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INTRODUCAO

Na regido de Manaus sdo conhecidas duas espécies do género Carapa, C. guianensis Aubl. e C. procera D. C., que
pertencem a familia Meliaceae. Ambas possuem o mesmo nome popular, andiroba. Sdo arvores de pequeno a grande
porte, sendo dificilmente diferenciadas pela populagdo, por apresentar caracteristicas semelhantes na morfologia dos
frutos, sementes, folhas, na casca do tronco, etc., podendo ocorrer em varzea ou em areas alagadas ao longo de igapds
e na terra firme. A madeira é umas das mais estudas da regido amazoOnica, sucedanea ao mogno, utilizada em
fabricagdes de moveis, caixotaria fina, construgao civil, entre outros. Atualmente o interesse econdmico da andiroba
tem crescido consideravelmente devido a exploragao comercial do éleo extraido das sementes, para fins medicinais e
cosméticos. Na regido de Manaus essa pratica é quase exclusivamente extrativista (Mendonga e Ferraz 2007).

As sementes de ambas as espécies sdo recalcitrantes e perdem a germinabilidade em poucos dias, quando secadas em
ambiente natural (Ferraz et al. 2002). O periodo para a germinagdo das sementes com tegumento varia de 1 a 6 meses
para C. guianensis e de 1 a 5 semanas para C. procera. Neste periodo, C. guianensis alcangou 30% de germinagdo
enquanto C. procera apresentou 90% em estudos no viveiro. A germinacdo pode ser acelerada pela remogdo do
tegumento para ambas as espécies, reduzindo o tempo médio para 24 dias em C. guianensis, e 6 dias para C. procera
(Ferraz et al. 2002). Entretanto, a retirada necessita habilidade especial além de ser demorada, pois é dificil separar o
tegumento das sementes turgidas e ferimentos dos embrides devem ser evitados. Desta forma, é desejavel que outras
ferramentas estejam disponiveis além do teste direto de germinacao.

A solugdo incolor de tetrazédlio (cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio), forma um composto insolivel de coloragdo
vermelho (formazan), pela reagdo com hidrogénio liberado na atividade de desidrogenases em tecidos com respiracdo
celular. A coloragdo permite delimitar o tecido que respiram das que ndo apresentam atividade metabdlica, mantendo
estes descoloridos (Marcos Filho 2005). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi elaborar um protocolo para a
coloragao topografica das sementes de andiroba com tetrazélio e validar a possibilidade do seu uso como teste indireto
para determinar a viabilidade.

MATERIAL E METODOS

A coleta das sementes de andiroba foi realizada na Reserva Ducke, uma area de 10.000 ha de floresta de terra firme ao
norte de Manaus, compreendida entre as coordenadas 59°52'40" e 59°52'00" de longitude Oeste e, entre 03°00'00" e
03°08'00" de latitude Sul que possui além da area preservada, varios plantios de andiroba instalados desde os anos de
1964 (Volpato et al. 1972). Para o transporte, as sementes foram colocadas em sacos pldsticos e encaminhadas para o
laboratdrio de sementes do INPA. No beneficiamento manual, as sementes infestadas com insetos e/ou deterioradas
foram descartadas. Até o inicio do experimento as sementes foram armazenadas em sacos plasticos a 15 °C.

Apods imersdo das sementes em agua destilada por 24 horas, as mesmas foram cortadas em quatro partes. Cada parte
foi imersa imediatamente em uma das concentrag&es de tetrazélio testadas (0,05%; 0,10%; 0,25% e 0,5%) e o conjunto
das quatro concentragdes foi mantida a 25, 30 ou 35 °C. Durante um periodo de 6 horas as sementes foram avaliadas
individualmente. Aplicando quatro niveis de coloragdo: sem cor, leve coloragdo rosa em toda a extensdo da semente
(coloragédo fraca); boa tonalidade de rosa (coloragdo adequada); coloragdo muito forte (excesso de cor) (Mendonga et
al. 2001). A avaliagdo inicial se baseou na coloragdo da massa cotiledonar considerando o tamanho grande das
sementes consistindo de cotilédones fundidos e um eixo embrionario mindsculo (Ferraz et al. 2002).

Na validagdo do protocolo foram utilizadas sementes com diferentes graus de germinabilidade. Baseado no
conhecimento que as sementes de andiroba sdo recalcitrantes e perdem a germinabilidade com dessecamento, os
diferentes graus de germinabilidade foram atingidos pelo dessecamento a diferentes teores de dgua pré-determinados
(45%, 43%, 40%, 35%, 30% e 20%). Utilizando um ventilador mantido em temperatura ambiente de 25 °C. Baseado no
peso inicial das amostras e no teor de agua inicial das sementes foi calculado o peso corespondente ao teor de 4dgua
desejado (Hong e Ellis 1996). A cada teor de dgua foram testadas 120 sementes, sendo 60 sementes destinadas ao teste
de germinacdo e 60 sementes para a coloracdo com tetrazdlio e a confirmacdo do teor de agua das sementes, avaliadas
em quatro repeti¢cdes de 15 sementes, respectivamente.
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Para o teste de germinagdo as sementes foram semeadas em bandejas plasticas (31 x 11 x 6 cm) contendo vermiculita
umedecida como substrato, mantidas em sala com temperatura controlada a 25 °C. O acompanhamento foi diario,
tendo como critério de germinagdo a protrusdo da raiz primaria (=5 mm).

