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RESUMO

FREITAS, Laura Cristiane Nascimento de, M. S., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
agosto de 2016. Qualidade de sementes de Cupania vernalis (Cambess.) provenientes de
remanescentes florestais da regido Oeste do Parana. Orientador: Profa. Dra. Marlene de
Matos Malavasi. Coorientador: Prof. Dr. Ubirajara Contro Malavasi e Dr. Jodo Alexandre
Lopes Dranski.

O objetivo do estudo foi caracterizar aspectos biométricos e fisicos e avaliar a qualidade
fisiologica de sementes de Cupania vernalis provenientes de diferentes locais de colheita, em
trés municipios da regido Oeste do Parana e padronizar o teste de tetrazdlio para avaliar a
viabilidade de sementes de C. vernalis. Para avaliacdo da morfometria, foram mensurados o
comprimento, largura e espessura das sementes e a analise fisica das sementes foi realizada
através do teor de 4gua, massa de mil sementes e massa de matéria seca. Avaliou-se a qualidade
fisiologica pela porcentagem de germinacdo (%Q), indice de velocidade (IVG) e tempo médio
de germinacao (TMG). Os dados foram submetidos analise de normalidade de distribui¢ao dos
residuos e homogeneidade das variancias e posteriormente submetidos ao teste t e ao teste de
Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Para
a padronizagdo do teste de tetrazélio, apds embebicao das sementes entre papel por 48 h, foram
testados cinco métodos de preparo: sementes intactas; corte na extremidade oposta ao hilo;
remocao parcial do tegumento; remogdo total do tegumento; e remogdo total do tegumento
seguido do corte longitudinal. As concentragdes do sal testadas foram: 0,025%, 0,05%, 0,075%,
0,1% e 0,2%, nos tempos de 2, 4 e 6 h. Quando houve significancia pelo teste F, os resultados
foram submetidos a analise por superficie de resposta. Em adi¢do, para sementes dos trés locais
de colheita, foi conduzido um teste de germinacdo, usando vermiculita como substrato, em
camara B.O. D, a 25 °C e um teste de emergéncia em tubetes de 120 cm® de volume, preenchidos
com substrato comercial a base de casca de pinus e mantidos em ambiente protegido com 50%
de sombreamento. As médias obtidas no teste de germinagdo e emergéncia foram comparadas
com o teste de tetrazolio pelo teste t e, posteriormente, determinado o coeficiente de Pearson.
Entre os locais de colheita, as sementes oriundas do municipio de Nova Santa Rosa
apresentaram o menor contetido de 4gua (39,5%). Sementes do municipio de Marechal Candido
Rondon apresentaram maior massa de mil sementes (235,98g), maior massa de matéria seca
(0,120 mg'1) e maiores dimensdes morfométricas, com valores médios de 9,66 mm, 6,08 mm

e 8,05 mm para o comprimento, largura e espessura, respectivamente. Nao houve diferenca



significativa entre a %G e IVG, com germinacdo média de 73% e indice de velocidade de
geminacao de 0,72. O TMG foi menor nas sementes provenientes do municipio de Nova Santa
Rosa, levando 22 dias para estabilizacao da germinacdo. As variagdes morfométricas, fisicas e
fisiologicas evidenciadas neste estudo podem ser atribuidas as condi¢des climaticas distintas
vigentes em cada local de colheita. Os resultados obtidos no teste de germinag@o e emergéncia,
quando comparados com o teste de tetrazolio, resultaram na auséncia de significancia, com
correlagdo positiva significativa de 0,96. Assim, recomenda-se embebi¢ao por 48 h, remogado
total do tegumento e corte longitudinal da semente, a concentragdo de 0,05% do sal por 2 h,

para avaliacao de sementes de C. vernalis pelo teste de tetrazdlio.

Palavras-chave: Tamanho das sementes. Camboata. Qualidade fisica. Potencial germinativo.

Qualidade de sementes.
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ABSTRACT

FREITAS, Laura Cristiane Nascimento de, M. S., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
august — 2016. Quality Cupania vernalis seeds (Cambess.) from remaining forests of
western Parana. Advisor: Profa. Dra. Marlene de Matos Malavasi. Co-Advisors: Prof. Dr.
Ubirajara Contro Malavasi e Dr. Jodo Alexandre Lopes Dranski.

The aim of the study was to characterize biometric and physical aspects and evaluate the
physiological quality of seeds Cupania vernalis from different local harvest in three
municipalities in western Parand and standardize the tetrazolium test to assess the viability of
seeds of C. vernalis. To evaluate the morphometry were measured the length, width and
thickness of seeds and physical seed analysis was performed using the water content, mass of
thousand seeds and dry matter. We evaluated the physiological quality by the germination
percentage (% G), speed index (IVG) and mean germination time (TMG). Data were normal
distribution analysis of waste and homogeneity of variances and later submitted to t test and
Mann-Whitney test for nonparametric variables, the level of 5% error probability. To
standardize the tetrazolium test, after soaking the seeds between paper for 48 h were tested five
methods of preparation: intact seeds; cut at the opposite end to the heel end; partial removal of
the integument; total removal of the integument; and total removal of the seed coat followed by
slitting. The salt concentrations tested were 0,025%, 0,05%, 0,075%, 0,1% and 0,2% for times
of 2, 4 and 6 h. When there was significant by F test, the results were subjected to analysis by
response surface. In addition to seed the three places of harvest, a germination test was
conducted using vermiculite as substrate chamber B.O. D at 25 °© C and an emergency test tubes
of 120 cm3 volume, filled with commercial substrate with pine bark base and maintained in a
protected environment with 50% shading. The averages obtained in the germination and
emergence testing were compared with the tetrazolium test by the t-test and subsequently
determined the Pearson coefficient. Among the local harvest, the seeds from the municipality
of Nova Santa Rosa presented the lowest water content (39,5%). Seeds of the municipality of
Rondon had higher mass of thousand seeds (235,98g), higher dry matter (0,120 mg-1) and
larger morphometric dimensions, with average values of 9,66 mm, 6,08 mm and 8,05 mm for
the length, width and thickness, respectively. There was no significant difference between % G
and IVG, with average germination of 73% and 0,72 Twinning speed index. TMG was lower
in seeds from the municipality of Nova Santa Rosa, taking 22 days to stabilize the germination.

Morphometric, physical and physiological changes evidenced in this study can be attributed to
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the different climatic conditions prevailing in each harvesting site. The results obtained in the
germination and emergence test, when compared with the tetrazolium test resulted in no
significance, with a significant positive correlation of 0,96. Thus, it is recommended soaking
for 48 h, complete removal of the seed coat and longitudinal seed, the concentration of 0,05%

salt for 2 hours to evaluate C. vernalis seeds by tetrazolium.

Keywords: Seed size. Camboata. Physical quality. Germination potential. Seed quality.
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INTRODUCAO GERAL

A intensa atividade humana sobre as florestas primarias resultou na alteragdo da
paisagem original, levando ao aparecimento de extensas areas de ecossistemas degradados
(AMARAL et al., 2013). A producao de mudas ¢ umas das técnicas utilizadas para a promogao
da conservacdo da biodiversidade. Dessa forma, o estabelecimento de metodologias e
estratégias, visando a producao de mudas de qualidade ¢ de fundamental importancia para
modificar este cenario (CUNHA et al., 2005; PINA-RODRIGUES e AOKI, 2014).

Entre as familias pertencentes a flora brasileira destaca-se a familia Sapindaceae,
abrangendo cerca de 24 géneros e 400 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005). No Brasil, esta
familia estd representada em diversas fitofisionomias, sobretudo na Floresta Estacional
Semidecidual (FES). No estado do Parand, a FES ocorre nas regides Norte, Noroeste e Oeste
(ROSADO; SOUZA; FERRUCCI, 2014). Esta fitofisionomia ¢ composta por arvores de grande
a pequeno porte e destaca-se por apresentar dupla estacionalidade climatica: uma tropical, com
periodos de alta pluviosidade, seguida de estiagem e outra subtropical sem periodos secos
pronunciados, mas com seca fisiologica devido as baixas temperaturas registradas no inverno
(IBGE, 2012).

