologias foram desenvolvidas para
sementes agricolas, e para serem aplicadas em sementes florestais

necessitam ter adaptacdes metodoldgicas validadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar se os testes de condutividade elétrica, lixiviagdo de potassio e
pH do exsudato da semente, produzem resultados eficientes e comparaveis
aos testes de germinacao e tetrazolio para verificar a viabilidade das sementes
de Dalbergia miscolobium Benth.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar os procedimentos de preparo mais adequado para as sementes de
Dalbergia miscolobium Benth para expd-las ao teste de tetrazolio;

e Verificar as variagcdes que ocorrem durante diferentes tempos de embebicéo
para deteccdo de ions lixiviados pelas sementes nos testes de lixiviacdo de
potassio, condutividade elétrica e pH do exsudato;

e Comparar as Técnicas de Técnica Fluorescéncia de Raios X (XRF) e
Espectometria de Absorcdo Atbmica (EAA) para verificar a concentracdo de
potassio nas sementes de Dalbergia miscolobium Benth;

e Aplicar a Técnica de envelhecimento acelerado para verificar seu efeito na
exsudacao de ions pelas sementes de Dalbergia miscoloboium Benth por meio
dos testes de condutividade elétrica, lixiviagdo de potassio e pH do exsudato;

e Analisar o Teste do pH do exsudato pelos métodos quantitativo e
colorimétrico aplicados nos exsudatos das sementes de Dalbergia
miscoloboium Benth; e

e Propor adequacfes para as metodologias de realizacdo dos testes de
tetrazodlio, condutividade elétrica, pH do exsudato e Lixiviacdo de potassio para
as sementes de Dalbergia miscoloboium Benth.
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3. HIPOTESE

Os resultados dos testes de lixiviacao de potassio, condutividade elétrica
e pH do exsudato expressam resultados tdo confiaveis como os reproduzidos
pelos testes de germinagdo e tetrazOlio para verificar a viabilidade de
sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 TECNICAS APLICADAS PARA VERIFICAR A VIABILIDADE DE
SEMENTES

4.1.1 Teste de germinacao

A germinacdo € um fendmeno biolégico que pode ser considerado
botanicamente como a retomada do crescimento do embrido, com o
consequente rompimento do tegumento pela radicula (LABOURIAU, 1983).
Este evento fisiologico depende da qualidade da semente e das condi¢cdes de
germinacao tais como o fornecimento de oxigénio, suprimento de agua e
adequacao de temperatura e substrato (SALOMAO e SOUSA-SILVA 2003).

O teste padrédo de germinacdo € o procedimento oficial para avaliar a
capacidade das sementes em produzir plantulas normais em condicdes
favoraveis de campo, mas nem sempre revela diferencas de qualidade e de
desempenho entre lotes de sementes, que podem se manifestar no
armazenamento ou mesmo no campo (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Ao longo do teste de germinacdo sdo fornecidas condi¢cdes otimas e
controladas as sementes para favorecer a retomada da atividade metabdlica
gue dara origem as mudas. O objetivo principal dos testes de germinacdo €
obter informacBes sobre a qualidade das sementes, que sdo usadas na
indicacdo de lotes para armazenamento e semeadura (PINA-RODRIGUES,
2004).
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As condicdes otimas de germinacdo das sementes sdo padronizadas
para cada espécie com a finalidade de repeticdo do teste em diferentes locais,
sendo testados varios fatores para que a germinacdo seja a mais rapida,
regular e completa da maioria das sementes de um determinado lote. As
informacgdes obtidas permitem ajustes de semeadura e/ou comparacédo de
diferentes lotes de sementes (BRASIL, 2009).

Os estudos de germinacdo de sementes sdo geralmente realizados
objetivando a ampliacdo dos conhecimentos fisiolégicos, verificacdo das
respostas de germinacdo a fatores ambientais, causas de dorméncia e
métodos de superacdo, obtencdo de conhecimentos morfoldgicos,
acompanhamento do desenvolvimento do embrido e da plantula, verificacdo do
estadio de maturacdo das sementes e do efeito do processamento e
armazenamento sobre a qualidade de sementes (BASKIN e BASKIN, 1998).

Porém o teste de germinacdo apresenta algumas limitacdes tais
como a demora de obtencéo de resultados do teste de germinacéo, que podem
variar de 7 a 360 dias dependendo da espécie, a apresentacdo de resultados
mascarados pelos processos de dorméncia, ataque de micro-organismos e
quiescéncia (MATOS, 2009). Em razdo dessas caracteristicas € comum

adocao de outras técnicas como por exemplo o teste de tetrazolio.

4.1.2 Teste de Tetrazolio

O teste de tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases
(FRANCA NETO et al., 1998) as quais catalizam as reacdes respiratorias nas
mitocdndrias, durante a glicdlise e o ciclo de Krebs.

Quando o cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio é reduzido, formando o
trifenilformazan, isto indica que ha atividade respiratoria nas mitocéndrias,
significando que ha viabilidade celular e do tecido. Portanto, a coloracao
resultante da reacdo é uma indicacdo positiva da viabilidade através da
deteccdo da respiracdo a nivel celular. Tecidos ndo viaveis ndo reagem e

consequentemente ndo séo coloridos (FRANCA NETO et al., 1998).

19



Segundo estes autores no tecido vigoroso, haver4d a formacdo de um
vermelho carmin claro; se o tecido esta em deterioracdo, um vermelho mais
intenso ser& formado, em virtude da maior intensidade de difusdo da solucéo
de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio pelas membranas celulares comprometidas
de tais tecidos; se 0 mesmo é ndo viavel, a reducao do sal ndo ocorrera, e o
tecido morto contrastara como branco (ndo colorido) com o tecido colorido
viavel.

Franca Neto et al. (1998) listaram as vantagens e as desvantagens do teste
de tetrazdlio. Dentre as vantagens citadas pelos autores estéo:

e O teste ndo é afetado por diversas condi¢cdes que podem afetar o teste

padrao de germinacao;

e Foca atencdo as condicdes fisicas e fisiologicas do embrido de cada

semente individualizada;

e Permite rapida avaliacdo da viabilidade e do vigor;

e Permite a identificacéo de diferentes niveis de viabilidade; e

e Fornece o diagnostico da causa da queda da viabilidade das sementes.

Sobre as desvantagens Franca Neto et al. (1998) descrevem o teste de
tetrazolio como uma técnica que:

e Requer treinamento especial sobre a estrutura embrionaria da semente

e sobre técnicas de interpretacao;

e E relativamente tedioso, uma vez que as sementes sdo avaliadas uma a

uma, requerendo, desta forma, experiéncia e paciéncia;

e Embora seja um teste relativamente rapido, ele consome um maior

namero de homem-hora que o teste de germinacao padrao;

e NAao mostra a eficacia de tratamentos quimicos, nem as injarias que

estes possam causar; e

e Requer do analista capacidade de decisdo pelas caracteristicas do teste.

Outras desvantagens do teste sdo descritas por Matos (2009), tais como: o
fato de ser um teste destrutivo, 0 alto custo do reagente e a necessidade de
uma analista bem treinado e experiente para realizar a leitura dos resultados.
Além destas desvantagens, ressalta-se que nas especificacdes técnicas do

reagente € feito um alerta de que o reagente pode causar cancer.
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Segundo Souza (1994) um dos requisitos para obtencao de resultados
confidveis deste teste é a formulacdo de solugBes aquosas de cloreto de
tetrazolio que ndo sejam acidas; tal fato se deve a qualidade da agua usada na
formulacdo da solugcdo. Em consequéncia da acidez da solucdo, a coloragao
dos embrides se apresentara de forma inadequada, causando interpretacdes
errbneas do estado de viabilidade das sementes.

4.1.3 Processo de deterioracdo das sementes

A deterioracdo pode ser definida como toda e qualquer transformacéo
degenerativa da semente, podendo ser de origem bioquimica, fisica, fisiologica
ou genética. A Ultima etapa desse processo € a perda do poder germinativo
(POPINIGIS, 1977).

O processo de deterioragcdo tem como alteracdo bioquimica inicial a
desestruturacdo do sistema de membranas ao nivel celular (KOOSTRA e
HARRINGTON, 1973). A desestruturacdo de membrana leva a um
desequilibrio na sua capacidade de regular o fluxo de solutos, em ambos 0s
sentidos, tanto na célula como na organela (RIBEIRO, 2000).

A perda da integridade ou descontinuidade das membranas, com a
consequente lixiviagdo de ions e metabdlitos volateis, em quantidades
diferentes, ocorre em funcéo do grau de deterioracdo das sementes (CHEN e
BURRIS, 1991). Sementes com baixa viabilidade e vigor apresentam maior
lixiviacdo de solutos que sementes vigorosas e com alta germinacao
(HAMPTON, 1995).

A deterioracdo das sementes é um processo degenerativo continuo, que
tem inicio apds a maturidade fisiol6gica e se prolonga até que haja a perda da
viabilidade e morte da semente (MARCOS FILHO, 2005). Estudos de Abdul-
Baki e Anderson (1972) sobre o tema revelam que deterioracdo das sementes
pode ser entendida como toda e qualquer transformacdo degenerativa
irreversivel na sua qualidade, apds terem atingido nivel maximo da qualidade
fisiolégica. De acordo com as condicbes ambientais envolvidas e do manejo
adotado, a deterioracdo pode ser potencializado (MARCOS FILHO, 2005).
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As principais alteragbes envolvidas na deterioragdo de semente sdo o
esgotamento das reservas, a alteragdo da composi¢do quimica, a oxidacdo de
lipidios, a quebra parcial das proteinas, a alteracdo das membranas celulares,
a reducdo da integridade e aumento da permeabilidade e desorganizagéo
celular, alteragBes enzimaticas e de nucleotideos (VILLELA e PERES, 2004).

Para Ferreira e Borghetti (2004), a deterioracdo das sementes é
progressiva e tem como principais causas fatores genéticos, biéticos (como

ataque de patdégenos) e abidticos (danos mecanicos).

A deterioracdo das sementes inclui alteracbes de carater fisico,
fisiologico e bioquimico. A primeira modificacdo degenerativa ocorre nas
membranas celulares, com consequiente perda da permeabilidade seletiva
(POPINIGIS, 1977), seguida por uma cadeia de varias outras transformacodes
degenerativas. Carvalho e Nakagawa (2000) afirmam que a umidade relativa
influencia diretamente a respiracao das sementes, sendo, portanto, o fator mais

relevante para o armazenamento.

Estudos de Vieira et al. (2001) mostram que a velocidade de deterioracéo
das sementes pode ser controlada por meio do correto armazenamento e do

controle das condi¢cdes de umidade relativa do ar e a temperatura do ambiente.

Os testes de vigor baseados na integridade dos sistemas de membranas
da semente vém merecendo especial atencdo, por identificar o processo de
deterioracdo na sua fase inicial e permitir que medidas corretivas sejam
tomadas para reduzir ou minimizar o seu efeito na qualidade fisiolégica da
semente (MATOS, 2009).

4.1.4 Teste de Condutividade Elétrica

A necessidade de métodos que agilizem a tomada de decisédo e, ao
mesmo tempo, sejam confidveis e de facil execucao, tem exigido dos setores
produtivos e de pesquisa em sementes alternativas seguras para a avaliacéo
do seu potencial de desempenho, particularmente no que diz respeito ao vigor

e quando sob condi¢des de campo (COLETE et al, 2007).
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O teste de condutividade elétrica na solugdo de embebicdo das
sementes tem sido recomendado para quantificar substancias lixiviadas para o
meio de embebicdo, uma vez que sementes com baixo vigor apresentam
desorganizacdo na estrutura das membranas celulares, acarretando aumento
na lixiviacdo de solutos, tais como acucares, aminoacidos, acidos organicos,
proteinas e substancias fendlicas, e fons inorganicos: K*, Ca*, Mg* e Na'
(AOSA, 2002).

Trabalhos realizados com sementes de amendoim (Arachis hypogaea
L.), por Vanzolini e Nakagawa (1999) e soja (Glycine max (L.) Merr.)por Vieira
et al., (2002) apontaram que a determinacdo da condutividade elétrica da
solucdo de embebicéo tem sido proposta como um teste bastante sensivel para
avaliar o vigor, uma vez que no processo de deterioracdo um dos eventos
iniciais € a perda da integridade das membranas (BARBOSA et al., 2012). Ja
Colete et al. (2007), ao estudar o teste de condutividade elétrica da solugcéao de
embebicdo de sementes soja, concluiram que o teste foi capaz de estimar a
emergéncia de plantulas de soja em campo.

No que se referem a sementes florestais, alguns estudos vem sendo
direcionados em funcéo do tempo de embebicdo. Rodrigues (2010) estudou o
teste de condutividade elétrica aplicando diferentes os tempos de embebicéo
de 30, 60 e 90 minutos nas sementes de Acacia Farnesiana (L.) Willd;
Enterolobium gummiferum (Mart.) Macb. e Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc,
gue foram armazenadas por quatro anos. O autor verificou que com a variacao
morfoldgica das sementes das diferentes espécies estudadas ha uma variacao
no tempo de embebicdo para deteccdo dos lixiviados.