Dentre as espécies pertencentes a familia Sapindaceae, que ocorrem nestas
fitofisionomias, a espécie Cupania vernalis (Cambess.) conhecida popularmente como
camboatd, possui relevancia ecologica, evidenciada pelo seu valor de importancia (6% a 8%),
que ratifica o seu potencial para programas de reflorestamento com fins conservacionistas
(HACK et al., 2005; SCIPIONI et al., 2012). Destaca-se também a importincia econdmica da
madeira e o seu emprego no paisagismo e na arborizagao de ruas (LORENZI, 2002; CAMPOS
FILHO; SARTORELLLI, 2015).

C. vernalis possui habito arboreo podendo atingir de 10 a 22 m de altura e diametro do
tronco entre 50-70 cm. Suas folhas sdo compostas, pinadas e alternas, com 10 a 18 foliolos de
6 a 15 cm de comprimento e bordos serrado-dentados. As flores sao pequenas, podendo medir
até 8 mm de comprimento, sdo odoriferas, alvo-esverdeadas, também réseo-claro. O fruto €
uma capsula deiscente, que se abre em trés valvas, medindo de 1 a 2 cm de didmetro. Cada fruto
pode conter de 1 a 3 sementes. As sementes possuem formato obovoéide e medem de 8 a 12 mm
de comprimento. Na maturidade fisiologica, as sementes sdo negra-lustrosas, possuindo a testa

luzidia e encoberta, na maior parte ou até metade, por um arilo carnoso, de coloracao alaranjada.
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Floresce entre os meses de fevereiro a julho e a frutificagdo ocorre de agosto a dezembro, no
Parand. A dispersdo de frutos e sementes ¢ zoocorica, predominantemente ornitocérica
(LORENZI, 2002; CARVALHO, 2006).

Para garantir o sucesso na restauragdo de ecossistemas degradados, posteriormente a
coleta, extracdo e beneficiamento, as sementes devem ser submetidas a etapa do controle de
qualidade em laboratorio, com a finalidade de determinar o valor das sementes de uma matriz.

Dentre as analises mais frequentes estdo a determinagao do teor de agua, a avaliagao da
qualidade fisica (massa de mil sementes) e a caracterizacao morfométrica (LIMA et al., 2014).
Neste contexto, devido as caracteristicas edafoclimaticas de cada regido e a autoecologia das
espécies, estudos que abordam a qualidade de sementes provenientes de diferentes locais
assumem grande importancia.

Estudos relacionados a qualidade de sementes envolvendo lotes de varias origens
colaboram com a ampliagdo da producao de mudas de espécies florestais, auxiliando na sele¢ao
do melhor local de colheita, na constru¢do de bancos de germoplasma e no fornecimento de
informacdes adicionais para pesquisas futuras (MEIRA; NOBRE, 2014).

As caracteristicas das sementes, como tamanho dos frutos, nimero de sementes por
fruto e tamanho das sementes, podem sofrer alteragdes e variar entre plantas da mesma espécie,
de ano para ano e dentro da propria planta. Estas variagdes podem ocorrer devido a variabilidade
genética e as influéncias de fatores bidticos e abidticos do meio onde elas se desenvolvem
(PINA-RODRIGUES; AGUIAR, 1993; BOTEZELLI; DAVIDE, MALAVASI, 2000; CRUZ;
CARVALHO, 2003).

Além da influéncia da origem das sementes nas caracteristicas fisicas e na biometria das
sementes, esta variavel parece também desempenhar influéncia na germinagdo e emergéncia
das plantulas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Desta forma, estudos relacionados a
analise de sementes também tém merecido atengcdo no meio cientifico, visando a obtencao de
informagdes que permitam avaliar a qualidade fisioldgica das sementes (FELIPPI et al., 2012).

Determinar a qualidade do lote de sementes, seu valor para a semeadura e
armazenabilidade tém sido apontados como as principais finalidades da analise de sementes.
Assim, ¢ de fundamental importancia a padronizagao, aperfeigoamento e estabelecimento dos
métodos de analise de sementes florestais, pois a falta de padrdes estabelecidos pode interferir

na fiscalizagdo do comércio e na normatizagio da produgio (BRUNING; LUCIO, MUNIZ,
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2011), dificultando a elaboracdo de manuais de controle de qualidade de sementes de espécies
florestais (WIELEWICKI et al., 2006).

A qualidade fisiologica das sementes ¢ comumente avaliada através do teste de
germinacdo, conduzido sob condi¢des favoraveis, possibilitando a expressdo maxima da
capacidade germinativa de determinado lote. Conjuntamente com o teste de germinagao, testes
de vigor também sao realizados no intuito de identificar lotes de sementes com maior ou menor
desempenho em campo ou durante o armazenamento (KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA
NETO, 1999).

Entretanto, a obtencdo de resultados pelo teste de germinacdo pode demandar um
periodo longo de condugdo (COSTA; SANTOS, 2010). Assim, ¢ importante a utilizacdo de
técnicas que determinem de forma rapida a qualidade fisioldgica das sementes, especialmente
em espécies que apresentam sementes com comportamento recalcitrante (OLIVEIRA et al.,
2014) e vida curta no armazenamento.

A espécie C. vernalis apresenta processo germinativo lento e desuniforme, sendo
recomendada a contagem final de plantulas normais no teste de germinagao apos 30 dias da
semeadura (BRASIL, 2013). Além disso, as sementes desta espécie apresentam intolerancia a
dessecacdo (VIEIRA et al., 2008) e curta longevidade (permanecendo viaveis por um periodo
de até seis meses) (CARVALHO et al., 2006), tornando necessario a utilizacdo de métodos
rapidos e eficientes para a avaliacdo da qualidade fisioldgica destas sementes.

O teste de tetrazolio pode ser considerado um método promissor para avaliar a
viabilidade das sementes em funcao da rapidez na obtengao dos resultados (SILVA et al., 2016).
O fundamento biologico do teste ¢ pautado na atividade respiratoria das sementes. A reagdo se
processa nas mitocondrias, quando o sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio) ¢
reduzido pela acdo de enzimas desidrogenases, resultando na formagdo de um composto
vermelho denominado trifenilformazam (FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI; COSTA,
1998).

Estudos desenvolvidos por Oliveira, Nicoletti e Gomesi (2010) e Lemes et al. (2012) ja
reportaram a metodologia para aplicagdo do teste de tetrazolio em sementes de C. vernalis.
Contudo, estas recomendacdes sdao inespecificas e insuficientes para sua replicabilidade na
avalia¢do da viabilidade das sementes desta espécie.

Este trabalho baseou-se na hipdtese de que a colheita de sementes de C. vernalis

produzidas em diferentes localidades resulta na obtencao de sementes com qualidades distintas,
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devido as caracteristicas da matriz ¢ do ambiente de producdo. A otimizacdo do uso das
sementes podera ser alcancada através de métodos precisos de avaliacdo da qualidade
fisiologica, como o teste de tetrazolio.

Diante disso, os objetivos deste trabalho foram (1) caracterizar aspectos biométricos e
fisicos e avaliar a qualidade fisiologica de sementes de C. vernalis provenientes de diferentes
locais de colheita, em trés municipios da regido Oeste do Parand e (2) padronizar o teste de

tetrazolio para avaliar a viabilidade de sementes de C. vernalis em um curto espaco de tempo.
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CAPITULO 1 — QUALIDADE DE SEMENTES DE Cupania vernalis (CAMBESS.)
ORIUNDAS DE DIFERENTES LOCAIS NA REGIAO OESTE DO PARANA

RESUMO - O objetivo do estudo foi caracterizar aspectos biométricos e fisicos e avaliar a
qualidade fisiologica de sementes de Cupania vernalis provenientes de diferentes locais de
colheita na regiao Oeste do Parana. Sementes de C. vernalis foram colhidas nos municipios de
Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa Helena. Para cada local de colheita, foi
realizada a caracterizacao fisica das sementes através do teor de d4gua, massa de mil sementes e
massa de matéria seca. Para determinar as caracteristicas morfométricas foram mensurados o
comprimento, largura e espessura das sementes. A qualidade fisioldgica foi avaliada através da
porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade (IVG) e tempo médio de germinagao
(TMG). Os dados foram submetidos analise de normalidade de distribuicdo dos residuos e
homogeneidade das variancias e posteriormente submetidos ao teste t e ao teste de Mann-
Whitney para varidveis ndo paramétricas, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. O municipio
de Nova Santa Rosa apresentou o menor contetido de agua (39,5%) comparado aos demais
locais de colheita. Sementes oriundas do municipio de Marechal Candido Rondon apresentaram
a maior massa de mil sementes (235,98g), maior massa de matéria seca (0,120 mg™!) e maiores
dimensdes biométricas, com valores médios de 9,66 mm, 6,08 mm e 8,05 mm para o
comprimento, largura e espessura, respectivamente. Nao houve diferenca significativa para a
%G e IVG, com germinagdo média de 73% e indice de velocidade de geminagdo de 0,72. O
TMG foi menor nas sementes provenientes do municipio de Nova Santa Rosa, levando 22 dias
para estabilizacdo da germinagdo. As caracteristicas biométricas, fisicas e fisiologicas foram

distintas para cada lote, representando cada um dos locais de colheita estudados.

Palavras-chave: Camboat4, morfometria, qualidade fisica, elementos do clima.
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QUALITY SEEDS CUPANIA VERNALIS (CAMBESS.) ORIGINATED FROM
DIFFERENT SITES AT THE REGION WEST PARANA

ABSTRACT - The objective of the study was to characterize biometric and physical aspects
and evaluate the physiological quality of seeds Cupania vernalis from different collection sites
in western Parana. C. vernalis seeds were collected in the municipalities of Nova Santa Rosa,
Marechal Candido Rondon and Santa Helena. For each sampling point, the physical
characterization of the seeds through the water content was carried out mass of a thousand seeds
and dry matter. To determine the morphometric characteristics were measured length, width
and thickness of the seeds. The physiological quality was evaluated by germination percentage
(% Q), speed index (GSI) and mean germination time (GMT). Data were normal distribution
analysis of waste and homogeneity of variances and later submitted to t test and Mann-Whitney
test for nonparametric variables, the level of 5% error probability. The municipality of Nova
Santa Rosa presented the lowest water content (39.5%) compared to other collection sites.
Seeds from the city of Marechal Candido Rondon had the highest mass of thousand seeds
(235,98g), higher dry matter (0.120 mg-1) and the largest biometric dimensions, with average
values of 9.66 mm, 6.08 mm and 8.05 mm for the length, width and thickness, respectively.
There was no significant difference to the % G and IVG, with average germination of 73% and
0.72 Twinning speed index. TMG was lower in seeds from the municipality of Nova Santa
Rosa, taking 22 days to stabilize the germination.
The biometric, physical and physiological characteristics were distinct for each batch,

representing each of the studied harvest sites.

Keywords: seed size, camboatd, physical quality, climate conditions.
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1 INTRODUCAO

Cupania vernalis (Cambess.) conhecida popularmente como camboatd ¢ uma espécie
arborea nativa, pertencente a familia Sapindaceae. A espécie ocorre em diversas fitofisionomias
do Brasil, sendo comumente encontrada na Floresta Ombrofila Mista e na Estacional
Semidecidual no estado do Parana (CORDEIRO; RODERJAN; CURCIO, 2013; ROSADO;
SOUZA; FERRUCCI, 2014).

Os frutos do camboatd sdo do tipo capsulas loculicidas, onde se dé a deiscéncia para a
dispersao das sementes. O fruto possui até trés sementes de formato obovoide, podendo medir
de 8 a 12 mm de comprimento. As sementes, na maturidade fisioldgica, possuem coloragao
negras-lustrosas, testa luzidia e envolvida na base por um arilo alaranjado e carnoso
(LORENZI, 2002; SOUZA; LORENZI, 2012).

A espécie possui relevancia ecologica, evidenciada pelo seu valor de importancia (6%
a 8% na Floresta Estacional Semidecidual), que ratifica o seu potencial para programas de
reflorestamento com fins conservacionistas (HACK et al., 2005; SCIPIONI et al., 2012).
Destaca-se também a importincia econdmica da madeira e o seu emprego no paisagismo € na
arborizagdo de ruas (LORENZI, 2002; CAMPOS FILHO; SARTORELLI, 2015).

O sucesso dos projetos de restauragao de ecossistemas degradados ¢ dependente, dentre
outros fatores, da utilizacdo de um nimero elevado de espécies regionais e da escolha correta
destas espécies. Entretanto, esta acdo advém de conhecimentos ecoldgicos e botanicos, do
tamanho da amostragem da populagdo e da procedéncia das matrizes, constituindo ponto de
partida para a producdo de mudas com qualidade e para o avanco do setor de tecnologia de
sementes (MORI, 2003; CORREIA; PINHEIRO; LIMA, 2005; CUNHA et al., 2005; FELIPPI;
LONGHI; ARAUIJO, 2014).

Estudos relacionados a qualidade de sementes envolvendo lotes de varias origens
colaboram com a ampliagdo da producao de mudas de espécies florestais, auxiliando na sele¢ao
do melhor local de colheita, na constru¢do de bancos de germoplasma e no fornecimento de
informacdes adicionais para pesquisas futuras (MEIRA; NOBRE, 2014).

Em funcdo da ampla distribui¢do geografica, as espécies florestais ficam sujeitas as
variagoes edafoclimaticas em escalas espaciais e temporais (WIELEWICKI et al., 2006), o que
resulta em uma ampla variabilidade genética e fenotipica dos caracteres morfofisioldgicos das

sementes, influenciando diretamente o comportamento ecoldgico dos individuos.
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O conhecimento acerca de aspectos biologicos de sementes oriundas de diferentes
regides pode fornecer importantes informagdes quanto a influéncia do ambiente sobre as
caracteristicas das sementes (LAMARCA; BARBEDO, 2015). Lemes, Lopes e Matheus
(2011), caracterizaram a morfologia dos frutos, sementes e plantulas de C. vernalis,
provenientes da regido do municipio de Alegre, Espirito Santo. Entretanto, ainda sdo escassas
informagdes acerca das caracteristicas biométricas, fisicas e fisioldgicas das sementes desta
espécie na regido Oeste do Parana.

Este trabalho baseou-se na hipotese de que a colheita de sementes de C. vernalis
produzidas em diferentes localidades resulta na obtengao de sementes com qualidades distintas,
devido as caracteristicas da matriz e do ambiente de producao.

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi caracterizar aspectos biométricos e fisicos e
avaliar a qualidade fisioldgica de sementes de C. vernalis provenientes de diferentes locais de
colheita, estes situados em remanescentes florestais da Floresta Estacional Semidecidual nos
municipios de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa Helena, na regido Oeste

do Parana.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de C. vernalis foram colhidos de trés arvores adultas, distanciadas entre si, em
fragmentos florestais da Floresta Estacional Semidecidual no Oeste do Parand, nos municipios
de Nova Santa Rosa (24°27'60" S, 53°57'16" O e altitude de 393 m), Marechal Candido Rondon
(24°34'47" S, 54°04'03" O e altitude de 324 m) e Santa Helena (24°59'50" S, 54°11'29" O e
altitude de 361 m).

Os frutos provenientes dos municipios de Marechal Candido Rondon e Santa Helena
foram colhidos em outubro de 2014 e os frutos oriundos do municipio de Nova Santa Rosa
foram colhidos em novembro do mesmo ano. A colheita foi realizada quando se iniciou a
abertura espontanea dos frutos (LORENZI, 2002), com auxilio de podao.

Os dados climaticos vigentes em cada local de colheita constam na Figura 1. A partir da
obtencao dos dados de umidade relativa e temperatura do ar, calculou-se o déficit de pressao de
vapor (DPV) segundo metodologia proposta por Landsberg e Sands (2011).

Apos a colheita, os frutos permaneceram em condi¢des de laboratorio sobre bancada até
a completa deiscéncia, cerca de sete dias. O arilo que envolve as sementes foi retirado
manualmente. Apds o beneficiamento das sementes, foram determinados o teor de agua, a
massa de mil sementes e mensurada a morfometria. Conjuntamente foi instalado o teste de
germinagdo quantificando-se simultaneamente o vigor por testes de velocidade de germinagao.

O teor de agua foi obtido pelo método da estufa a 105 + 3 °C por 24 h de acordo com
Brasil (2009), com quatro repeticoes de 25 sementes cada. Conjuntamente, foi obtida a massa
de matéria seca das sementes.

A massa de mil sementes foi quantificada através da pesagem de oito subamostras de
100 sementes, em balanga analitica com sensibilidade de 0,001 g (BRASIL, 2009).

A morfometria das sementes foi determinada através de mensuragdes de comprimento
(da regido da micrdpila a extremidade oposta), largura (regido mediana da semente) e a
espessura da porcdo mediana. As avaliacdes do tamanho foram realizadas com auxilio de
paquimetro digital (0,01 mm) em quatro repetigdes de 25 sementes para cada lote.