Martins (2011) também estudou os tempo de embebicéo de 30, 60, 90 e
120 minutos para analisar sementes de Caesalpinia ferrea Martius, Pterogyne
nitens Tul. e Copaifera langsdorffii Desf. pelo teste de condutividade elétrica,
empregando o método individual. Os resultados demonstraram que o tempo de
embebicédo é diferenciado em funcdo da dureza dos tegumentos. Essa mesma
autora comparou os resultados do teste de condutividade elétrica com o0s
resultados do teste de tetrazdlio e verificou que o teste de condutividade
elétrica foi tdo eficiente quanto o teste de tetrazolio para analisar a viabilidade

das espécies estudadas.
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Ramos et al. (2012) estudaram os tempos de embebi¢cao de 30, 90, 120,
180 e 240 minutos para aplicacdo do teste de condutividade elétrica em
sementes recém-coletadas Kielmeyera coriacea Mart., realizando a leitura das
sementes individualmente. Estes autores concluiram que para os intervalos de
tempo aplicados n&o houve diferenca significativa; ao comparar os resultados
de condutividade elétrica com os resultados dos testes de germinacdo e
tetrazolio, os autores concluiram que técnica utilizada foi eficiente para verificar

a viabilidade das sementes de Kielmeyera coriacea Mart.

4.1.5 Teste de Lixiviacao de Potassio

O teste de lixiviagdo de potassio vem se destacando para avaliagdo do
potencial fisiolégico de sementes, produzindo resultados satisfatérios em
diversas espécies (MARCOS FILHO, 2005).

O teste de lixiviacdo de potassio tem principio semelhante ao de
condutividade elétrica, pois se baseia na integridade das membranas celulares
das sementes, com a diferenca de que no de condutividade elétrica, determina-
se a quantidade total de ions liberados durante a embebicédo e, no de lixiviacdo
de potassio, quantifica-se somente o potassio lixiviado na solucao, visto que
este € o principal ion inorganico lixiviado pelas sementes durante a embebicao
(KIKUTI et al., 2008).

A quantidade de potassio liberada por sementes embebidas tem sido
utilizada como indicador da integridade do sistema de membranas celulares
(WOODSTOCK et al., 1985). A literatura descreve analises de outros ions
como calcio e magnésio lixiviados pelo mesmo processo, entretanto os autores
destacam o potassio como o indicador mais eficiente para a determinacdo de
vigor e viabilidade de sementes.

Woodstock et al. (1985) relataram que a liberacdo de potéssio e calcio
proporcionou melhor indicacéo do potencial fisiol6gico de sementes de algodao
guando comparados com avaliacdo da quantidade total de ions liberados pelas

sementes, analisados pelo teste da condutividade elétrica.
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O curto periodo de avaliagcdo é outro aspecto positivo do teste de
lixiviagdo de potassio uma vez que apos 30 minutos de embebicdo para
sementes de feijdo (BARROS et al., 1999) foi possivel determinar diferencas
entre os lotes avaliados.

Ashraf et al. (2001) destacaram que alguns ions inorganicos sao
lixiviados nas primeiras horas de embebicdo, especialmente o potassio.
Espécies que possuem sementes pequenas, como aipo, alface e cenoura,
apresentam cerca de 90% de lixiviacdo de potassio nos primeiros 15 minutos
de imersdo em agua (SIMON e MATHAVAN, 1986), isto ocasiona a obtenc¢éo
de resultados mais rapidos, sem perder a precisdo, tornando o teste de
lixiviacdo de potassio uma alternativa promissora para 0s programas de
controle de qualidade de sementes (COSTA et al., 2007).

Marcos Filho et al. (1982) observaram que a lixiviagcdo de potassio é
inversamente proporcional ao poder germinativo e vigor de sementes de soja,
ou seja a medida que lixiviagdo de potassio aumenta ha uma diminuicdo da
viabilidade das sementes analisadas por estes autores.

Favarato et al. (2011) analisaram sementes de trigo pelo teste de
lixiviacdo de potassio onde 50 sementes de cada lote foram postas em
embebicdo a temperatura de 25 °C por 120 min em 75 mL de agua deionizada.
A determinacao do potassio lixiviado foi realizada empregando-se o método de
fotometria de chama, cujos valores foram expressos em gramas de K+/ kg de
semente. Estes autores concluiram que o teste de lixiviacdo de potassio é
eficiente na avaliacdo da qualidade de sementes de trigo, podendo ser utilizado
como teste rapido para avaliacéo do vigor.

Dias et al. (1998) aplicaram o teste de lixiviagdo de potassio em
sementes de feijdo de vagem e quiabo e concluiram que a técnica necessita
estudos adicionais para adequar sua metodologia e viabilizar a sua utilizacéo

mais ampla.
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4.1.6 Teste do pH do Exsudato da semente

O teste do pH do exsudato da semente € um método bioquimico que se
baseia nas reacfes quimicas que ocorrem no processo de deterioracdo e que
podem determinar a reducéo da viabilidade das sementes (PINA-RODRIGUES
et al., 2004). O teste se baseia em que sementes em avancado grau de
deterioracdo liberam mais ions H +, tornando o meio em que se encontram
mais &cido.

Os acUcares, os acidos organicos e os ions contribuem na acidificacédo
do meio e provocam a diminuicdo do pH do exsudato de sementes; as mais
deterioradas apresentam maior lixiviagcao e, consequentemente, exsudatos com
maior poder tamp&o. Em contrapartida, as sementes menos deterioradas
lixiviam menos, propiciando um menor poder tampdo na agua de embebicao
(PESKE e AMARAL, 1994).

Dentre as solu¢des usadas como indicadoras de pH esta a solucéo de
fenolftaleina. O teste de pH do exsudato com fenolftaleina foi utilizado para
determinar a viabilidade de sementes de soja, por Amaral e Peske (1984), e de
feijdo por Fernandes et al. (1987).

O teste do pH do exsudato baseado na alteracdo do pH provocada pela
exsudacao de lixiviados tem mostrado correlagdes significativas com o teste
padrdo de germinacdo para sementes de diferentes espécies cultivadas, a
exemplo da soja (SANTANA et al., 1998). A leitura dos resultados do teste é
feita verificando-se a coloracdo da solucdo de embebicdo das sementes logo
apos o contato desta com as solucfes indicadoras. Assim, exsudatos acidos
indicam sementes inviaveis. No entanto, a analise feita é qualitativa, pois a
coloracéo realizada pelas solucdes indicadoras aponta se 0 meio esta acido ou
basico, ndo havendo uma quantificacdo do pH da solucéo analisada.

O Teste do pH do exsudato aplicado a sementes florestais apresentou-
se como uma técnica ndo destrutiva. Matos (2009) aponta que sementes de
angico germinam apos serem submetidas a técnica. Além disso, a autora
descreveu o Teste do pH do exsudato pelo método individual como uma
técnica capaz de verificar a viabilidade de sementes que apresentam

dorméncia do tipo tegumentar e embrionaria. Outra vantagem do teste é a
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rapidez de obtenc&o dos resultados, que sao apresentados imediatamente,
apos o contato das solugdes indicadoras com a solucdo de embebicdo da
semente.

Matos (2009) ndo encontrou evidencias de que o tegumento das
sementes comprometesse 0 processo de embebicdo, pois ndo houve
diferenca estatistica nos resultados encontrados para as diferentes formas de
exposicao das sementes analisadas pelo teste.

Sousa (2009) aplicou o Teste do pH do exsudato para avaliar
sementes de Dimorphandra mollis Benth., Lafoensia pacari A. St.-Hil., e Virola
sebifera Aubl. armazenadas em sacos de papel pardo em condi¢cdes de
temperatura ambiental ao longo de um ano, e obteve resultados semelhantes
aos de Matos (2009).

Araujo (2009) ao aplicar a técnica com diferentes tempos de
embebicdo em sementes de Acacia polyphylla DC, verificou que o tempo de
trinta minutos é suficiente para verificar a lixiviacdo de solutos, indo de encontro
com os dados da metodologia proposta por Cabrera e Peske ( 2002).

Martins (2009) avaliou a concentragcdo da solucdo indicadora de
carbonato de soédio utilizada no Teste do pH do exsudato. O autor aplicou
diferentes concentracdes para avaliar sementes armazenadas e concluiu que a
solugcdo com concentracdo de 8,5¢g/L € a mais adequada por ndo haver
diferenca na leitura dos resultados, quando se utiliza concentracées maiores.

Um dos pontos importantes na determinacdo do exsudato de sementes
€ o tempo de embebicéo, e alguns trabalhos tém se concentrado neste sentido,
como o de Simon e Raja-Harun (1972) apud Fernandes et al. (1987), os quais
relataram que a maioria do exudato de semente de ervilha (Pisum sativum. L)
lixiviou durante as primeiras duas horas de embebicdo. Eles sugeriram que, em
sementes secas, as membranas estdo em uma condicdo que permite a
passagem livre de solventes e solutos e ndo funcionam como barreira, quando
sdo embebidas em agua.

Sobre este mesmo tema, Matthews e Rogerson (1976) mostraram que a
maior lixiviacdo de solutos ocorreu durante as primeiras horas de embebicéo
da semente, mas sugeriram que as diferencas ocorridas entre lotes de
sementes foram devido a retencéo de solutos dentro do citoplasma do que as

diferencas na taxa de restabelecimento da membrana.
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4.1.7 Envelhecimento Acelerado

O teste de Envelhecimento acelerado foi desenvolvido por Delouche
(1965) com o intuito de complementar as informacdes fornecidas pelo teste de
germinacao.

O teste de envelhecimento acelerado foi desenvolvido por Delouche
(1965) e baseia-se no principio de que sementes submetidas a temperatura e
umidade relativa elevadas tém a deterioragcdo aumentada, resultando na queda
de sua qualidade

Segundo Pifa-Rodrigues (1984) a Técnica de envelhecimento acelerado
€ uma metodologia auxiliar cujo emprego se mostra bastante promissor em
sementes florestais, ndo sO na area de tecnologia e analise de sementes como
também em outras. Para Chaisurisri et al. (1993), a técnica de envelhecimento
artificial pode ser também utilizada como meio para avaliar a eficacia da
conservacao ex situ de sementes de espécies florestais.

Apesar das vantagens e simplicidade do teste de envelhecimento
artificial, seu uso tem se restringido a sementes grandes. Para sementes
relativamente pequenas, como as olericolas, este teste parece nao fornecer
resultados consistentes com desempenho no campo. Sementes destas
espécies, devido a seu pequeno tamanho, absorveriam agua rapidamente
durante periodos de envelhecimento artificial, deteriorando-se muito intensa e
rapidamente, o que dificultaria a obtencdo de resultados confiaveis
(BREGAGNOLI et al., 2013).

Jianhua e McDonald (1996) propuseram uma adequacdo para a
realizacdo do teste de envelhecimento artificial em sementes de pequenas
dimensdes. Nesse método, ao invés de agua pura no fundo do “gerbox”, os
pesquisadores propdem que se coloque uma lamina de uma solugcdo aquosa
de algum tipo de sal. As moléculas do sal, unindo-se por adsorcéo as de agua,
tornar-lhes-ia mais dificil & movimentacéo, o que significaria uma menor taxa de
evaporacao no interior dessas caixinhas plasticas, onde o envelhecimento é

realizado; diminuindo-se a umidade relativa do ar e o valor de equilibrio
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higroscépico das sementes, em conseqiéncia sua taxa de deterioracdo
(BREGAGNOLI et al., 2013).

Atualmente, o teste é utilizado para avaliar o vigor de sementes de
diversas espécies sendo aplicado em programas de qualidade conduzidos por
empresas produtoras de sementes, pois em poucos dias, pode-se obter
informacdes relativamente seguras sobre o potencial de armazenamento dos

lotes processados (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

4.1.8 ESPECIE ESTUDADA

A Dalbergia miscolobium é membro da botanica familia Fabaceae,
sendo popularmente conhecida como Jacaranda do Cerrado. Esta espécie tem
ocorréncia registrada no cerrado sentido restrito e cerraddo distrofico. Podendo
ser encontrada no DF e nos estados do CE, GO, MA, MG, MT, MS, PA, SP e
TO (LORENZI, 2002).

Trata-se de uma arvore decidua, com frutificacdo entre os meses de
maio e julho. Suas sementes séo dispersas pelo vento (Figura 1) e apresentam
uma taxa de germinacdo que varia de 84 a 98%, levando de 7 a 14 dias para
germinar (LORENZI, 2002).

Figura 1: Aspectos dos frutos e sementes de Dalbergia Miscolobium
Benth.
Fonte: Lorenzi (2002)
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A morfologia das sementes de Dalbergia Miscolobium Benth. é descrita
por Montoro (2008) como reniforme e achatada, de coloragcédo variando de
marrom a castanho acinzentado. Possui textura rugosa e tegumento fino.
Apresenta dimensdes que variam de 1,1 a 1,4 cm de comprimento, 0,5 a 0,7
cm de largura e 0,1 de espessura. Segundo o autor a taxa de germinacao é
85% em 40 dias utilizando-se escarificagcdo mecanica com lixa de parede de
gramatura 40.