O teste de germinacao foi realizado com oito repeti¢cdes de 25 sementes semeadas em
bandejas entre vermiculita umedecida com 4gua destilada até a capacidade de campo. O teste
foi conduzido em camara de germinagao tipo B.O.D., a 30 °C com fotoperiodo de 12 h (VIEIRA

et al., 2008). As avaliagdes de porcentagem de germinagdo foram realizadas a cada dois dias
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até a estabilizagdo, utilizando como parametro de germinacdo a formagao de plantulas normais

(emissdo do hipocétilo a + 5 mm do substrato) como descrito por Vieira et al. (2008).
Conjuntamente com o teste de germinacao foi determinado o indice de velocidade de

germinagdo (IVG) conforme Maguire (1962) (Equagdo 1) e o tempo médio de germinagdo

(TMG), proposto por Laboriau (1983) (Equacao 2).

(Equagdo 1) VG =3 (ni/ti)
(Equacao 2) TMG = (3, niti) /) ni
Em que: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; #i = tempo apo6s instalacdo do teste; i = 1 — 46
dias.
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Figura 1. Precipitacao acumulada e radiacao solar média (a), média de umidade relativa do ar
(b), média de temperatura (c) e média de déficit de pressdo de vapor (DPV) (d) durante o
periodo de florescimento (F) e frutificacao (F) de C. vernalis nos municipios de Nova Santa
Rosa, Marechal Candido Rondon ¢ Santa Helena, PR. Fonte: SIMEPAR (2015). Os dados
climaticos utilizados para Nova Santa Rosa foram obtidos da estacdo metereologica mais
préxima do local de colheita das sementes (= 32 km).



26

Os dados foram submetidos a analise de normalidade de distribuicao dos erros pelo teste
Lilliefors e homogeneidade das variancias por Bartlett, posteriormente os dados foram
submetidos ao teste t e ao teste de Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas, ao nivel de

5% de probabilidade de erro.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A abertura espontanea dos frutos foi verificada em meados de outubro de 2014, nos
municipios de Marechal Candido Rondon e Santa Helena, periodo em que houve maior déficit
de pressao de vapor e um aumento na temperatura em ambos os locais (Figura 1). Estas
condig¢des climaticas podem ter favorecido a deiscéncia dos frutos nestes locais de colheita.

Para o municipio de Nova Santa Rosa a abertura espontanea dos frutos ocorreu no inicio
de novembro, onde verificou-se menor déficit de pressdao de vapor de dgua, maior umidade
relativa do ar e a uma temperatura mais baixa, quando comparadas aos demais locais de
colheita. As condi¢des climaticas distintas podem justificar a assincronia da abertura
espontanea dos frutos entre os locais de colheita.

Indicadores de maturidade fisioldgica que tem como base caracteristicas morfologicas
das sementes, podem sofrer alteragdes em resposta as oscilagdes climaticas no final do processo
de maturacdo (MARCOS FILHO, 2015). Em sementes de Eugenia pyriformis Camb., Lamarca
et al. (2013b) verificaram que as variagcdes ambientais influenciaram o periodo de formagao dos
frutos, a maturagdo ¢ o momento de dispersao das sementes.

As sementes provenientes do municipio de Nova Santa Rosa possuiram um teor de agua
significativamente menor (39,5%) comparado aos demais locais de colheita (41,9% e 43,6%

para os municipios de Marechal Candido Rondon e Santa Helena, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1. Teor de 4gua, morfometria, massa de mil e massa seca de sementes de C. vernalis

provenientes dos municipios de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa Helena,
Parana.

) Teor de Morfometria (mm) Massa de mil MS
Locais de coleta . 0 ; 1
agua (%)  Comprimento Largura Espessura sementes (g) (mg™)
Nova Santa Rosa 39,5b! 8,29b" 5,82b" 6,80c” 187,40 b" 0,107b!
Marechal Candido ) o, 9,57a 6,07a  8,05a 235,98 a 0,120a
Rondon
Santa Helena 43 .6a 8,23b 5,79b 7,30b 173,08 ¢ 0,114b

* Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste t, a 5% de probabilidade de erro.
! Medianas seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney, a 5% de
probabilidade de erro.

Houve diferenca significativa (P <0,05) na morfometria das sementes entre os locais de

colheita, onde as maiores dimensdes foram verificadas em sementes oriundas do municipio de
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Marechal Candido Rondon, com valores médios de 9,66 mm, 6,08 mm e 8,05 mm para o
comprimento, largura e espessura, respectivamente (Tabela 1).

A plasticidade fenotipica ¢ a capacidade de um organismo em alterar a sua fisiologia e
morfologia decorrente da sua interagio com o ambiente (BRADSHAW, 1965;
SCHLICHTING, 1986; STEARNS, 1989; SCHEINER, 1993). Sendo assim, o tamanho da
semente, considerado uma caracteristica plastica, pode sofrer alteracdes dependendo das
condigdes ambientais que estdo sujeitas durante o periodo de maturacdo (FENNER;
THOMPSON, 2005).

Elementos do clima, como a precipitagao pluvial, podem estar atuando na expansao das
sementes e, consequentemente, na obten¢ao de maiores valores morfométricos. Pois a agua
apresenta papel crucial no inicio do desenvolvimento das sementes, atuando na expansdo e
divisdo celular por meio da pressao de turgescéncia (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998).

As variagdes na temperatura também podem proporcionar caracteristicas distintas no
tamanho das sementes, pois a temperatura desempenha papel importante no metabolismo. Com
0 aumento da temperatura, maior atividade enzimatica ¢ notada e, consequentemente, ocorre o
enfraquecimento da parede celular, favorecendo a pressao de turgescéncia e ampliando o
tamanho das cé¢lulas (WELBAUM; BRADFORD, 1990).

Variagdes no tamanho das sementes oriundas de diferentes locais de coleta e entre
estadios de maturacdo também foram verificadas por Lamarca et al. (2013b) em sementes de
Eugenia pyriformis Camb. Estes autores atribuem as alteragdes no tamanho das sementes as
condigdes climaticas distintas vigentes em cada local.

Sementes oriundas dos municipios de Nova Santa Rosa e Santa Helena apresentaram
diferenca significativa apenas para a espessura (Tabela 2). De acordo com Marcos Filho (2015),
a espessura das sementes sofre um aumento progressivo durante as fases do desenvolvimento
das sementes, a partir do aumento da transferéncia de reservas.

Contudo, mesmo apresentando maiores valores de espessura, sementes oriundas do
municipio de Santa Helena apresentaram valores inferiores de massa de mil, quando
comparadas com as sementes de Nova Santa Rosa. De acordo com Favarin et al. (2003), o
tamanho da semente ndo garante, necessariamente, uma maior quantidade de reservas.

Nota-se que o teor de dgua das sementes de C. vernalis provenientes do municipio de
Santa Helena foi superior ao das sementes oriundas do municipio de Nova Santa Rosa.

Possivelmente, a pressao de turgescéncia, exercida pelo acumulo de agua durante o
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desenvolvimento das sementes, resultou em maiores dimensdes destas sementes, evidenciadas
pelos maiores valores de espessura, ja que a absor¢ao de agua pelas células vegetais acarreta
em maior incremento no volume vacuolar das células (TAIZ; ZEIGER, 2013).

De acordo com Marcos Filho (2015), a interagdo de fatores como temperaturas elevadas
e periodos com baixos indices pluviais durante a maturagdo, reduzem a translocacdo dos
fotoassimilados para as sementes, corroborando com os resultados encontrados em sementes de
C. vernalis oriundas do municipio de Santa Helena.

Com relacdao a massa de mil e massa seca de sementes, houve diferenga significativa
entre os locais de colheita (Tabela 1). Sementes provenientes de Marechal Candido Rondon
apresentaram os maiores valores de massa de mil e massa seca de sementes (235,98g ¢ 0,120
mg’!, respectivamente) quando comparadas com as sementes oriundas de Nova Santa Rosa
(187,40g € 0,107 mg!) e Santa Helena (173,08 ge 0,114 mg™").

Uma caracteristica climatica que pode influenciar o maior acimulo de reservas nas
sementes ¢ a radiacdo solar. A baixa incidéncia de luz durante a formagdo de sementes, poderia
induzir as espécies a produzir sementes de maior tamanho, com tendéncia ao armazenamento
de maiores quantidades de carbono. Isso levaria a uma adaptacdo ao sombreamento,
compensando a reduzida assimilacdo de carbono durante o desenvolvimento inicial das
plantulas (MALAVASI; MALAVASI, 2001).

Outra caracteristica imprescindivel durante o acimulo de matéria seca nas sementes ¢ a
disponibilidade de agua, pois durante a transferéncia de reservas da planta para a semente, o
teor de dgua deve ser elevado para poder permitir a movimentagdo dos fotoassimilados e
minerais (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; MARCOS FILHO, 2015).

Nao houve diferenca significativa entre os diferentes locais de coleta para as variaveis
porcentagem de germinacao e indice de velocidade de germinagdo. Enquanto que para o tempo
médio de germinacdo houve diferenca significativa entre os locais (Tabela 2).

Apesar de ser esperado que sementes maiores apresentem desempenho superior com
relagdo a qualidade fisiologica, em face da maior quantidade de reservas acumuladas
(MARCOS FILHO, 2015), isso nao foi observado neste estudo, uma vez que as sementes
oriundas de Marechal Candido Rondon que apresentaram maior contetido de massa, exibiram
qualidade inferior as sementes do municipio de Nova Santa Rosa, demorando mais tempo para

germinar.
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Tabela 2. Porcentagem de germinagdo (G), indice de velocidade de germinacao (IVG) e tempo
médio de germinagdo (TMG) de sementes de C. vernalis provenientes de diferentes locais de
coleta, nos municipios de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa Helena, Parana.

Locais de coleta G VG TMG

(%) - Dias

Nova Santa Rosa 70 a! 0,86 a' 22b°
Marechal Candido Rondon 72 a 0,64 a 31a
Santa Helena 76 a 0,65 a 32a

* Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste t, a 5% de probabilidade de erro.
! Medianas seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney, a 5% de
probabilidade de erro.

Sementes oriundas do municipio de Nova Santa Rosa, que apresentaram menor
espessura das sementes, demonstraram melhor qualidade fisiologica, evidenciado pelo menor
tempo médio de germinacdo. Krzyzanowski, Vieira e Franga Neto (1999) reportaram que as
sementes menores sao as primeiras a germinarem, devido ao fato de necessitarem de menor
contetdo de dgua para iniciarem 0s processos metabolicos, garantindo vantagens quanto ao
estabelecimento de mudas no campo (MARCOS FILHO, 2015).

As caracteristicas fisicas da semente nao sdao fatores determinantes para prever a sua
qualidade fisiologica, pois a capacidade germinativa de sementes florestais nao esta
condicionada apenas ao tamanho da semente, mas também as caracteristicas ambientais em que
se encontram (MALAVASI; MALAVASI, 2001; HANLEY et al., 2007; FARIA et al., 2009).

Estudos demonstram que a ocorréncia de diferengas nas caracteristicas fisioldgicas em
sementes de uma mesma espécie podem ser atribuidas ao grau de maturidade ou a qualidade
inicial das sementes. Estes fatores sdo condicionados pelas condi¢des climaticas,
particularmente a precipitacdo pluvial e a temperatura do ar, durante a formagdo das sementes
(DAWS et al., 2004, 2006; MARTINS et al., 2008, 2009; LAMARCA; VENDRAME;
BARBEDO, 2011, LAMARCA et al., 2013a, 2013b).

As condigdes climaticas, particularmente a disponibilidade hidrica e as temperaturas
elevadas, durante as etapas do desenvolvimento das sementes, podem acelerar a maturacdo e
resultar na produ¢do de sementes de baixo vigor (FRANCA NETO et al., 1993; MARCOS
FILHO, 2015). Assim, as condi¢gdes climaticas verificadas no municipio de Nova Santa Rosa,
possivelmente foram mais favoraveis a qualidade das sementes, apresentando menor tempo

médio de germinagao.
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Neste estudo, o tempo médio de germinagdo variou de 22 a 32 dias entre os locais
avaliados. Lemes, Lopes e Matheus (2011) também verificaram diferengas no tempo médio de
germinacdo de C. vernalis quando avaliaram diferentes substratos, reportando variagcdo de 32 a
42 dias. Estes resultados corroboram com as especificagdes estabelecidas pelas Instrugdes para
Analise de Sementes Florestais, onde ¢ indicada a contagem final da germinagdo ap6s 30 dias

da instalagdo do teste (BRASIL, 2013).
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4 CONCLUSAO

As caracteristicas biométricas, fisicas e fisiologicas foram distintas para cada lote,

representando cada um dos locais de colheita estudados.
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CAPITULO 2 - TESTE DE TETRAZOLIO NA AVALIACAO DA VIABILIDADE DE

SEMENTES DE Cupania vernalis (CAMBESS.)

RESUMO - O trabalho objetivou padronizar o teste de tetrazolio (TZ) para sementes de C.
vernalis, provenientes dos municipios de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa
Helena, na regido oeste do Parana. Ap6s embebicao das sementes entre papel por 48 h, foram
testados cinco métodos de preparo: (1) sementes intactas; (2) corte na extremidade oposta ao
hilo; (3) remogao parcial do tegumento; (4) remocao total do tegumento; e (5) remocao total do
tegumento seguido do corte longitudinal. As concentragdes do sal testadas foram: 0,025%,
0,05%, 0,075%, 0,1% e 0,2%, nos tempos de 2, 4 ¢ 6 h. Quando da significancia pelo teste F,
os resultados foram submetidos a andlise por superficie de resposta. Foi conduzido um teste de
germinagdo (TG) e emergéncia em casa de vegetacdo (TE) para sementes dos trés locais. As
médias obtidas no TG e TE foram comparadas com o TZ pelo teste t e calculado o coeficiente
de Pearson. O método de preparo definido como remocgao total do tegumento seguido do corte
longitudinal, promoveu a melhor coloragdo das sementes. Recomenda-se embebicao por 48 h,
remocao total do tegumento e corte longitudinal da semente, a concentracao de 0,05% do sal

por 2 h, para avaliagao de sementes de C. vernalis pelo teste de tetrazodlio.

Palavras-chave: Camboatd, potencial germinativo, qualidade de sementes.
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Tetrazolium test in assessing the viability of seed of Cupania vernalis (Cambess.)

ABSTRACT- The study aimed to standardize the tetrazolium test (TZ) for seed of C. vernalis
from three sites in western Parand. After soaking the seeds between paper for 48h, were tested
five methods of preparation: (1) intact seeds; (2) cut at the opposite end to hilum; (3) partial
removal of the seed coat; (4) total removal of the seed coat; and (5) total removal of the seed
coat followed by slitting. The concentrations of salt tested were: 0,025%, 0,05%, 0,075%, 0,1%
e 0,2%, in times of 2, 4 e 6 h. When significance of the F test, the results were subjected to
analysis by response surface. It was a germination test conducted (TG) for seeds of three
locations and average values between the TG and TZ were compared by t test calculated the
coefficient of Pearson. The preparation method (5) provide better coloring of the seeds. Low
concentrations of the salt and lower incubation period, provided coloration pink carmine clear
in the seeds. It is recommended soaking for 48 hours, total removal of the seed coat and
longitudinal slitting of seed, the concentration of 0,05% the salt by 2 h, for evaluation of seed

C. vernalis by the tetrazolium test.

Index terms: Camboata, germination potential, seed quality.
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1 INTRODUCAO

Cupania vernalis (Cambess.) ¢ uma espécie arborea, conhecida popularmente como
camboatd, pertencente a familia Sapindaceae. Esta espécie ocorre em diversas fitofisionomias
do Brasil, sendo comumente encontrada na Floresta Ombrofila Mista e na Estacional
Semidecidual no estado do Parana (CORDEIRO; RODERJAN; CURCIO, 2013; ROSADO;
SOUZA; FERRUCCI, 2014).

A importancia ecoldgica desta espécie, nestas formacdes florestais, demonstrada a partir
do seu valor de importancia (6% a 8%), evidencia o seu potencial para programas de
reflorestamento com fins conservacionistas (HACK et al., 2005; SCIPIONI et al., 2012). Além
disso, destaca-se o potencial econdmico da madeira e também seu emprego no paisagismo € na
arborizacao de ruas (LORENZI, 2002; CAMPOS FILHO; SARTORELLI, 2015).