Sassaki e Felippe (2010) analisaram o desempenho do crescimento das
plantulas de Dalbergia Miscolobium sob o efeito dois tratamentos: tipo de solo
(solo de mata e de cerrado) e quantidade agua. Os autores concluiram que a
espécie obteve melhor desempenho de crescimento nos solos de Cerrado e
com pouca disponibilidade de agua. Esse dado caracteriza a espécie como
uma opcdo a ser empregada em programas de recuperacdo de areas
degradadas.

Essa espécie apresenta potencial para 0 paisagismo e para a
recuperacdo de areas degradadas. Trata-se de uma espécie ameacada de
extingdo e por essa razao € protegida por lei que impede o corte nas areas do
Distrito Federal (Lei Distrital -Decreto n°® 14.783/1993).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e Preparacédo das Sementes

As sementes de Dalbergia miscolobium Benth foram coletadas conforme
a indicacao de Figliolia e Aguiar (1993). As sementes foram coletas em oito
matrizes na area do Centro Olimpico do Campus Universitario Darcy Ribeiro —
UnB, Setor de Clubes Norte e nas imediacbes da Fazenda Agua limpa —
Brasilia, DF, Brasil.

As éareas das matrizes de coleta foram identificadas com auxilio de
aparelho GPS da marca GARMIN modelo Vista (Tabela 1).
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Tabela 1: Coordenadas geogréficas das areas de coleta das arvores matrizes
de Dalbergia miscolobium Benth.

AREAS COORDENADAS

S15°57'58,9" W47°55'17,7"
S15°58'00,4" W47°55'21,0"
S15°54'27,1" W47°56'44,8"
S15°57'56,3" W47°55'00.2"
S15°57'57,4" W47°55'04.6"
S15°57'58,2" W47°55'10,3"
S$15°58'00,0" W47°55'20,0"
S15°58'00,4" W47°55'21,0"

XN O, WNPE

A selecdo das arvores matrizes foi feita com base na fitosanidade dos
individuos, onde individuos que apresentassem folhas com algum tipo de
macha carateristica da presenca de fungos eram descartados. Foram
coletados cerca de 8.000 frutos que tiveram sua maturidade estimada pela
coloracdo marrom das vagens e pela visualizacdo de umidade nas vagens.

As sementes foram extraidas dos frutos manualmente e misturadas para
homogeneizar o lote para que os dados produzidos pudessem representar as
respostas produzidas pela espécie estudada. Em seguida, foram desinfetadas
com banho de imersdo em solucdo de hipoclorito a 1% de concentracao, e
posteriores lavagens em agua corrente por 5 minutos. Esse procedimento é
uma adaptacédo para procedimento proposto por ISTA (1976) que recomenda a
assepsia das sementes com hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1% por 10 minutos
uma vez que considerou que este tempo de exposi¢cao associada a morfologia
delicada das sementes de Dalbergia miscolobium Benth poderia comprometer
a integridade das amostras.

Apds esse processo, as sementes foram secas em papel toalha e
colocadas em bandejas abertas por 24 horas, em laboratorio, para s6 entdo
serem realizados o0s procedimentos experimentais. As andlises foram
realizadas nas instalacbes do Laboratério de Sementes e Viveiros do

Departamento de Engenharia Florestal da UnB.
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5.2 Aplicacdo dos métodos de andlise
5.2.1 Teste de germinacao

As sementes foram separadas em quatro subamostras para a analise do
efeito de fotoblastismo e a presenca de dorméncia. Foram aplicados os
seguintes tratamentos: 1) sementes sem corte no tegumento e expostas a luz;
2) sementes com corte na parte lateral do tegumento e expostas a luz; 3)
sementes sem corte e sem luz; e 4) sementes com corte na parte lateral do
tegumento e sem luz. Os cortes foram feitos com auxilio de estilete na lateral
das sementes.

Os tratamentos foram distribuidos em rolos de papel filtro que foram
colocados em sacos plasticos. As amostras que testavam o efeito da auséncia
de luz foram recobertas com papel aluminio e os que testavam o efeito da luz
foram colocados apenas em saco plastico transparente. O material foi
acondicionado em camara de germinacdo de temperatura constante calibrada
para 25°C com fotoperiodo ajustado para 12 horas e Luz branca.

Foram realizadas 10 repeticbes de 10 sementes por tratamento. O
critério adotado para verificacdo da germinacéo foi o critério botanico, onde se
considera germinada a semente que tenha emitido radicula com pelo menos
2,0 mm de comprimento (CASTELLANI et al., 2009).

Foi avaliado o percentual de sementes germinadas e o0s resultados
obtidos foram submetidos a analise variancia a 5% de significancia, seguido
do teste de meédias de Tukey; sendo o SAEG (2007), na versdo 9.1, o

programa estatistico utilizado para as analises.

5.2.2 Teste de Tetrazoélio

Em trés subamostras foram aplicados o0s seguintes tratamentos: i)
hidratacdo entre folhas de papel filtro a 25°C por 24 horas; ii) hidratacdo entre
folhas de papel filtro a 25°C por 24 horas seguido de corte na porc¢ao lateral do
tegumento; e iii) hidratacdo entre folhas de papel filtro a 25°C por 24 horas,

seguida de remocdo completa do tegumento. ApOs 0 procedimento de
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preparacdo, as sementes foram separadas em recipientes por repeticdo e
recobertas por solugéo de tetrazdlio a 1% de concentragdo por um periodo de
24 horas, em camara de temperatura constante calibrada para 25°C.

ApoOs este periodo de exposicdo, as sementes foram lavadas e
separadas em duas classes: 1) Viaveis - sementes cujo o eixo embrionario e o
tecido de reserva foram coloridos uniformente; e 2) Inviaveis - sementes que
ndo coloriram por completo e as sementes cujo 0 eixo embrionério ndo coloriu.
Para cada tratamento adotou-se 10 repeticbes onde cada repeticdo foi
composta por 10 sementes para cada um dos tratamentos realizados. Os
dados encontrados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
médias de Tukey, a 5%. As andlises foram feita no programa estatistico SAEG
versado 9.1 (UFV, 2007).

5.2.3 Teste de condutividade elétrica

As sementes foram agrupadas em conjuntos de 20 unidades, pesadas e
colocadas para embeber em copos plasticos contendo 100 mL de agua Mili-Q.
Esse numero foi selecionado baseado no trabalho de Vanzolini e Nakagawa
(2003). As amostras foram postas para embeber por periodos de 30, 60, 90,
120 e 240 minutos em camara de temperatura constante calibrada para 25°C.
Cada tratamento (tempo) foi composto por 10 repeticdes de 20 sementes.

Apés cada um dos periodos foi realizada a leitura da condutividade
elétrica com o auxilio de um condutivimetro de bancada microprocessado da
marca QUIMIS®, modelo Q405M. Os resultados de condutividade, expressos
em pS/g/cm, foram corrigidos pela divisdo da condutividade pelo peso das

amostras.
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5.2.4 Teste de lixiviacao de potassio

5.2.4.1 Estudo dos métodos para deteccdo do potassio nas sementes de
Dalbergia miscolobium Benth.

Uma amostra de 200g de sementes de Dalbergia miscolobium Benth. foi
triturada e posta para secar em estufa de circulagéo de ara forcada calibrada
para 50°C por um periodo de 24 horas. Ap0s este processo, 10 subamostras
de 0,5 g foram colocadas em cadinho de porcelana e levadas para um forno
tipo mufla, calibrado para 500°C, durante 3 horas. As cinzas produzidas foram
postas para esfriar em dessecador. De cada subamostra foi extraida uma
porcdo média de 0,2g que foram colocadas em recipientes plasticos lacrados
(Figura 2).

Figura 2: Recipientes de plastico lacrados (porta amostras) com

amostras de cinzas de sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

Estes recipientes foram colocados no Espectrémetro de Fluorescéncia
de Raios X por Energia Dispersiva da Marca Shimadzu, modelo EDX-720 para
a verificacdo dos elementos quimicos contidos nas cinzas das sementes de
Dalbergia miscolobium Benth pelo método de Fluorescéncia de Raios X (XRF)
gue determina quantitativamente os elementos presentes em uma determinada

amostra (Figura 3).
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Figura 3: Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva
da Marca Shimadzu, modelo EDX-720, aberto para receber as amostras.

Durante a analise de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva, 0
equipamento aplica Raios X na superficie da amostra, e determina pela
frequéncia de onda dos elementos a composicdo quimica da amostra
analisada. Os elementos individuais presentes na amostra emitem seus raios-X
caracteristicos (fluorescentes) que determina quais elementos estdo presentes
no material. As principais vantagens desta técnica sdo a rapidez e a néao
destrutibilidade da amostra, permitindo que materiais em pequenas
guantidades possam ser analisados por outras técnicas. O objetivo
fundamental desta andlise foi avaliar o percentual de potassio na composicéo
das sementes de Dalbergia miscolobium e comparar com os resultados obtidos

pela analise de Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica (EAA).

5.2.4.2 Coleta de exsudatos e determinacdo dos teores de potassio pela

Técnica Espectrometria de Absorcédo Atdomica (EAA)
As sementes foram agrupadas em conjuntos de 20 unidades, pesadas e

colocadas para embeber em copos plasticos contendo 100 mL de agua Mili-Q.

Esse numero de sementes foi escolhido em fungéo dos resultados do trabalho
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de Vanzolini e Nakagawa (2003). Foram realizados cinco tratamentos,
correspondentes aos periodos de embebicdo: 30, 60, 90, 120 e 240 minutos,
em camara de temperatura constante calibrada para 25°C. Cada tratamento foi
composto por 10 repeticdes de 20 sementes.

Ap6s cada um dos periodos foram retirada aliquotas de 15ml, com
auxilio de pipeta volumétrica. Essas aliquotas foram armazenadas em tubos de
ensaio com tampa, que foram levadas para o Laboratério de Quimica Analitica
(LAQUAA) do Instituto de Quimica da UnB onde foram acidificadas com acido
nitrico concentrado e armazenadas em geladeira até o momento da leitura, no
espectrofotdbmetro de absorcéo atdmica, dos teores de potassio por amostra.

As concentracdes de potassio no exsudatos foram determinadas por
Espectometria de Absorcdo Atomica (EAA), empregando-se equipamento da
marca Varian AA240FS, e utilizando-se chama de ar/acetileno ( Figura 4).
Utilizou-se uma calibracdo externa por meio de uma curva de calibracdo. Os

resultados foram expressos em mg/ L/ g de sementes.

T
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Figura 4: Espectrofotdmetro de Absorcao Atémica utilizado para as
analises de potassio nos exsudatos das sementes de Dalbergia miscolobium
Benth.
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5.2.5 Teste do pH do exsudato da semente pelo métodos quantitativo e
colorimétrico

Foi adotado o método massal do Teste do pH do exsudato, onde um
grupo de 20 sementes foi colocada em um recipiente contendo 100 ml de agua
destilada e encaminhada para camara de germinacdo com auséncia de luz,
calibrada para 25°C por periodos de 30, 60, 90, 120 e 240 minutos. ApGs esse
periodo foi avaliada a presenca de H+ lixiviado com o auxilio de pHmetro de
bancada um da marca Tekna modelo T 10000.

Em seguida aplicou-se nos mesmos exsudatos do método qualitativo.
Para tal utilizou-se o método proposto Cabrera e Peske (2002) onde sao
aplicadas duas solucbes indicadoras para verificar o pH: (1) A solucdo
indicadora de fenolftaleina que € composta de 1 g de fenolftaleina dissolvida
em 100 mL de alcool absoluto e a adicdo de 100 mL de &agua destilada e
fervida; (2) a solucéo indicadora de carbonato de sodio que é composta de 8,5
g/L de agua destilada e fervida.

Ao final do processo de embebicao foram adicionadas 10 gotas de cada
solucdo para cada recipiente onde as sementes avaliadas estavam em
embebicdo. Para esse tratamento o resultado € lido como: solugcbes de
embebicédo incolores séo indicadas como acidas e, portanto, as sementes sao
consideradas inviaveis, ao passo que as solucbes de embebicdo que
apresentarem coloracdo rosa determinam um meio basico e, portanto, as
sementes encontram-se viaveis. Foram realizadas 10 repeticbes de 10

sementes/repeticdo para cada tempo (tratamento).
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5.3 Verificagcdo da germinabilidade das sementes analisadas pelas
Técnicas de condutividade elétrica, lixiviacdo de potassio e pH do
exsudato

Para estabelecer uma comparacéo entre os resultados obtidos pelas
técnicas de condutividade elétrica, lixiviacdo de potassio e pH do exsudato dos
diferentes tratamentos foi montado um teste de germinagcdo seguindo as
normas de analise de sementes (BRASIL, 2009) com as sementes que deram
origem aos exsudatos analisados.

Foi utilizado o método dos rolos de papel filtros acondicionados em
sacola plastica tipo ZIPLOC, que foram acondicionadas em camara de
germinacgdo calibrada para 25°C constantes e fotoperiodo de 12 horas. A
duracéao do teste foi de 30 dias, com monitoramento diario de umidade.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e com decomposicéo
em polindmios ortogonais para analise do efeito do tempo. As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SAEG na
versédo 9.1 (UFV, 2007).