O teste de germinacdo serve como suporte para todas as outras analises (Sena et al.,
2010). Entretanto, a obtencao dos resultados da qualidade fisioldgica de sementes pode requerer
um periodo longo de condugdo (COSTA; SANTOS, 2010), a exemplo da espécie C. vernalis.
Estas sementes possuem processo germinativo lento e desuniforme, com contagem final de
plantulas normais apods 30 dias da semeadura no teste de germinagao (BRASIL, 2013).

Além disso, a espécie apresenta intolerancia a dessecacdo (VIEIRA et al., 2008) e vida
curta no armazenamento, ndo ultrapassando seis meses (CARVALHO, 2006). Estas
caracteristicas ressaltam a importancia de métodos rapidos e eficientes na avaliacdo da
qualidade fisiologica destas sementes.

Entre os métodos utilizados rapidos de avalia¢do da viabilidade das sementes, destaca-
se o teste de tetrazdlio. A estimativa da viabilidade de sementes com germinacdo lenta,
recalcitrantes (OLIVEIRA et al., 2014) ou dormentes, pode ser realizada com precisdo através
do teste de tetrazolio padronizado.

O teste de tetrazdlio tem como base a atividade respiratoria das sementes, a nivel celular.
A reacdo ocorre quando o sal de tetrazélio (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio) € reduzido pela
acdo das enzimas desidrogenases, resultando no composto vermelho conhecido como
trifenilformazam. Em tecidos necrosados ¢ mortos nao ha coloragdao devido a desnaturacao e
degradacdo destas enzimas oxidativas (FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI; COSTA, 1998).

A padronizagdo do teste de tetrazdlio ¢ de fundamental importancia, pois a concentragao

do sal, a temperatura e o periodo em que as sementes permanecerao incubadas na solugdo, além
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das condig¢des de preparo ideais e a correta avaliagdo das estruturas embriondrias das sementes,
sdo fatores que influenciam o tempo de obtencdo de resultados e a avaliagdo correta da
intensidade da coloragdao (CALOY et al., 2013; FOGACA, 2015).

Estudos desenvolvidos por Oliveira, Nicoletti e Gomesi (2010) e Lemes et al. (2012) ja
reportaram a metodologia para aplicagdo do teste de tetrazolio em sementes de C. vernalis.
Contudo, estas recomendagdes sdo inespecificas e insuficientes para sua replicabilidade na
avaliacdo da viabilidade das sementes desta espécie.

Diante do exposto, o presente estudo objetivou padronizar o teste de tetrazolio, visando
a visualizagdo das estruturas vitais do embrido e a intensidade da coloragdo (através de figuras
e/ou fotos), estabelecendo pardmetros para determinar a viabilidade de sementes de C. vernalis

com maior rapidez, precisao e confiabilidade.
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2 MATERIAL E METODOS

Frutos de C. vernalis foram colhidos de trés arvores, provenientes de fragmentos
florestais da Floresta Estacional Semidecidual. As colheitas foram efetuadas nos municipios de
Nova Santa Rosa (24°27'60"S, 53°57'16"O e altitude de 393 m), Marechal Candido Rondon
(24°34'47"S, 54°04'03"O e altitude de 324 m) e Santa Helena (24°59'50"S, 54°1129"0 e
altitude de 361 m).

A colheita foi realizada manualmente no inicio da abertura espontdnea dos frutos
(LORENZI, 2002). As sementes provenientes dos municipios de Marechal Candido Rondon e
Santa Helena foram colhidas em outubro de 2014 e as sementes provenientes do municipio de
Nova Santa Rosa foram colhidas em novembro de 2014. Em condig¢des de laboratorio, apos a
deiscéncia completa dos frutos sobre bancada, as sementes foram retiradas manualmente,
acondicionadas em sacos de papel do tipo kraft e mantidas sob condi¢des de laboratorio por um
periodo de aproximadamente 60 dias (Marechal Candido Rondon e Santa Helena) e, de
aproximadamente 30 dias (Nova Santa Rosa), até a instalagdo dos ensaios.

A caracterizacdo inicial dos lotes de sementes foi realizada através do teor de agua,
determinado pelo método da estufa a 105+ 3 °C por 24 h, utilizando quatro repeti¢des de 25
sementes (BRASIL, 2009).

As sementes pertencentes ao municipio de Nova Santa Rosa foram utilizadas para a
padronizagao do teste de tetrazolio. Inicialmente, as sementes intactas foram submetidas ao pré-
condicionamento, onde foram embebidas entre papel de germinacao, previamente umedecido
com agua destilada com volume de 2,5 vezes a massa do papel e colocado dentro de sacos
plasticos, por 48 h a 30 °C, em camara de germinag¢ao (tipo B.O.D.).

Decorrido o periodo de embebigdo, duas repeticdes de 25 sementes foram submetidas a
cinco métodos de preparo, que estao descritos e ilustrados de acordo com a Figura 1. Sendo: 1
- sementes intactas (Figura 1A); 2 - corte através do tegumento na extremidade oposta ao hilo
(Figura 1B); 3 - remocdo parcial do tegumento (removendo aproximadamente 1/3 do
tegumento) (Figura 1C); 4 - remogao total do tegumento (Figura 1D); 5 - remogao total do
tegumento, seguido do corte longitudinal da semente (Figura 1E). Em seguida, as sementes
foram imersas em solucao de 0,5% de tetrazolio por 24 h a 40 °C (OLIVEIRA; NICOLETTI;

GOMESI, 2010) e no escuro, para confirmacao topografica da rea¢do de coloracao.
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Para a avaliagdo do melhor método de preparo para sementes de camboatd, foi utilizado
uma lupa de mesa com lampada fluorescente de seis aumentos (6x). As sementes foram

seccionadas longitudinalmente através do centro do eixo embrionario, com o auxilio de lamina.

Figura 1. Métodos de preparo das sementes de Cupania vernalis: sementes intactas (A); corte
através do tegumento na extremidade oposta ao hilo (B); remocdo parcial do tegumento
(removendo aproximadamente 1/3 do tegumento) (C); remocdo total do tegumento (D);
remogao total do tegumento, seguido do corte longitudinal da semente (E).

Foi realizada a comparagao visual entre os métodos utilizados, a fim de determinar
aquele que proporcionasse a coloragdo na regido vital do embrido. Definido o método de
preparo, foram determinadas a concentragdo e o periodo de tempo de reagdo do sal de tetrazolio.
Quatro repeti¢des de 25 sementes do local 1 foram submetidas a cinco concentragdes: 0,025%,
0,05%, 0,075%, 0,1% e 0,2% e trés periodos de imersao na solugdo (2,4 ¢ 6 h), a 40 °C.

A avaliagdo da coloragdo foi realizada com auxilio de uma lupa de mesa com lampada
fluorescente de seis aumentos (6x), onde cada semente foi analisada individualmente e
classificada em vidveis e ndo viaveis. Os critérios utilizados foram: intensidade e uniformidade
da coloracao obtida nos tecidos do embrido e na presencga e localizacao de possiveis danos.
Estas analises foram feitas a partir do estudo das partes essenciais do embrido e sua relagdo com
as estruturas vitais envolvidas durante o processo de germinagdo (Figura 2). O resultado foi
expresso em porcentagem de viabilidade (BRASIL, 2009). Apds a metodologia do teste de
tetrazolio ser testada e padronizada, esta foi aplicada para os trés lotes em quatro repeticdes de

25 sementes.
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Figura 2. Embrido de Cupania vernalis (A) e estruturas vitais do eixo embrionario (B). Barra
vertical: 8,7 mm.

Complementarmente, os trés lotes de sementes foram submetidos ao teste de
germinagdo e emergéncia em casa de vegetacdo. Para o teste de germinagao, quatro repeti¢des
de 50 sementes foram semeadas entre vermiculita umedecida com 4agua destilada até a saturagdo
e mantidas em cadmara de germinagdo (tipo B.O.D.), a 30 °C com fotoperiodo de 12 h. As
avaliagdes de porcentagem de germinacdo foram realizadas diariamente até a estabilizacdo,
utilizando, como parametro de germinacdo, a formacdao de plantulas normais, segundo
descricdo de Vieira et al. (2008).

Para o teste de emergéncia em casa de vegetacdo, quatro repeticdes de 25 sementes
foram semeadas a 2 cm de profundidade, em tubetes de 120 cm® de volume, preenchidos com
substrato comercial a base de casca de pinus, mantidos em ambiente protegido com 50% de
sombreamento, com temperatura média do ambiente a 29,0 °C e umidade relativa em torno de
40,0%. As avaliacoes foram realizadas a cada dois dias até a estabilizagdo, utilizando como
parametro de germinacdo a formag¢do de plantulas normais (VIEIRA et al., 2008).