5.4 Verificacdo dos exsudatos lixiviados por sementes envelhecidas
artificialmente

5.4.1 Procedimento de envelhecimento

As sementes de Dalbergia miscolobium foram colocadas em caixas
plasticas (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) como compartimento individual (mini-camaras),
possuindo em seu interior uma bandeja de tela de aluminio, onde foram
colocadas as sementes, formando uma camada simples sobre a superficie da
tela. No interior de cada caixa foram adicionados 40 mL de agua.

As caixas, tampadas, foram mantidas em camara de germinacdo de
temperatura constante calibrada para 41°C, por trés periodos de
envelhecimento: 48h, 72h e 96 h. Foram postas vinte e cinco sementes por

caixa, totalizando 4 caixas para cada tempo de envelhecimento.
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5.4.2 Coleta e analise dos exsudatos

Decorrido cada periodo de envelhecimento, as amostras de 100
sementes por tratamento foram separadas em 10 amostras. Cada amostra
continha 10 sementes, que foram colocadas para embeber em copos
descartaveis contendo 100mL de &gua de Mili-Q. As amostras foram postas
em camara de temperatura constante calibrada para 25°C onde as amostras
permaneceram por 120 minutos.

ApoOs esse processo foram extraidos 15 mL/ amostra, para cada
tratamento, da solucdo de embebicdo contendo os exsudatos. Essa fracao foi
destinada para o teste de lixiviacdo de potassio. As concentracdes de potassio
no exsudatos foram determinadas por Espectrometria de Absorcdo Atdmica
(EAA), empregando-se equipamento da marca Varian AA240FS, e utilizando-
se chama de ar/acetileno. Os resultados foram expressos em mg/ L/ g de
sementes.

Os exsudatos restantes foram analisados pelo Teste do pH do exsudato
e teste de condutividade elétrica.

Adotou-se 0 método quantitativo do Teste do pH do exsudato onde o pH
foi medido com o auxilio de pHmetro de bancada um da marca Tekna modelo T
10000. A condutividade elétrica foi lida com o auxilio de um condutivimetro de
bancada microprocessado da marca QUIMIS®, modelo Q405M. Os resultados
de condutividade, expressos em uS/g/cm, foram corrigidos pela divisdo da

condutividade pelo peso das amostras.
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5.4.3 Verificagdo da germinabilidade das sementes envelhecidas
artificialmente

ApO6s as andlises do exsudatos, as sementes envelhecidas
artificialmente foram postas para germinar, seguindo 0s mesmos critérios e
métodos adotados para as sementes recém-colhidas. O teste de germinacgéo
foi conduzido em rolos de papel em camara de germinacdo de temperatura
constante calibrada para 25°C com fotoperiodo ajustado para 12 horas. O
tempo de avaliacao estipulado foi de 14 dias. Adotou-se o critério botanico para
verificagdo da germinacgao.

5.5 Descri¢ao esquematica dos procedimentos experimentais utilizados

Com o objetivo de facilitar a compreensdo do conjunto de métodos
aplicados no presente estudo elaborou-se um diagrama resumo das Técnicas
empregadas para o presente trabalho (Figura 5). Para os Métodos Diretos
aplicou-se o teste de germinacdo e o teste de tetrazdlio em sementes recém
colhidas.

Nos métodos indiretos foram analisadas sementes recém colhidas e
envelhecidas artificialmente pelas Técnicas de Condutividade elétrica,
Lixiviacdo de potassio e pH do exsudato seguida da verificacdo do teste de

germinacao apos a coleta dos exsudatos (verificacdo da germinabilidade).
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Figura 5: Diagrama resumo das metodologias empregadas para as analises

pela Técnicas Direta e

miscolobium Benth.

Indireta aplicadas nas sementes de Dalbergia

Essa sequéncia foi desenvolvida para que se relacionassem os valores

dos marcadores de cada Técnica e a eventual queda do poder germinativo das

sementes de Dalbergia miscolobium Benth.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teste de Germinacao

Os resultados encontrados para os diferentes tratamentos do teste de

germinacao sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos para os diferentes tratamentos aplicados

para o teste de germinacéo.

Tratamento Germinacéo
(%)
1. com corte e com luz 89%
2. com corte e sem luz 95%
3. sem corte e com luz 68%
4. semcorte e sem luz 97%

Os resultados encontrados para o teste de germinacdo foram
submetidos a andlise de variancia e os resultados foram agrupados na Tabela
3.

Tabela 3: Analise de variancia aplicada aos dados obtidos nos quatro
tratamentos de exposicdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth ao
teste de germinacao.

Fontede GL Quadrado F
Variacao Médio
Tratamento 3 52,87 12,41*

Residuo 36 51,10 --
Média 8,72 -- --

Coeficiente 13,66 - -
de
variacdo

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
O coeficiente de variacdo encontrado de 13,66 € classificado por Garcia

(1989) como um valor 6timo para analise de variaveis biolégicas e por essa

razao pode-se dizer que houve um bom controle experimental.
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Através da Tabela 3 verifica-se que houve diferenca significativa entre os
tratamentos e por essa razao aplicou-se o teste de médias de Tukey, a 5%. Os

resultados estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Médias dos tratamentos do teste de germinacao das sementes de
Dalbergia miscolobium Benth. através do Teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tratamento Médias Comparacdes
4- sem corte e sem luz 97 A
2 —com corte e sem luz 95 A
1-com corte e com luz 89 A
3 —sem corte e com luz 68 B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Verifica-se, com base na Tabela 4, que as sementes de Dalbergia
miscolobium sdao fotoblasticas neutras, pois as sementes dos tratamentos na
auséncia de luz e na presenca de luz com corte obtiveram valores de
germinacao bem préximos e sédo classificados como semelhantes pelo teste de
Tukey. Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), a luz é necessaria para a
germinacdo de algumas espécies pioneiras, mas nao € considerada fator
fundamental para as sementes nao-dormentes.

O unico tratamento classificado como diferente estatisticamente foi
tratamento sem corte e com luz; esse resultado pode ser explicado pela
presenca de fungos em duas repeticdes, afetando a germinacao para o referido
tratamento. Os fungos observados apresentam coloracao preta e se espalham
na semente causando o apodrecimento. A remocao do tegumento mostrou que
0 conteldo interno da semente encontrava-se liquefeito.

A analise estatistica mostrou que ndo ha uma dorméncia tegumentar
das sementes. Porém, o tratamento de corte do tegumento serviu para

uniformizar e acelerar a germinacédo, que se deu em 14 dias (Figura 6).
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Figura 6: Aspecto das sementes germinadas de Dalbergia miscolobium

Benth.

Montoro (2008) descreveu a germinacdo da espécie como lenta e
desuniforme. O autor obteve a taxa de germinacédo de 85% em 40 dias apés a
utilizacéo de escarificacdo mecanica com lixa de parede de gramatura 40.

Matos (2009) trabalhou com sementes de Anadenanthera falcata
(angico) e obteve resultado semelhante aos encontrados para Dalbergia
miscolobium, onde a autora ao aplicar um corte de estilete na borda das
sementes de Anadenanthera falcata obteve uma germinacdo de 94%
considerada mais rapida e mais uniforme se comparado aos 82% das
sementes sem nenhum tratamento de escarificacdo do tegumento.

O teste de germinacdo, de modo geral, demonstrou que as sementes
coletadas possuem boa qualidade fisiologica, pois obteve-se 87% de
sementes germinadas. Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos
demonstraram que o lote de sementes de Dalbergia miscolobium € composto

por sementes vigorosas e aptas a desenvolver novos individuos dessa espécie.
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6.2 Teste de Tetrazélio

Entre os resultados encontrados nos diferentes tratamentos do Teste de
Tetrazélio observou-se a presenca de sementes com injdrias, sementes
mortas, sementes em deterioracdo e sementes completamente viaveis (Figura
7). Porém, para efeito estatistico foram criadas apenas duas categorias: 1)
sementes viaveis; e 2) sementes inviaveis — que se agruparam as sementes

em deterioragdo, sementes mortas e sementes com injarias.

Figura 6: Sementes seguidas do numero 1- sementes consideradas viaveis;
Sementes seguidas do niumero 2 — sementes consideradas inviaveis

A Tabela 5 demonstra os resultados obtidos nos diferentes tratamento

de preparacdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth para aplicacéo

do teste de tetrazoélio.
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Tabela 5: Resultados dos diferentes tratamentos de preparo para exposi¢ao
das sementes de Dalbergia miscolobium Benth ao teste de tetrazélio

Tratamento Percentual de
sementes
viaveis (%)

1- Hidratacéo a 25°C 35

2 - Hidratacdo a 25°C e corte do 41
tegumento

3 — Hidratacdo a 25°C e remoc¢dao 78

completa do tegumento

Os dados obtidos pelos trés tratamentos foram submetidos a analise de
variancia ao nivel de significancia de 1% de probabilidade. Os resultados sé&o
apresentados na Tabela 6. A média geral de viabilidade pelo teste de tetrazolio
foi de 51,33%. O coeficiente de variacdo encontrado foi de 27,8 %, essa
variacdo pode ser explicada por dois fatores: i) variabilidade genética advinda
das arvores matrizes onde se coletou as amostras e as diferentes qualidades
fisiolégica das sementes oriunda do ponto de maturacdo das sementes
analisadas; e ii) os proprios tratamentos, que favoreceram niveis diferentes de
contato dos tecidos das sementes com a solucéo de tetrazdlio.

Mesmo contando com a interferéncia desses fatores, o coeficiente de
variacdo demonstrou um bom controle experimental. Ainda sobre coeficiente de
variacdo encontrado, Garcia (1989) ao propor uma tabela de andlise desta
variavel, classifica o valor encontrado como aceitavel e neste intervalo de valor

pode-se dizer que houve um bom controle experimental.
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Tabela 6: Analise de variancia aplicada aos dados obtidos nos trés
tratamentos de preparacao das sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

Fontede GL Quadrado F

Variacao Médio
Tratamento 2 5423,33 26,62*
Residuo 27 203,70 --
Média 51,33 - -
Coeficiente 27,80 - -
de
variacdo

* significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

Pela Tabela 6 verifica-se que ha uma diferenca significativa entre os
tratamentos e por essa razdo aplicou-se o teste de meédias de Tukey, a 5%. Os

resultados estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Médias dos tratamentos de preparacdo das sementes de Dalbergia
miscolobium Benth., através do teste de Tukey, a 5%.

Tratamento Médias Comparacdes
3 - Hidratagéo a 25°C e 78 A
remocao completado
tegumento
2 - Hidratag&o a 25°C e corte do 41 B
tegumento
1- Hidratagéo a 25°C 35 B

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Os tratamentos Hidratacdo a 25°C e Hidratacdo a 25°C e corte do
tegumento néo diferem entre si. Em contrapartida, o tratamento de Hidratac&o
a 25°C e remocao completa do tegumento se destacou dos demais por obter

um valor maior de sementes viaveis.
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A hidratacdo a 25°C seguida da remoc¢éo do tegumento foi o tratamento
gue permitiu o melhor desempenho do teste de tetrazélio nas analises das
sementes de Dalbergia miscolobium Benth. Apesar de ser um procedimento
trabalhoso e que necessita de habilidade para nao reproduzir resultados
equivocados por injurias causadas durante o0 processo, 0s resultados
demonstram a garantia do contato dos tecidos com a solugéo de tetrazolio.

Este resultado € explicado também pela caracteristica morfologica dos
tegumentos resistentes das espécies da Familia Fabaceae, descritas nos
estudos de Rolston (1978). Silva (2012) estudou os procedimentos de
preparacao das sementes de girassol (Helianthus annuus) para a aplicacdo do
teste de tetrazolio e concluiu que a hidratacdo foi suficiente para preparar as
sementes para aplicacdo do teste.

As Regras de Andlise de Sementes Brasileiras (Brasil, 2009) néao
recomenda um tratamento Unico, visto que as caracteristicas morfologicas
como tamanho da semente, tipo de tegumento, posicdo do embrido na
semente podem influenciar nos resultados do teste. Essas sdo ainda mais
evidentes em espécies florestais tanto pela diversidade como pelas estratégias
ecoldgicas de disperséo das espécies.

Os resultados obtidos pelo teste de tetrazélio para as sementes de
Dalbergia miscolobium Benth demonstraram que o lote possui boa qualidade
fisiolégica uma vez que 78 % das sementes foram apontadas como viaveis
pelo melhor tratamento de preparacdo. Desta maneira, recomenda-se 0
procedimento de hidratacdo em papel filtro a 25°C por 24 horas seguido da
remocado completa do tegumento para avaliar as sementes de Dalbergia

miscolobium Benth pela técnica do tetrazélio.

6.3 Teste de condutividade elétrica
Os resultados do teste de condutividade elétrica em fungcéo do tempo de

embebicdo para as sementes de Dalbergia miscolobium Benth. encontram-se

na Tabela 8, onde sdo apresentados os valores médios encontrados nas
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repeticdes por tratamento, seguido dos valores médios de germinacdo das
sementes postas para embeber.

Tabela 8: Valores médios de condutividade elétrica (uS/g/cm) e germinacao
em funcéo dos tempos de embebicéao

TEMPO DE 30’ 60’ 90’ 120° 240’
EMBEBICAO
(MINUTOS)

Valores 65,90 69,06 80,80 81,36 146,84
médios de

condutividade

(uS/g/cm)

Desvio 12,86 11,84 18,00 13,10 20,19
Padrao da CE

Valores de 95 92 97 95 86
germinagéo

(%)

Desvio 4,37 4,83 4,40 5,27 9,36
padrdo da

germinagéo

Os resultados médios encontrados para o teste de condutividade
demonstraram um aumento da condutividade elétrica em funcdo do aumento
do tempo de embebicédo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth. Estes
resultados também sdo descritos no estudo de Nunes et al (2011). Estes
autores trabalharam com tempos de embebicéo de 3, 6, 9, 12 e 24 horas para
sementes de Pinhdo manso (Jatropha curcas L) e registraram um aumento
gradativo na condutividade elétrica com o aumento do tempo de embebicéo.

Os valores de condutividade lidos representam a lixiviacdo de um
conjunto de 20 sementes e por essa razao ndo sao considerados valores altos.
Outro fator considerado é o tamanho das sementes de Dalbergia miscolobium
€ maior que o tamanho da maioria das sementes agricolas, que representam a
grande maioria dos estudos de condutividade elétrica.

Ao estabelecer uma comparacao entre os valores de condutividade e o
tamanho das sementes, os valores encontrados para Dalbergia miscolobium
sdo considerados semelhantes aos valores de condutividade elétrica
encontrados para as sementes de pinhdo manso no estudo de Araujo et al

(2011). Segundo Nunes et al. (2009), a semente de pinhdo manso possui um
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comprimento variando de 1,5 a 1,8 cm, e essa medida € proxima da medida
de comprimento da semente de Dalbergia miscolobium Benth descrito por
Montoro, (2008) que apresenta de 1,1 a 1,4 cm de comprimento.

Nunes et al. (2011) encontraram para sementes de pinhdo manso
valores que variaram de 113 a 169 uS/g/cm. Esses valores sdo proximos dos
valores médios encontrados para Dalbergia miscolobium, que variou de 65 a
146 uS/g/cm.

Os valores médios de germinacdo se mantiveram e vao de encontro com
o resultado encontrado para o teste de germinacdo padrdao onde 97% das
sementes germinaram.

Os dados encontrados nos diferentes tratamentos foram submetidos a

analise de variancia e estado apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultado da analise de variancia para os dados de condutividade
elétrica em funcao do tempo

Fontede GL Quadrado F

Variacao Médio
Tratamento 4 1310 5,57*
Residuo 45 235,25 --
Média 88,79 - -
Coeficiente 17,27 - -
de variacado

*Significativo

O desvio padrdo de 33,38 demonstra que os valores de condutividade
encontrados variam em torno de 30% em relacdo a média encontrada. O
coeficiente de variacdo de 17,27 é classificado como baixo por Garcia (1989), o

gue permite afirmar que houve um bom controle experimental.

Aplicou-se a regressdo polinomial e concluiu-se que o modelo que
melhor explicou o comportamento da condutividade em funcdo do tempo de

embebicédo foi o modelo cubico, apresentando o valor de R2 igual a 0,97.
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A partir do modelo cubico, obteve-se uma equacdo que explica a
condutividade elétrica em fungcdo do tempo de embebicdo para as sementes
de Dalbergia miscolobium Benth. A equacéo encontrada é:

CE = 14,3937 + 79,5954T — 34,1519T2 +4,6952T3
Onde,

CE — condutividade elétrica em uS/g/cm3.
T — tempo em minutos

Assim sendo, existe uma relacdo entre o tempo de embebicdo das
sementes e o valor de condutividade elétrica. A equacao apresentada permite
gue se estime a condutividade elétrica esperada para cada tempo de
embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth. O que se esperava
era encontrar uma distribuicdo Normal para os dados em funcdo da natureza
biologica das amostras. Porém o modelo estatistico cubico que melhor explicou
o comportamento da condutividade elétrica dos exsudatos das sementes de
Dalbergia miscolobium Benth. Por essa razao € importante investigar maiores
tempos de embebicdo para verificar as variagdes de condutividade elétrica em
relacéo ao periodo de embebicéo.

Krzyzanowski et al. (1991) e Vieira e Krzyzanoski (1999) citam que para
espécies de sementes agricolas consideradas grandes, como ervilha e soja, o
periodo de embebicdo e em torno de 24 horas, pois durante este periodo ainda
haveria lixiviacdo. Ja para sementes pequenas, Murphy e Noland (1982)
recomenda um periodo de embebicdo inferior a duas horas, pois nesse tempo
ocorreria a lixiviacdo maxima verificada nas sementes de hortali¢cas.

O teste de condutividade elétrica pelo método massal analisando-se 20
sementes embebidas em 100mL de agua a 25°C foi sensivel para verificar as
variacfes de condutividade elétrica e tracar uma comparacdo destes valores
observados com a taxa de germinacdo das sementes de Dalbergia

miscolobium Benth examinadas.
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Embora tenha ocorrido um aumento gradual da condutividade elétrica, a
germinacdo ndo apresentou grandes decréscimos. Essa relagdo demonstrou
gue as sementes de Dalbergia miscolobium Benth s&o vigorosas e possuem
boa qualidade fisiologica.

Sobre o método massal do teste de condutividade elétrica aplicado em
sementes de Dalbergia miscolobium Benth conclui-se que temperatura de 25°C
€ recomendavel para a realizacdo dos procedimentos de embebicdo por se
tratar de uma temperatura 6tima para o teste de germinacéo para as sementes
de Dalbergia miscolobium Benth.

Assim, o método massal do teste de condutividade elétrica pode seguir

os procedimentos descritos pela Figura 7.

12)Desinfeccdo das sementes em solugdo de hipoclorito

29) Separagdo de 20 unidades de semente*

39) Pesagem das amostras

49) Embebicao em 100mL de agua Mili Q, a 25°C por 4 horas

59) Leitura da condutividade

69) Classificagao das amostras: Valores mais altos - sementes
menos vigorosas Valores menores-sementes mais vigorosas

Figura 8: Procedimento metodoldgico sugerido para o teste de condutividade
elétrica pelo método masssal

Uma recomendacédo importante para futuros ajustes na metodologia do
teste de condutividade elétrica seria a avaliar a influencia da reativacéo
metabdlica das sementes, da mesma forma como € realizada para o teste de
tetrazolio, para sé entdo expor as sementes ao processo de embebicéo visto a
desordem do metabolismo precederia a desestruturacdo das membranas
plasmaticas. Outra andlise relevante para refinar a técnica seria avaliar a

sensibilidade do método individual comparando-o com o método massal.
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6.4 Comparacdo dos métodos para verificagdo do potdssio nas sementes
de Dalbergia miscolobium Benth

Até o presente momento, ndo ha registros na literatura da aplicacdo do
teste de Lixiviagdo de Potdssio para estimar a viabilidade e o vigor de
sementes de florestais. Assim, as andlises da composicdo quimica pela
Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF) e avaliacdo da lixiviagdo de
potassio nos exsudatos das sementes de Dalbergia miscolobium Benth pela a
Técnica de Espectrofotometria de Absorcdo Atomica (EAA) buscaram
responder se era possivel verificar o potassio sendo lixiviado durante a
embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth e se esse
indicador poderia ser utilizado como um referencial da queda do poder
germinativo destas sementes.

Na Tabela 10 sédo apresentados os elementos da composicao quimica
das sementes de Dalbergia miscolobium Benth em valores médios percentuais
encontrados pela Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF). A analise
realizada mostrou que o0s elementos em maior abundancia séo

respectivamente o potassio, calcio, fosforo magnésio e enxofre.

Tabela 10: Composicédo quimica das sementes de Dalbergia miscolobium
Benth pela Técnica de Fluorescéncia de Raios X( XRF)

Elementos Quimicos Quantidade média
presentes na composicdo da dos elementos (%)
semente de Dalbergia
miscolobium Benth

K 56
Ca 18
P 13
Mg 6,2
S 4.4
Fe 0,55
Si 0,49
Zn 0,14
Mn 0,09
Cu 0,07
Rb 0,038
Ni 0,011
Sr 0,013
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Os resultados encontrados para a composi¢cao quimica das sementes de
Dalbergia miscolobium Benth pela técnica de XRF aponta o potassio como o
componente majoritatio e por essa razao este elemento seria um marcador
mais facil de verificar no meio de embebicédo das sementes.

Aplicando a Técnica de Espectrofotometria de Absorcdo Atdémica (EAA)
nas cinzas de amostras de Dalbergia miscolobium Benth encontrou-se que o
potassio representa, em média, 55% da composicdo dessas sementes. A
aplicacdo dessas técnicas nas cinzas objetivou responder se sdo técnicas
compativeis no quesito de identificar o potassio contido na composicdo das
sementes, o0 que ficou comprovado pela semelhanca dos resultados
encontrados.

Tanto a Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF) quanto a Técnica
de Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA) séo eficientes para verificar
a quantidade de potassio contida nas amostras. Porém a técnica de
Espectrofotometria de Absorcdo Atémica (EAA) apresenta algumas
desvantagens em relagdo a Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF): a
Espectrofotometria de Absorcdo Atbmica (EAA) analisa um elemento por vez,
além de ser uma técnica destrutiva, pois a amostra € pulverizada na chama
gerada pelo equipamento para fornecer os dados de absorbancia. Também a
Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA) € considerada bastante
trabalhosa dada as etapas de preparacdo das amostras que necessitam ser
diluidas e acidificadas para ser enfim analisadas pela técnica. O mesmo nao
ocorre com a Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF), que é aplicada
diretamente nas cinzas.

Outra vantagem da Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF) € que
esta consegue rastrear um nimero maior de elementos quimicos e preserva a
amostra para outras analises. Porém os resultados encontrados nas analise
das amostras de Dalbergia miscolobium Benth demonstraram que as técnicas
se equivalem na qualidade dos resultados obtidos.

Custédio e Marcos Filho (1997) aplicaram o teste de lixiviagdo de
potassio para analisar lotes de semente de soja aplicando o método de
fotometria de chama e afirmam que ndo detectaram a relacdo entre a
guantidade de potassio lixiviado com os teores deste elemento nas sementes.

Porém o desfazimento das membranas pode ser responsavel pela maior
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liberacdo de potassio no meio embebicdo. E neste caso a liberagédo do potassio
oriundo da constituicho das membranas seria um indicativo de que a
deterioracdo estaria num estagio bastante avancado.

Também Kruse et al. (2006) descrevem que em sementes mais
deterioradas ha menor integridade das membranas e, como consequéncia,
ocorre o0 extravasamento do contetdo celular para o meio, constatado pelo
aumento da quantidade de lixiviados, durante o processo de embebicdo. Assim
0 potéassio lixiviado no meio de embebicdo poderia ser originario de fontes
diferentes, mas ambos estariam relacionados ao evento da deterioracao.

O estudo da composicao foi um importante indicador do que se poderia
observar no meio de embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium
Benth, uma vez que aspectos como a variacdo morfoldgica das sementes e a
relacdo planta-solo poderiam resultar numa variagdo da composi¢cao das
sementes refletindo diretamente nos marcadores das analises indiretas.

A proposta principal era verificar o efeito da lixiviagdo do potassio sobre
a germinacao, dessa forma as sementes utilizadas para extracdo do exsudatos
foram postas para germinar. Esse procedimento impediu a realizacdo da
comparacao do potassio inicial com o potassio lixiviado, uma vez que para isso
seria necessario aplicar as Técnicas de Fluorescéncia de Raios X (XRF) e
Espectrofotometria de Absorcdo Atdomica (EAA) nas cinzas das sementes que

foram postas para liberar os exsudatos.

6.5 Teste de lixiviacdo de potassio

Os valores médios de potassio lixiviado encontrados por
Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA) ap6s a embebicdo das
sementes de Dalbergia miscolobium e a respectiva germinacdo média séo

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores médios de potéassio lixiviado e germinagdo em funcéo do
tempo de embebicéao

TEMPO DE 30° 60’ 90’ 120’ 240°
EMBEBICAO
(MINUTOS)

Quantidade 3,75 3,62 4,08 4,63 5,02
de K/massa

de semente

(mg/ L/ g)

Desvio 1,05 0,51 1,41 1,74 1,29
padrédo do K

Valores de 95 92 97 95 86
germinacgéo

(%)

Desvio 4,37 4,83 4,40 5,27 9,36
padrédo da
germinacgao

Houve um aumento na quantidade de potassio lixiviado pelas sementes
de Dalbergia miscolobium com o aumento do tempo de embebicdo. Ha que se
ressaltar que o aumento da perda de potassio observado ndo significou uma
reducdo drastica da germibilidade das sementes. O dados obtidos permitem
concluir que tanto pelo teste de lixiviagdo de potassio como pelo teste de
germinacdo as sementes Sao vigorosas pois mesmo com o aumento dos
valores de potassio nos diferentes tempos de embebicdo, verificou-se que
nao ha uma reducao acentuada na germinacdo das sementes.