Na avaliacdo da concentracdo e periodo de tempo de reacdo o experimento seguiu o
delineamento inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial (5 x 3). Os dados foram averiguados

quanto a normalidade da distribuicdo dos residuos pelo teste de Lilliefors, e quanto a
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homogeneidade da variancia pelo teste de Cochran e Bartlet. Posteriormente, os dados foram
submetidos a andlise de variancia. Quando da existéncia de diferengas estatisticamente
significativas, utilizou-se a analise por superficie de resposta.

Adicionalmente, as médias dos resultados obtidos de cada lote para o teste de
germinagdo, emergéncia em casa de vegetacdo e do teste tetrazolio foram comparadas entre si
pelo teste t a 5% de probabilidade de erro, bem como foi calculado o coeficiente de correlagao

simples de Pearson (1), entre os resultados dos testes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O grau de umidade inicial das sementes foram, em média, 40%, 42% e 44% para as
sementes oriundas do municipio de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa
Helena, respectivamente. Outros trabalhos também evidenciaram grau de umidade alto para a
espécie C. vernalis, com valores de 42% (OLIVEIRA; NICOLETTI; GOMESI, 2010), 44%
(LEMES; LOPES; MATHEUS, 2011), 47% (LEMES et al., 2012) e 38% (BORTOLINI et al.,
2013). Valores elevados do grau de umidade, entre 30% a 70%, ao final da maturagdo podem
estar relacionados ao comportamento recalcitrante das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

No momento da padronizacdo do teste de tetrazdlio, aproximadamente 60 dias apds a
determinag¢do inicial do teor de 4gua, o grau de umidade das sementes verificado foi de 33%,
24% e 20% para os municipios de Nova Santa Rosa, Marechal Candido Rondon e Santa Helena,
respectivamente. Apos a embebicdo entre papel por 48h, o grau de umidade elevou-se para 36%
(municipio de Nova Santa Rosa) e 27% (municipios de Marechal Candido Rondon e Santa
Helena).

De acordo com Costa et al. (2007), o grau de umidade das sementes abaixo de 24%
restringe o inicio dos processos metabdlicos e respiratorios, dificultando a ativagdo enzimatica,
sobretudo as enzimas do grupo das desidrogenases, as quais sdo responsaveis pela coloragao no
teste de tetrazolio. Desse modo, sugere-se que, quando as sementes apresentarem grau de
umidade inferior a 20%, estas devem ser embebidas por um periodo de 48 h a 30 °C, a fim de
garantir um padrao de coloracgao nitida para avaliagao adequada das areas vitais do embrido.

Na avaliagdo dos métodos de preparo, as sementes que se encontravam intactas e aquelas
com remog¢ao parcial ou total do tegumento, ndo apresentaram coloracdo, o que dificultou a
analise das sementes. Também nao houve destaque para o método de preparo definido como
corte através do tegumento na extremidade oposta ao hilo, pois a coloracao resultante
encontrou-se apenas na regido do corte, impossibilitando avaliar a regido vital do embrido.

J4 o método que consistiu da remogao total do tegumento seguido do corte longitudinal
foi o que proporcionou maior difusdo da solugdo do sal de tetrazélio pelos tecidos das sementes,
com coloragdo uniforme e superficial nos tecidos internos da semente. Resultado semelhante
foi obtido por Cripa et al. (2014) com sementes de Eugenia involucrata DC. e Eugenia

pyriformis Cambess. e Kaiser et al. (2014), em sementes de Eugenia uniflora L., onde os autores
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reportaram que a realizagao do corte longitudinal antevendo a imersao das sementes na solugao
de tetrazolio permitiu obter coloracdo uniforme dos tecidos.

A recomendac¢do do método de preparo ideal, que possibilite a exposi¢ao dos tecidos a
solucdo de tetrazolio, deve levar em conta a técnica que provoque o menor dano possivel a
semente, caso contrario, a promoc¢ao de danos acentuados nos tecidos pode provocar alteragodes
nos resultados finais do teste (FOGACA, 2015). Dessa forma, a retirada do tegumento das
sementes de C. vernalis antes da coloracdo, deve ser realizada com cuidado a fim de evitar
injurias ao embrido e assim evitar erros de interpretacao do teste.

Embora a remog¢ao do tegumento das sementes de C. vernalis seja delicada e trabalhosa,
sua execucdo ¢ de fundamental importancia, pois possibilita a realizacdo correta do corte
longitudinal, permitindo a visualizagdo da regido vital da semente e, consequentemente, a
correta avaliagdo da viabilidade pelo teste de tetrazolio.

A andlise de variancia indicou interagdo significativa (F = 4,476, P = 0,0004) entre a
concentragcdo do sal e o periodo de incubagdo na solugdo para avaliagdo da viabilidade das
sementes. O modelo de superficie de resposta testado explicou 43% da viabilidade das sementes
(Figura 3).

Com base na equagao ajustada (Figura 3), obteve-se a maxima resposta de identificacao
da viabilidade das sementes (89,8%) quando o periodo de incubagdo foi de 2:05 h com o
emprego da concentracao de 0,046%, a semelhanca dos resultados obtidos com duas horas de
incubacdo com a concentrac¢do de 0,05% (89,7%).

Em contrapartida, nota-se que conforme aumenta o periodo de tempo de incubacao (seis
horas) e a concentragdo da solugdo de tetrazolio (0,2%), a 40 'C, os valores obtidos decrescem
exponencialmente, sendo observada viabilidade de 19,7% (Figura 3), afetando a qualidade de
coloragao pelos tecidos.

Nestas condigdes, ocorre intensa coloracao na regido vital do embrido, o que pode estar
relacionada a alta atividade meristematica desenvolvida nestes tecidos. Em adi¢dao, o aumento
no periodo de tempo e na concentra¢do resultam em uma coloragdo intensa, devido ao excesso

de exposi¢do das sementes a solucao.
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Viabilidade TZ (%)

f=89.81/((1+((x-0.046)/0.119)"2)*(1+((y-2.085)/-4.537)"2)) R2=0.43**

Figura 3. Efeito do periodo de incubagao (h) e da concentragdo da solugdo de tetrazolio (%) na
viabilidade de sementes de Cupania vernalis. * Significativo a 1% de probabilidade.

Assim, ¢ recomendado o uso de concentracdes de solugdo de tetrazolio mais baixas, pois
permitem que os tecidos da semente apresentem coloragdes passiveis de visualizacdo e
identificagdo de danos, sendo possivel estimar a viabilidade das sementes. Além disso,
concentragdes baixas garantem economicidade do teste, pois o sal de tetrazdlio ¢ de custo
elevado (FOGACA, 2015).

A utilizacao de concentragdes baixas do sal vem sendo reportadas para algumas espécies
florestais, a exemplo de trabalhos desenvolvidos por Azerédo, Paula e Valeri (2011) em
sementes de Piptadenia moniliformis Benth, por Abbade e Takaki (2014) em sementes de
Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith, por Nogueira, Torres e Freitas (2014) em sementes de
Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong e por Cunha e Gomes (2015) em sementes de
Erythrina velutina Willd.

O reconhecimento das estruturas essenciais das sementes ¢ de fundamental importancia
para estabelecer corretamente as condi¢des para o preparo € para a defini¢ao dos critérios para
a avaliagao (FRANCA NETO, 1999). Em sementes de C. vernalis, as areas vitais do embrido

sdo a plimula, o cilindro central e o eixo hipocétilo-radicula curto (Figura 2).
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Além da coloragdo observada nestas areas, a turgescéncia e o aspecto dos tecidos foram
levados em considera¢do durante a avaliagdo das sementes nesta pesquisa. Segundo Dias e
Barros (1999), deve-se levar em conta a coloragcdo das sementes, a turgescéncia dos tecidos, a
auséncia de fraturas em regides vitais, os danos causados por insetos € a formac¢ao morfoldgica.

A partir do conhecimento das partes essenciais do embrido e sua relagdo com as
estruturas vitais envolvidas durante o processo de germinagdo, foi realizada a classificacao
topografica das sementes em trés grupos de viabilidade.