Zucareli et al (2013) estudaram a lixiviacdo de potassio, calcio e
magnésio das sementes de milho doce (Zea mays L.) por a Espectrofotometria
de Absorcdo Atdmica (EAA) e concluiram que o potassio foi o ion mais
lixiviado. Estes resultados também foram comprovados nos estudos de Kikuti et
al., (2008); e Vanzolini e Nakagawa (2003) que analisaram lotes de sementes
de amendoim (Arachis hypogaea L); e Alves et al. (2004) que avaliaram
sementes de milho (Zea mays L.). Os apontamentos destes autores confirmam
0 ion potassio como um bom indicador de vigor de sementes, e capaz de
diferenciar lotes com diferentes estados fisiolégicos.

A maioria dos trabalhos realizados com a Técnica de Lixiviacdo de

Potassio foram aplicados para analisar sementes de espécies agrarias como
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soja (DIAS et al., 1995), feijao (Dias et al, 1998), amendoim (KIKUTE et al,
2008) e girassol (AGUIAR et al., 2001; MORAES et al., 2012). Nestes trabalhos
0 potassio é utilizado como um indicador de vigor para analisar lotes de
diferentes procedéncias. Estes autores classificaram os lotes de acordo com a
guantidade de potassio medido, de modo que sementes que lixiviaram as
menores quantidades de potassio sdo consideradas as mais vigorosas. Mas no
caso das sementes recém-colhidas de Dalbergia miscolobium Benth,
independentemente do tempo de embebicdo, as sementes sdo consideradas
vigorosas visto que desprenderam pouco potassio e continuam a germinar em
grande maioria.

Os dados encontrados para o teste de lixiviagdo de potassio foram

submetidos a analise de variancia e sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultado da analise de variancia para os dados de lixiviacdo de
potassio em funcéo do tempo pela Técnica de Espectrofotometria de Absor¢cao
Atdmica (EAA).

Fonte de GL Quadrado F

Variacao Médio
Tratamento 4 1983 1,172*
Residuo 45 3497 -
Média 5,46 - -
Coeficiente 161,44 - -
de
variacdo

** Significativo

Ao realizar a decomposicdo em polindmios ortogonais encontrou-se que
o modelo que melhor explica a relacdo do potassio e o tempo de embebicéo &
o modelo linear apresentando o valor de Rz igual a 0,97. A partir deste modelo
encontrou-se a seguinte equacdo que explica a relacdo de potassio

desprendido em funcdo do tempo de embebicdo das sementes:
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K=4,2883 + 0,9276T
Onde,
K - quantidade de potassio expressos em mg/ L/ g

T — tempo em minutos

Essa equacdo encontrada pode ser aplicada para identificar a
guantidade maxima de potassio desprendida em funcdo do tempo para as
sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

O coeficiente de variagdo geral dos tratamentos encontrado foi de
161,44. Essa enorme variacdo é explicada pela diferentes quantidade de
potassio lixiviada por cada grupo de semente que compds a amostra. Fatores
como tamanho, idade e variacdo genética das sementes, juntos, colaboraram
para as diferencas encontradas nas amostras. Assim, para que se possam
controlar esses fatores, recomenda-se separar as amostras por arvore matriz,
classe de tamanho e maturidade, sendo este ultimo aspecto analisado pelo teor
de umidade e o padréo de cor.

A Técnica de Lixiviacao de Potassio € aplicavel para analisar o vigor de
sementes de Dalbergia miscolobium e demais sementes florestais, mas deve
receber os ajustes metodologicos tais como: a relacdo entre a quantidade de
sementes e 0s respectivos tamanhos assim como o0 volume da solucédo de
embebicéo.

Os resultados permitiram concluir que o teste de Lixiviagcdo de Potassio
pela Técnica de Espectrofotometria de Absorcdo Atébmica (EAA) aplicado em
sementes recém-colhidas de Dalbergia miscolobium foi eficiente na
investigacdo do vigor das sementes aplicando-se o tempo de embebicdo de
240 minutos.

Essa Técnica pode ser empregada com sucesso para verificar a
eficiéncia do programa de armazenamento de sementes, em especial nos
casos de sementes estocadas em bancos de germoplasma, por detectar as
mudancas do comeco da deterioracdo e permitir intervencdes que aproveitam
ao maximo do material genético armazenado. Desta forma recomenda-se a

utilizacéo da sequencia de procedimentos descrita pela Figura 9.
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1°)Desinfec¢ao das sementes em solugdo de hipoclorito

2°) Separagéo de 20 unidades de semente*

3°) Pesagem das amostras

4°) Embebigdoem 100mL de agua Mili Q, a 25°C por 4 horas

9°) Coleta das aliquotas de 15 mL

6°)Aplicacido da Técnica de Espectrofotometria de Absorgao Atdmica (EAA)

7°) Classificacé@o das amostras: Valores mais altos - semente de baixo vigor;
Valores mais baixos- sementes vigorosas

Figura 9: Procedimentos para aplicacdo do teste de lixiviacdo de

potassio

Contudo, para maior compreensdo dos mecanismos e futuros ajustes da
Técnica recomenda-se investigar a relacdo entre quantidade de o potassio
lixiviado em funcdo do tempo de armazenamento das sementes para
estabelecer quais faixas de valores de potassio desprendido indicam a perda
da germinabilidade das sementes. Outra recomendacédo €, assim como foi
recomendado para teste de condutividade elétrica, verificar a influencia da
preparacdo das sementes com a reativacdo metabdlica das sementes, para s6
entdo expor as sementes ao processo de embebicdo e verificar o potassio

oriundo da desordem do metabolismo celular.
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6.6 Teste do pH do exsudato pelos métodos quantitativo e colorimétrico

Os valores de pH obtidos pelo método quantitativo foram relacionados
com os valores percentuais de germinacao por repeticdo para cada tempo de
embebicdo e sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de pH e respectiva germinacéo em funcédo dos tempos de
embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

Tempo(minutos) 30’ 60’ 90’ 120° 240’
Repeticdo pH G pH G pH G pH G pH G
1 498 90 6,50 95 5,44 90 4,31* 100 5,65 85
2 6,00 90 4,53* 95 560 100 4,30r 95 520 100
3 548 100 4,78 90 540 100 591 95 552 85
4 558 100 4,50* 95 5,28 95 566 100 6,24 70
5 551 100 5,71 85 556 100 5,79 100 5,31 85
6 555 90 566 95 560 100 558 85 5,65 75
7 550 95 569 90 4,71* 100 5,79 95 577 100
8 573 95 582 85 541 100 5,67 90 5,89 85
9 515 95 549 90 5,62 90 550 90 5,67 85

=
o

586 100 563 100 532 100 5,52 100 5,48 90
Média 553 955 543 92 539 975 540 95 5,63 86
Desvio padrdgo 0,30 4,37 0,33 483 0,12 424 0,14 527 029 9,36

pH — Valores de pH lidos por repeticdo; G- percentual de sementes germinadas por repeticao

Os resultados obtidos demonstraram que as sementes de Dalbergia
miscolobium Benth germinam mesmo exsudando H+, pois se observou que
sementes com o meio de embebicdo apresentando pH entre 4,30 e 4,78
chegam a ter germinacdo de até 100%. Esta condicdo verificada pode
representar uma estratégia ecoldgica das sementes de Dalbergia miscolobium
Benth para garantir a germinacdo em ambientes acidos como é o caso dos
solos acidos do Cerrado brasileiro.

O valor de pH medido com o pHmetro mostra que as sementes
germinam mesmo liberando H+, isto € , a acidez lida no meio de embebicao
nao inviabilizou a germinacdo. Santos et al. (2013) verificaram que as
sementes de Dalbergia miscolobium que apresentaram exsudatos com pH
entre 4,77 e 5, 70 germinam em média 80 %.

O mesmo constatou Melo (2011) analisando as sementes de landim

(Calophyllum brasiliense Cambess.), pau-santo (Kielmeyra coriacea Mart. &
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Zucc.) e amendoim-bravo (Pterogyne nitens Tul.). O autor concluiu que a
acidificacdo da solucdo de embebicdo ndo é suficiente para concluir que a
semente seja inviavel.

Os resultados destes autores séo explicados devido a acidez encontrada
nos solos do Cerrado, que apresentam pH variando de 4,8 a 5,2 (LOPES e
COX, 1977). Além da interacdo planta-solo deve-se considerar a hipotese de
gue a acidez também pode representar uma estratégia ecologica de protecdo
da semente para passar sem maiores danos pelo trato intestinal de animais
dispersores e garantir o sucesso reprodutivo da espécie.

Os dados de pH pelo método quantitativo foram submetidos a uma
analise de variancia (Tabela 14). O coeficiente de variacdo encontrado foi de
6,37, 0 que demonstra um otimo controle experimental, segundo Garcia (1989).
O baixo desvio padrao, que obteve o valor de 0,35, apontou que os valores de
viabilidade pelo teste de pH ficaram proximos do valor médio. A média de

sementes viaveis para os diferentes tratamentos foi 5,55 em valores absolutos.

Tabela 14: Resultado da analise de variancia para os dados de pH do
exsudato para as diferentes solucdes analisadas

Fontede GL Quadrado F
Variacao Médio
Tratamento 4 12481 13,50*

Residuo 45 235,25 --

Média 5,64 -- -
Coeficiente 3,15 - -
de

variacao

*Significativo

Na Tabela 15 sdo apresentados os valores de pH lidos pelo método
guantitativo e a respectiva coloracdo obtida pelas solucdes indicadoras de
fenolfetaleina e carbonato de sddio, propostas por Cabrera e Peske (2002),

para o método qualitativo.
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Tabela 15: Valores de pH seguidos da cor resultante da aplicagdo das
solucbes de fenolftaleina e carbonato de sédio em funcdo dos tempos de
embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

Repeticédo pH Cor pH Cor pH Cor pH Cor pH Cor
30’ 30’ 60’ 60’ 90 90’ 120’ 120 240’ 240’
1 4,98 I 6,50 R 5,44 R 4,31 | 5,65 R
2 6,00 R 4,53 I 5,60 R 4,30 | 5,20 R
3 5,48 R 4,78 | 5,40 R 5,91 R 5,52 R
4 5,58 R 4,50 I 5,28 R 5,66 R 6,24 R
5 5,51 R 571 R 5,56 R 5,79 R 5,31 R
6 5,55 R 5,66 R 5,60 R 5,58 R 5,65 R
7 5,50 R 5,69 R 4,71 | 5,79 R 5,77 R
8 5,73 R 5,82 R 5,41 R 5,67 R 5,89 R
9 5,15 R 5,49 R 5,62 R 5,50 R 5,67 R
10 5,86 R 5,63 R 5,32 R 5,52 R 5,48 R

R- rosa pélido | - incolor

Ao comparar os valores lidos com o pHmetro com a coloragao
resultante constata-se uma divergéncia entre os métodos quantitativo e
colorimétrico para os exsudatos de Dalbergia miscolobium. A zona de viragem
da solucdo de fenolftaleina foi descrita por Sabnis (2007) e esta apresentada
na Tabela 16.

Tabela 16: Faixas de cores da solucao indicadora de fenolftaleina observadas em
diferentes faixas de pH. Fonte: Sabnis (2007)

Faixa de pH Abaixo | Entre | Entre
de80 |80e |10,1e
10,0 | 12,0
o I
3
5 2 5 o =
S 3 g £
n 8 o <
S = O

Para Sabnis (2007) os valores de pH abaixo de 8,2 a coloracdo
resultante é incolor, ao passo que valores acima de 10,00 observa-se a cor
carmim. Esses resultados ndo séo confirmados nos exsudatos de sementes de
Dalbergia miscolobium, pois, em todas as repeti¢cdes, o pH lido pelo método
guantitativo é classificado como acido e 0 mesmo néo ocorre apos a aplicacao

das solugbes indicadoras que apontam um pH béasico. Assim, o método
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colorimétrico ndo é confiavel quando se usa as solucdes de fenolfatleina e
carbonato de sodio, sendo necessario avaliar outras solu¢des indicadores de
pH para aprimorar o método colorimétrico do Teste do pH do exsudato.

Santos et al. (2013) estudaram o Teste do pH do exsudato em
sementes de Dalbergia miscolobium medindo o pH dos exsudatos com
pHmetro seguido da aplicacdo as solucdes indicadoras de pH Yamada e Azul
do bromotimol e fenolftaleina associada com carbonato de calcio. Essa autoras
concluiram que apesar do subjetivismo da técnica colorimétrica, as solucdes
Yamada e Azul de bromotimol apresentam resultados compativeis com o pH
lido pelo pHmetro. O mesmo estudo demonstrou que as solucbes de
fenolftaleina e carbonato de sédio ndo apresentam resultados compativeis com
os resultados obtidos pelo pHmetro. Este resultado vai de encontro ao
resultado encontrado nas analises realizadas neste estudo. Nesse sentido é
recomendavel a substituicdo do conjunto fenolfataleina/carbonato de sédio por
outras solucgdes indicadoras como, por exemplo, as soluc¢des indicadoras
Yamada e Azul de bromotimol utilizadas por Santos et al (2013).

Para o método colorimétrico ha outra questdo que deve ser analisada: a
liberacdo de corantes do tegumento da semente. Nesta espécie ha a liberacao
de um corante de cor amarelada que pode interferir na leitura de resultados por
este método.

As solucdes indicadoras ndo causam efeito destrutivo nas sementes ja
gue as mesmas germinam apoés terem tido contato com as solucbes (Tabela
14).

O método colorimétrico utilizando as solucdes propostas por Cabrera e
Peske (2002) ndo apresentou diferenca significativa entre os diferentes tempos
de embebicdo aplicadas com sementes de Dalbergia miscolobium. Esse
resultado comprova que as solucdes propostas por Cabrera e Peske (2002)
ndo sdo capazes de diferenciar pequenas variagdes na lixiviagdo de H”.

Matos (2009) relacionou o pH pelo método colorimétrico e os resultados
do teste de tetrazélio, e concluiu que o teste de tetrazodlio validou os resultados
do Teste do pH do exsudato para sementes de Anadenthera falcata (Benth.)
Speg (angico), Copaifera langsdorffii Desf. (copaiba) e Enterolobium

contortisiliquum (Vell.) Morong, (tamboril). Porém, a autora ndo relacionou os

63



resultados do pH colorimétrico com o pH quantitativo para determinar o pH
gue corresponde a inviabilidade das sementes analisadas.

A partir dos resultados obtidos pelo método quantitativo realizou-se a
decomposicdo em polinbmios ortogonais para determinar o modelo que melhor
explica a relacdo do pH e o tempo de embebicdo. Para as sementes de
Dalbergia miscolobium Benth. o modelo mateméatico que explica a relacdo do
pH em funcao do tempo é o modelo linear, pois 0 R2 obtido foi de 0.99. A partir
deste modelo encontrou-se a seguinte equacgao:

pH= 4,2883 + 0,9276T
Onde,
pH - quantidade de H+ liberada

T — tempo em minutos

Essa equacgdo, assim como nos testes indiretos anteriores, permite
calcular o pH em funcdo do tempo de embebicdo das sementes de Dalbergia
miscolobium Benth.

Os resultados deste estudo concluiu-se que o Teste do pH do exsudato
pelo método quantitativo € um método mais eficiente de verificagcdo do pH do
exsudato das sementes de Dalbergia miscolobium Benth e indicar a queda do
vigor destas sementes. A partir desta analise recomenda-se adotar a sequencia

de procedimentos apresentados pela Figura 10.
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12)Desinfeccao das sementes em solucdo de hipoclorito

29) Separacao de 20 unidades de semente*

392) Embebicdao em 100mLde agua Mili Q, a 252C por 4 horas

49) Leitura do pH da solucdao de embebicao com auxilio de
pHmetro de bancada

59) Classificacao das amostras: Valores mais proximos de 7 -
sementes mais vigorosas; Valores de pH menores que 4 -sementes
Menos vigorosas

Figura 10: Procedimentos aplicados para a realizacdo do Teste do pH do

exsudato pelo método quantitativo

Recomenda-se investigar os valore de pH dos exsudatos das sementes
gue indicam a impossibilidade de germinar, para que se obtenha valores de
referencia para ser utilizado como parametro de analise da qualidade
fisiologica do lote de sementes submetidas a esta técnica.

Outra recomendacao €, assim como foi recomendado para os testes de
condutividade elétrica e lixiviacdo de potassio, verificar a influencia da
preparacao das sementes com a reativacdo metabdlica das sementes, para so
entdo expor as sementes ao processo de embebicéo e verificar se ha alteracéo
na lixiviacdo do H+ modificando o pH do exsudato medido pelo método

guantitativo.
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6.7 Verificagdo dos exsudatos lixiviados por sementes envelhecidas
artificialmente

A proposta de estudar as sementes de Dalbergia miscolobium
envelhecidas artificialmente teve por objetivo fundamental investigar se had um
aumento gradativo da liberacdo dos exsudatos, a medida que as sementes se
deterioram; e qual seria o melhor indicador para investigar esse
comportamento bem como se ha um valor maximo de referéncia que indicasse

a inviabilidade das sementes.

Na Tabela 17 foram listados os valores de condutividade elétrica e
germinacao apos 24, 48, 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado.

Tabela 17: Valores de condutividade elétrica em funcdo do tempo de
envelhecimento artificial.

Tempo 24 48 72 96
(horas)
Repeticédo C.E G C.E G C.E G C.E G
1 101,88 80 151,92 95 129,03 70 262,75 0
2 87,7 40 153,3 90 114,73 85 163,58 0
3 92,61 70 172,06 95 138,8 75 141,65 0
4 88,43 65 123,01 90 141,02 40 125,81 5
5 118,03 85 125,86 100 110,28 90 114,22 0
6 66,71 65 199,87 90 118,93 95 138,15 0
7 79,14 55 165,74 100 125,6 70 111,9 0
8 134,47 65 160,92 90 211,95 80 188,42 0
9 111,96 60 205 90 160,04 60 189,35 0
10 91,71 65 245,73 95 114,25 50 127,75 10
Média 97,264 65 170,341 93,5 136,463 71,5 156,358 1,5%

Desvio padrdo 19,82 12,47 37,59 4,11 30,57 17,48 46,59 3,37

C.E- Condutividade elétrica medida por repeticdo em pS/g/cm3; G- percentual de sementes
germinadas por repeticdo. * valores influenciados pelo aparecimento dos fungos.

Para os valores de condutividade elétrica percebe-se que ha um
aumento nos tempos de 24 e 48 horas. A partir de 72 horas comecar a haver
um decréscimo nos valores de condutividade. Este comportamento pode ser
explicado pela variacdo biolégica natural das amostras. Ainda assim, para
encontrar um valor maximo de referéncia seria necessario estudar outros

tempos de envelhecimento entre 48 e 72 horas.
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Segundo Vieira e Carvalho (1994), a quantidade de exsudado da
semente na agua de embebicdo pode ser influenciada pelo estadio de
desenvolvimento no momento da colheita, pelo grau de deterioragcdo e pela
incidéncia de dano causado pela velocidade de embebigéo, pela ocorréncia de
injurias no tegumento da semente, pela temperatura e tempo de embebicéo,
pelo gendtipo, pela idade e cor da semente, dentre outros fatores. Para as
sementes de Dalbergia miscolobium Benth todos estes fatores, associados ao
stress do procedimento de envelhecimento artificial, podem explicar as
variacOes dentro das repeticdes e entre os tratamentos.

O método da condutividade elétrica se mostrou sensivel para identificar
variacdes de lixiviados, mas os valores néo significaram de fato uma queda na
germinabilidade nos tratamentos de 24, 48 e 72 horas de envelhecimento visto
gue a amostra que apresentou a condutividade de 211 uS/g/cm® obteve uma
germinacdo de 80%. Ja4 no tratamento de 96 horas valores menores de
condutividade elétrica sao relacionados com 0% de germinacdo. Esse
resultado néo teve a queda de germinabilidade atestada, pois a germinacao foi
afetada pela aparecimento de fungos durante o teste de germinacao.

Ao comparar os resultados de condutividade dos exsudatos de
sementes recém-colhidas e envelhecidas, expostas a0 mesmo tempo de
embebicéo, verificou-se um aumento de lixiviados nas sementes envelhecidas,
pois enquanto a condutividade elétrica média lida foi nas sementes recém
colhidas foi de 146 uS/g/lcm® com a respectiva germinacdo de 86%, nas
sementes envelhecidas obteve-se até 170 pS/g/cm3, em média, com a
germinacdo de 95%. O que era esperado, pois de acordo com Vieira et al.
(1994), as alteracbes degenerativas, que ocorrem nas estruturas internas da
semente, promovem um descontrole no metabolismo e nas trocas de agua e de
solutos entre as células e o meio exterior, determinando a queda da viabilidade
da semente.

Os resultados demonstraram que o envelhecimento artificial das
sementes de Dalbergia miscolobium Benth foi detectado pelo teste de
condutividade elétrica, o que o torna uma boa técnica para diferenciar
sementes recém colhidas e armazenadas. Porém ressalta-se a importancia de

investigar a o efeito do envelhecimento natural sobre a condutividade elétrica
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para que se possa ter uma referencia do que esperar das analises de

sementes durante o armazenamento.

Os resultados encontrados para o teste de lixiviacdo de potassio em
fungéo do tempo de envelhecimento foram relacionados com a germinacéao das

sementes (Tabela 18).

Tabela 18: Valores de potassio lixiviado em funcdo do tempo de
envelhecimento artificial.

Tempo 24 48 72 96
(horas)
Repeticéo K G K G K G K G

1 7,23 80 7,51 95 5,78 70 13,44 0
2 4,16 40 5,33 90 5,20 85 7,18 0
3 5,78 70 6,98 95 6,21 75 7,15 0
4 5,92 65 5,97 90 7,71 40 4,86 5
5 4,06 85 6,04 100 6,76 90 7,08 0
6 5,93 65 9,79 90 6,88 95 7,92 0
7 3,91 55 6,50 100 7,64 70 8,08 0
8 5,51 65 4,07 90 11,77 80 7,19 0
9 4,70 60 4,42 90 8,25 60 8,10 0
10 5,24 65 3,46 95 6,18 50 8,24 10

Média 5,24 65 6,00 93,5 7,23 71,5 7,92 1,5*

Desvio padréo 1,11 13,22 1,72 4,33 1,92 16,72 2,29 1,66

k- concentracdo de potassio lixiviado pelas sementes de Dalbergia miscolobium (mg/ L/ g); G-
percentual de sementes germinadas por repeticdo. * valores influenciados pelo aparecimento
dos fungos.

Para analise de lixiviacdo de potassio verificou um aumento gradativo de
da concentracao do potassio. Esse aumento pode estar relacionado com o fato
do envelhecimento acelerado ocasionar um stress, que tem como resposta
imediata a perda de solutos intracelulares (KRUSE et al., 2006).

Kruse et al. (2006) descrevem que em sementes mais deterioradas ha
menor integridade das membranas e, como consequéncia, ocorre o0
extravasamento do conteudo celular para o meio, constatado pelo aumento da
guantidade de lixiviados, durante o processo de embebicéo.

Outra relacéo observada foi 0 aumento da condutividade elétrica com o
aumento da liberacdo de potassio. O mesmo efeito foi observado por Prete
(1992), ao analisar os exsudatos de grdos de café (Coffea arabica L.) pela

Técnica de Condutividade elétrica. O autor concluiu que grande parte da
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condutividade elétrica se deve a lixiviacdo de ions potassio. Essa resposta € o
esperado nas sementes de Dalbergia miscolobium Benth visto que as
analdlises de composicao quimica desta sementes demonstrou que o potassio
€ o0 ion majoritario e representa mais de 55% da composicdo média da
semente.

Simon e Raja-Harun (1972) e Barros e Marcos Filho (1997) afirmaram
em seus estudos sobre os lixiviados de sementes de Pisum sativum (ervilha) e
Glycine max (L.) Merrill (soja) durante o processo de embebicdo que os
resultados obtidos no teste de lixiviagcdo de potassio sdo comparaveis aos
obtidos no teste de condutividade elétrica.

Os resultados encontrados para o Teste do pH do exsudato em funcéao
do tempo de envelhecimento foram relacionados com a germinacdo das
sementes de Dalbergia miscolobium Benth.( Tabela 19).

Tabela 19: Valores de potassio lixiviado em fungdo do tempo de
envelhecimento artificial nas sementes de Dalbergia miscolobium Benth.

Tempo 24 48 72 96
(horas)
Repeticédo pH G pH G pH G pH G
1 5,67 80 6,03 95 6,25 70 6,2 0
2 5,97 40 6,1 90 6,23 85 6,24 0
3 6,12 70 6,056 95 6,15 75 6,25 0
4 6,03 65 6,12 90 6,19 40 6,27 5
5 6,02 85 6,13 100 6,17 90 6,22 0
6 6,06 65 6,07 90 6,17 95 6,25 0
7 6,05 55 6,16 100 6,19 70 6,17 0
8 6,1 65 6,21 90 6,19 80 6,12 0
9 6,02 60 6,15 90 6,17 60 6,1 0
10 6,04 65 6,11 95 6,22 50 6,13 10
Média 6,00 65 6,11 935 6,19 71,5 6,19 1,5%

Desvio Padréao 0,12 12,47 0,05 4,11 0,03 17,48 0,06 3,37

pH — Valores de pH lidos por repeticdo; G- percentual de sementes germinadas por repeticao.
* valores influenciados pelo aparecimento dos fungos.

Ja o pH do exsudato medido pelo método quantitativo demonstrou que o
envelhecimento acelerado néo influenciou na liberacdo de H+, pois o pH se
manteve praticamente inalterado. Os pequenos valores encontrados para o
desvio padrdo de cada tratamento confirmam essa hipotese. Estes resultados
se assemelham aos de Borges et al. (1990) que submeteram sementes de

Cedrela fissilis (cedro) ao envelhecimento a 40° e 50°C, por até 96 horas, e
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verificaram que a 40°C nao houve grandes variagcdes na liberacdo de
exsudados.

Em contrapartida, o teste de germinagcdo demonstrou as sementes de
Dalbergia miscolobium analisadas sao vigorosas. Somente apés 96 horas de
envelhecimento as sementes apresentaram a menor germinacéo. Isso se deve
ao fato das sementes estarem completamente deterioradas, chegando a mudar
completamente a coloracdo do tegumento.