Grupo 1 — sementes vidveis (com tecidos firmes, sem que haja danos significativos no
eixo embrionario e coloracgdo rosa suave) (Figura 4 a; b); Grupo 2 — sementes nao viaveis (com
coloracdo intensa no eixo hipocétilo-radicula e na plimula, comprometendo o desenvolvimento
normal da plantula) (Figura 4 c; d); e Grupo 3 - sementes mortas (sementes com lesdes escuras,
em avancado estagio de deterioragdo (Figura 4 e) ou com coloragdo branco- leitosa nos tecidos

do eixo embrionario) (Figura 4 f).

Figura 4. Classificacdo topografica das sementes de Cupania vernalis em viaveis (a-b); nao
viaveis (c-d); e sementes mortas (e-f), incubadas na solugdo de tetrazélio por duas horas na
concentracao de 0,05%.
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A porcentagem de plantulas normais obtidas no teste de germinagdo, no teste de
emergéncia em casa de vegetacdo e a porcentagem de viabilidade estimada pelo teste de
tetrazolio encontram-se na Tabela 1.

Os resultados obtidos no teste de germinagdao e emergéncia em casa de vegetacao,
quando comparados com o teste de tetrazolio, resultaram na auséncia de significancia, com
correlagdo positiva significativa de 0,96, confirmando a aderéncia dos resultados do teste de
tetrazolio na avaliacdo da viabilidade de sementes de C. vernalis.

E importante ressaltar que da colheita até a instalagio dos testes de germinacdo e
emergéncia, as sementes oriundas do municipio de Nova Santa Rosa permaneceram
acondicionadas em sacos de papel, em condi¢des de laboratério, por aproximadamente 30 dias
e para as sementes oriundas dos municipios de Marechal Candido Rondon e Santa Helena por
um periodo de 60 dias.

Estas condigdes e o periodo que permaneceram armazenadas podem estar relacionadas
a diferenca observada nos resultados de germinacdo e emergéncia entre os locais de colheita
estudados, visto que as sementes de C. vernalis apresentam sensibilidade a dessecacdo e
necessitam de valores elevados de umidade para a manutengdo da viabilidade e sobrevivéncia

(BRUNING, LUCIO E MUNIZ, 2011).

Tabela 1. Porcentagem de plantulas normais obtidas pelo teste de germinacdo (PN), de
emergéncia em casa de vegetacdo (TE), de sementes vidveis pelo teste de tetrazolio (TZ),
probabilidade de significancia pelo teste t (Prob. Teste t) e coeficiente de correlacao simples (1)
em trés lotes de sementes de Cupania vernalis.

PN TZ Prob. teste t TE TZ
Lotes
______ Ly e O
1 64 +£9.6 79 £ 11,5 0,0836 52 79+ 11,5
2 18 £2,5 13+£7,6 0,3024 4.5 13+£7,6
3 22+59 22+4,0 >(,5000 5 22+40
R 0,96** 0,96**

™ Significativo a 1% pelo teste t.

Mesmo ndo ocorrendo diferencas significativas entre os testes para sementes do
municipio de Nova Santa Rosa, observou-se pelo teste de tetrazolio uma viabilidade de 15% a
mais que o obtido pelo teste de germinacgdo e 27% a mais que o obtido no teste de emergéncia

em casa de vegetacdo (Tabela 1). Em espécies que apresentam algum grau de dorméncia, o uso
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do teste de germinagdo pode subestimar o potencial germinativo das sementes (GARLET;
SOUZA; DELAZERI, 2015).

Bortolini et al., (2013) constataram que o tegumento das sementes de C. vernalis,
constitui-se de uma barreira fisica ao crescimento do embrido, retardando o processo
germinativo. Dessa forma, o uso do teste de tetrazolio é uma alternativa promissora na avaliagao
da viabilidade das sementes remanescentes no final do teste de germinacgao.

O processo de germinac¢ao em laboratorio foi completado em 46 dias e a emergéncia em
casa de vegetagao teve duracao de 131 dias. Em contrapartida, a utilizagao do teste de tetrazolio
se destaca por sua rapidez, levando apenas 52 h para a avaliagdo da viabilidade de sementes de
C. vernalis.

Neste sentido, levando em consideracao as caracteristicas desta espécie (recalcitrancia
e a lenta germinacdo e emergéncia das plantulas), fica evidenciado a necessidade do uso de
metodologias alternativas, como o caso do teste de tetrazoélio, que avaliam rapidamente a
qualidade destas sementes, otimizando a obtencdo dos resultados e a tomada de decisdo quanto

ao uso do lote de sementes.
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4 CONCLUSAO

O método de preparo ideal das sementes de C. vernalis para realizacao do teste de
tetrazolio € a embebicao entre papel por 48h seguido da remogao total do tegumento e posterior
corte longitudinal da semente. A concentra¢dao da solugdo de tetrazolio deve ser de 0,05% e o
tempo de coloracao de duas horas a 40 °C para garantir a precisa determinacdo da viabilidade

de sementes de C. vernalis pelo teste de tetrazolio.
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CONSIDERACOES GERAIS

O conhecimento acerca da qualidade de sementes durante a sua formacgao e a relacao
com as condi¢des ambientais sdo essenciais, pois fornecem subsidios para o planejamento
adequado dos sistemas de produgdo. Estudos com varias espécies florestais fazem relacdo das
caracteristicas de frutos e sementes e sua relacao com as condi¢des ambientais. Entretanto, em
relagcdo a espécie Cupania vernalis, estas informagodes ainda sdo escassas, particularmente, na
regido Oeste do Parand, em municipios no entorno da represa da Itaipu.

Nesse sentido, o primeiro capitulo deste trabalho demonstrou que as caracteristicas
morfométricas, fisicas e fisioldgicas das sementes de C. vernalis foram moduladas pelas
condigdes ambientais em que a espécie estava inserida. Variagdes na temperatura,
disponibilidade hidrica, radiag¢do solar e o déficit de pressdo de vapor avaliados neste estudo
refletiram em respostas distintas para esta espécie.

Com o intuito de complementar as informacgdes deste estudo e, assim poder estimar um
comportamento padrao desta espécie, novos estudos deveriam ser realizados avaliando, além
da morfometria e a qualidade fisica e fisiologica das sementes e sua relacdo com as condi¢des
ambientais, os aspectos fenologicos desta espécie em mais de um ciclo reprodutivo e em um
maior niamero de individuos e locais de colheita.

Para aferi¢do da qualidade fisioldgica das sementes ¢ necessario a utilizagdo de testes
que estimam com rapidez a viabilidade e o vigor das sementes, a exemplo do teste de tetrazdlio.
Para sementes de C. vernalis a coloracdo ideal das sementes pelo teste de tetrazolio, deve seguir
a seguinte metodologia: pré-condicionamento por 48 h seguido da retirada do tegumento e corte
longitudinal e imersdo na solucao de tetrazolio de 0,05% por duas horas.

E sabido que sementes com comportamento recalcitrante nio sofrem dessecagdo
acentuada na final do processo de maturagdo, mantendo o teor de 4gua elevado e o metabolismo
ativo para iniciar o processo germinativo. As sementes de C. vernalis sdo classificadas como
sementes recalcitrantes, dessa forma, estas sementes ja apresentariam conteido de agua
suficiente para que ocorresse o processo de reducdo pelo sal de tetrazolio, tornando
desnecessario o periodo de 48 h de embebigao.

Diante disso, novos estudos devem ser realizados a fim de investigar o periodo ideal de
embebi¢do, ou mesmo, verificar se hd a necessidade desta etapa na conducdo do teste de

tetrazolio para sementes de C. vernalis. Esta informacdao permitiria reduzir o periodo de
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condugdo do teste, sendo necessaria apenas quatro horas para a estimativa da viabilidade destas
sementes. A avaliagcdo rapida e precisa da qualidade de sementes de C. vernalis permitiria o
manejo correto do lote de sementes, uma vez que estas sementes apresentam germinacao lenta,
desuniforme, intolerancia a dessecacao e curta longevidade.

Portanto, conhecer os aspectos bioldgicos desta espécie florestal nativa frente as
condi¢des ambientais vigentes durante o seu desenvolvimento, permite a utilizagdo correta
desta espécie em programas de recomposi¢dao de ecossistemas degradados nestas formacdes
florestais. E para garantir a qualidade das sementes e/ou mudas que serdao utilizadas nestes
programas, o emprego de metodologias alternativas ou que complementem a verificacao da

qualidade das sementes, como o teste de tetrazolio, assumem fundamental importancia.