Kaewnaree et al. (2011) justificam o decréscimo da germinacao, apés o
envelhecimento pela saida substancial de solutos, e como consequéncia do
pouco material restante nas células, hd um decréscimo na viabilidade das
sementes. Esse argumento explicaria 0s resultados encontrados para
germinacdo das sementes apos 96 horas de envelhecimento, onde apenas 1,5
% das sementes germinaram.

Ataide et al. (2012) estudaram o envelhecimento de sementes de
Pterogyne nitens Tul. (amendoim bravo) e observaram que com aumento do
metabolismo, a viabilidade das sementes decresceu significativamente a partir
de 24 horas de envelhecimento, chegando a valores de 66 e 7% de
germinacao apos 48 e 72 horas, respectivamente. Estes autores concluiram
gue o envelhecimento artificial aplicado na temperatura de 40 °C pelo tempo de
48 horas € o método mais apropriado adequada para provocar alteracdes
fisioloégicas nas sementes da espécie.

Observou-se que nas sementes de Dalbergia miscolobium Benth., o
periodo de 48 horas de envelhecimento apresentou o melhor desempenho no
teste de germinacdo e a maior condutividade elétrica média. A partir desse
resultado conclui-se que entre os métodos testados por este estudo, o tempo
de 48 horas de envelhecimento artificial a 40°C de temperatura é o
procedimento mais adequado para verificar o vigor das sementes de Dalbergia
miscolobium Benth.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (Tabela
20). Os coeficientes de variacdo encontrados para condutividade elétrica,
lixiviacdo de potassio, pH do exsudato e germinacdo demonstraram que houve
um bom controle experimental segundo a classificacdo proposta por Garcia
(1989).
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Tabela 20: Dados da andlise estatistica aplicada aos valores encontrados de
condutividade elétrica, potassio lixiviado, pH do exsudato e germinagdo em
funcdo do tempo de envelhecimento artificial para sementes de Dalbergia

miscolobium Benth.

TESTES MEDIA DESVIO COEFICIENTE
PADRAO DE VARIACAO

Condutividade 141 43,83 25,18

elétrica

(US/g/cm3)

Lixiviacdo de 6,64 2,02 27,16

potassio

pH do exsudato 6.13 0,77 0.80

germinacao 57,30 36,54 19.02

(%)

Avaliando o desvio padrédo de cada teste, os dados se concentram

proximo a média e por essa razdo essas medias sao consideradas

representativas e o que indica os experimentos realizados séao eficientes. Ao

realizar a decomposicdo em polinbmios ortogonais encontrou-se para cada

teste 0 modelo matematico que melhor explica a relacdo das variaveis:

Condutividade elétrica, pH, potassio lixiviado e germinagcdo com o tempo de

envelhecimento das sementes (Tabela 21).

Tabela 21: Modelo matematico e respectiva equacao gerada para explicar o

efeito do tempo de envelhecimento sobre cada variavel analisada.

TESTES VALOR MODELO EQUACAO
DO R2 ESTATISTICO
Condutividade 0,99 Mod.cubico CE=-24,3662 + 52,844T -21,492T2 +2,6804
elétrica
(uS/g/cm?)
Lixiviag&o de 0.99 Mod. Linear K=4,2883 + 0,92764T
potassio
pH do exsudato 0.90 Mod. Linear pH= 5,467 + 0,0641T
germinagao 0.99 Mod G=-2,425 + 20,3751T- 4,925T2
(%)* quadratico
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Os modelos estatisticos encontrados para os testes de condutividade
elétrica, pH do exsudato e lixiviacdo de potassio sdo os melhores ajustes para
os intervalos de tempo de envelhecimento aplicados como tratamento neste
estudo.

Ao analisar as variaveis potassio lixiviado, condutividade elétrica e pH
exsudado pelas sementes envelhecidas artificialmente, constatou-se que ha a
necessidade de avaliar o fracionamento dos intervalos de tempo de
envelhecimento para ampliar a compreensdo entre relacdo do tempo de
envelhecimento e a quantidade de lixiviados.

De acordo com Vieira et al. (1994), as alteracdes degenerativas, que
ocorrem nas estruturas internas da semente, promovem um descontrole no
metabolismo e nas trocas de agua e de solutos entre as células e o meio
exterior, determinando a queda da viabilidade da semente. Para Carvalho
(1994), o processo de envelhecimento de sementes tem como consequéncia
inicial a desestruturacéao dos sistemas de membranas em nivel celular, sendo a
causa imediata dessa desestruturacdo a acdo de grupos quimicos de alta
reatividade, denominados radicais livres.

Para analises futuras, aléem de investigar o tempo de embebicéo para as
sementes envelhecidas é recomendavel que se analise as variaveis como
temperatura e tempo de exposicdo ao procedimento de envelhecimento
artificial bem como as sementes armazenadas por diferentes periodos para que

se possam indicar valores de referéncia para as Técnicas estudadas.

Os resultados das andlises das sementes recém colhidas quando
comparadas com os resultados das sementes envelhecidas artificialmente
permitram a elaboracdo de uma Tabela comparativa das Técnicas
empregadas onde aponta-se o0s melhores métodos, o grau de dificuldade de

execucao e confiabilidade dos resultados ( Tabela 22).
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Tabela 22: Comparagcdo das Técnicas segundo os melhores procedimentos,

os resultados e nivel de dificuldade de execucéao.

Teste Melhores Resultados Confiabilidade Nivel de
Condigdes de Encontrados dos resultados | dificuldade de
execugao do teste execu¢ao
Teste de Método do rolo a Entre 68 e 97% Alta- porém Facil
germinagao 252C constantes, de sementes ressalta-se que o
com ou sem luz, germinadas aparecimento
sementes com de fungos pode
corte na porgdo resultar em
lateral do valores de
tegumento apenas germinagao
para uniformizar a subestimados
germinagao- ndo ha
dorméncia para as
sementes desta
espécie
Teste de Preparacdo: 78% de Alta — pois Moderada —
tetrazolio hidrata¢do por 24 sementes permite pois requer
horas seguida da vidveis distinguir alguma
remogao completa sementes habilidade
do tegumento; invidveis por para remog¢ao
Exposicdo em morte dos dos
imersdo direta em tecidos e por tegumentos e
solucdo de deterioracdo experiéncia
tetrazdlio a 1% de para leitura
concentragao por dos resultados
24 horas
Teste de Pesagem das 65,9 a 146,84 Alta — mas deve- | Facil
Condutividade amostras para uS/g/cms se relacionar a
elétrica aplicacdo do fator representaram | variagdo nos

de corregao(
Condutividade/peso
da amostra);
Método Massal —
20 unidades por
amostra;
Embebicdo em
agua destilada ou
MiliQ por um
periodo de 4 horas
em cadmara de em
germinacgao
calibrada para 259C;
Leitura dos
resultados com
condutivimetro de

de 95 a 86%
de sementes
viaveis

valores de
condutividade
com o nimero e
tamanho das
sementes que
compde a
amostra
analisada
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bancada

Teste de
lixiviacdo de
potassio

Método Massal ;
Utilizacdo de 20
sementes por
amostra;
Embebicdo em
agua MiliQ por um
periodo de 4 horas
em camara de em
germinagao
calibrada para 25°C;
Retirada das
aliquotas de 15mL
para aplicagdo da
Técnica de EAA

3,75a 5,02
mg/L/g de
potassio
lixiviado
apresentaram
de 97 a 86% de
sementes
vidveis.

Alta —pois
detecta as
variagdes por
menores que
sejam.

Dificil — pois as
etapas de
preparacao
das aliquotas
requer alguma
experiéncia
com as
técnicas de
diluicdo e
acidificacao
das amostras
para expoO-las a
EAA.

Teste do pH do
exsudato da
semente

Método
Quantitaivo;
Separagdo de 20
unidades por
amostra(Método
Massal);
Embebicdao em
agua destilada ou
MiliQ por um
periodo de 4 horas
em camara de em
germinagdo
calibrada para 259C;
Leitura dos
resultados com
pHmetro de
bancada

pH entre 6,24
e 4,30
apresentaram
sementes
viaveis com
germinagao
entre 90 e
100%.

Moderada -
Apesar de o
método
quantitativo
mostrar as
menores
variacGes do pH
do exsudato
ainda nao foi
definido os
niveis de pH do
exsudato que
determina a
total
impossibilidade
de germinar da
semente.

Facil

Os resultados demonstraram que as Técnicas de Lixiviacdo de potassio,

Condutividade elétrica e pH do exsudato da semente sdo promissoras para

realizar o monitoramento da qualidade fisiologica de sementes de Dalbergia

miscolobium Benth.
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7. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os testes lixiviagdo de potassio, condutividade

elétrica e pH do exsudato expressam resultados tdo confiaveis como os

reproduzidos pelos germinacdo e tetrazolio, Entre as conclusdes obtidas para

cada técnica estao:

As sementes de Dalbergia miscolobium Benth. sdo fotoblasticas neutras;

As sementes ndao possuem dorméncia tegumentar, porém o tratamento

de corte do tegumento serviu para agilizar e uniformizar a germinacgao; e

O teste de germinacdo demonstrou que as sementes coletadas

possuem boa qualidade, com média de 87% de germinacao.

A hidratacdo em papel filtro a 25°C por 24 horas seguida da remocéao do
tegumento foi o tratamento que permitiu o0 melhor desempenho do teste
de tetrazdlio nas analises das sementes de Dalbergia miscolobium
Benth.

Pelo teste de tetrazdlio verifica-se que o lote possui boa qualidade

fisiologica.

H& um aumento da condutividade elétrica e em funcdo do tempo de

embebicdo das sementes de Dalbergia miscolobium;
As diferencas no tamanho da semente e a quantidade de sementes

usadas no método massal podem influenciar nos valores de

condutividade elétrica;
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e Os valores de condutividade elétrica obtidos, quando comparados aos
valores de germinagdo demonstraram que as sementes de Dalbergia

miscolobium estdo em bom estado fisioldgico;

e Devido a diversidade morfolégica das sementes florestais é
recomendavel que se realize ajustes na execucdo das metodologias dos
testes de condutividade elétrica, pH do exsudato e lixiviagdo de potassio
considerando o tamanho, o nimero de sementes e volume de solucao

de embebicgéo;

e O método quantitativo do Teste do pH do exsudato é o método mais
apropriado desta técnica para avaliar o vigor das sementes de Dalbergia

miscolobium Benth;

e O teste de lixiviagcdo de potéassio € eficiente em detectar as diferencas de

vigor entre diferentes amostras;

8. Perspectivas para pesquisa desenvolvida

A partir da pesquisa realizada com as sementes de Dalbergia
miscolobium recomenda-se analisar 0s seguintes topicos no intuito de
complementar a pesquisa com os métodos indiretos de avaliacdo da qualidade

de sementes florestais:

e O estudo da relacédo da liberacdo de exsudatos por sementes florestais

deve continuar considerando o procedimento de reativacdo de
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metabolismo utilizado pelo teste de tetrazdlio para que seja verificada a

variagao dos exsudatos relacionados com metabolismo;

Recomenda-se estudar os ajustes necessarios tais como: classe de
tamanho, teor de umidade, nimeros de sementes por amostra e volume

da solucao de embebicéo;

Considerar as variac6es morfologicas, como por exemplo, espessura do

tegumento das sementes para exp6-las ao processo de embebicao;

Obter valores minimos e maximos de condutividade, pH e potassio
lixiviado para usar como referencia do vigor de sementes de espécies
florestais para que os testes indiretos possam ser usados na certificagédo

de lotes comercializados ;

Sugere-se avaliar o pH dos exsudatos das sementes florestais e

relacionar com a queda da germinabilidade;

Investigar a relacdo do pH e o potassio do solo da planta matriz e as
influencia sobre a germinabilidade das sementes produzidas por este
individuos para que se possa relacionar as caracteristicas ecolégicas

de cada individuo com a capacidade reprodutiva dos mesmos;

Aplicar as Técnicas de Fluorescéncia de Raios X (XRF) e
Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica (EAA) para estudar a relacéo
planta-solo no que se refere as composi¢cfes quimicas das diferentes
espécies dos Biomas brasileiros para contribuir com a compreenséao

dos mecanismos ecoldgicos de estabelecimento dessas espécies;

Avaliar a Técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF) como uma
ferramenta que possibilite realizar andlise nutricional de plantas, e seus
dados como indicadores para a realizacdo dos procedimentos de

adubacao;
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Estudar o efeito dos diferentes estagios de maturacdo das sementes na
liberagc&o de exsudatos relacionando com as capacidades de germinar e

armazenar estas sementes;

Desenvolver estudos de descricdo morfolégica das sementes de
espécies florestais para otimizar a sua utlizagdo e manejo durante

coleta, processamento e producéo.

Recomenda-se que se investigue a relacdo entre acidez e a germinacao

de sementes Dalbergia miscolobium; e

Indica-se avaliar o nUmero minimo de sementes para as analises de
potassio lixiviado bem como verificar a relacdo da perda de potassio em

sementes receém colhidas e armazenadas por longos periodos.
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