Para o teste de tetrazolio o tegumento foi retirado na regido do eixo embriondrio e sendo este cuidadosamente
cortado com bisturi para exposi¢do a solugdo de tetrazdlio na concentracdo, na temperatura e no periodo de incubagdo
no escuro, definidos no experimento anterior. Apds a coloragdo, foi tomada uma imagem digital de todas as amostras
para a avaliacdo posterior. Das mesmas sementes foi retirada uma amostra para a confirmagdo do teor de agua,
determinado pelo método estufa a 105 °C apds atingir o peso da massa constante.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas através do teste Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade, segundo o delineamento experimental inteiramente casualizado de seis tratamentos com quatro
repeti¢des cada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sementes submetidas a solugao de tetrazolio a 0,05%, por até seis horas, apresentaram intensidade razoavel de
coloragao, porém, menos uniforme, comparativamente a solugdo de tetrazélio a 0,10%, por trés a seis horas. A solugdo
de tetrazolio a 0,25% também proporcionou coloragdo satisfatéria em trés horas a 30 °C e em duas horas a 35 °C,
porém, promoveu coloragdao muito intensa em algumas sementes, dificultando a interpretagdo do teste; as sementes
submetidas a 0,50% coloriram em menos de duas horas, porém, com intensidade elevada. Desta forma, foi
estabelecida a concentragdo de 0,10% de tetrazélio e o periodo de incubagdo de trés horas a 30 °C. O protocolo
proposto difere das recomendagGes das Regras para Analise de Sementes (Brasil 2009), onde sdo indicadas
concentragbes de 0,5 a 1,0% de tetrazdlio e periodos de 6 a 24 horas de incubacdo de uma forma generalista
Entretanto Franga Neto (1999) mostrou resultados satisfatdrios com concentragées de 0,10%. No caso das sementes de
andiroba concentragdes mais elevadas e maior tempo de exposicdo ndo mostraram bons resultados devido a saturagao
e heterogeneidade da coloragao que nao permitiu uma boa analise. A possibilidade de reduzir a concentragao reduz
também significativamente os custos do teste principalmente em sementes grandes como as de andiroba (5 a 11cm de
diametro).

Na validagdo do teste de tetrazdlio, as imagens das sementes foram agrupadas em cinco classes baseada na intensidade
de coloragdo do eixo embrionario e do tecido cotiledonar e, destas, quatro classes foram consideradas como viaveis
(Figura 1). Os resultados da aplicagdo desta classificagdo sobre as 360 sementes com diferentes teores de agua estdo
ilustrados na Figura 2. Com teor de agua inicial (43 a 45%) a viabilidade de ambas as espécies foi alta 86,7 % para
C.procera (Figura 2 A) e 93,3% para C guianensis (Figura 2 B). Com dessecamento observou-se redu¢do da viabilidade e
abaixo de 30,0% de teor de dgua todas as sementes de C.procera tinham perdido a viabilidade e abaixo de 34,5% as de
C.guianensis. Os resultados sdo similares aos estudos anteriores e correspondem a expectativa (Connor et al. 1998).

No segundo passo o teste de viabilidade deve ser comparado com a germinabilidade. Na Figura 2 foram indicadas as
percentagens de germinacgdo alcancadas apds 10, 20 e 30 dias. Segundo Ferraz et al. (2002), o periodo para a
germinacdo das sementes de andiroba com tegumento, como neste estudo, variou de 1 a 6 meses para Carapa
guianensis e de 1 a 5 semanas para Carapa procera. Os resultados ainda nao sdo conclusivos, pois os estudos de
germinagdo continuam em observagao.

Entretanto, ja pode ser visto que em todos os teores de agua indicados com sementes viaveis, foram observadas
sementes germinadas e em nenhum dos teores de dgua indicados como letais houve germinagdo de sementes. Apés 30
dias de observacdo ha uma superestimagdo do teste de tetrazdlio em comparac¢do ao teste de germinagdo. Deve se
lembrar que o tetrazdlio colore os tecidos que respiram, ou seja, aqueles metabolicamente viadveis, ja o teste de
germinagdo avalia o funcionamento integral do embrido que resulta no alongamento do eixo embriondrio e
desenvolvimento da plantula. Desta forma, uma superestimacdo da viabilidade em relagdo a germinabilidade é
esperada e comum. Neste experimento, ajustes na classificacdo da viabilidade das sementes de andiroba podem ser
ainda feitas, quando o teste de germinagdo for concluido.

CONCLUSAO

Foi possivel adequar o teste de viabilidade para sementes de andiroba com possibilidade de avaliagdo apds trés horas,
em comparacgdo de 25 e 180 dias para o teste de germinagdo para C. procera e C. guianensis, respectivamente. Na
validacdo do teste de tetrazdlio com sementes de diferentes qualidades, os resultados dos testes germinacdo apdiam
os da viabilidade, entretanto, ndo sdo conclusivos ainda, devido a germinacdo demorada que ainda esta em
observacao.
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Classe 1. Sementes viaveis: coloragdo uniforme rosa brilhante, principalmente no eixo
embrionario, apresentando tecido com aspecto normal e firme.

Classe 2. Sementes viaveis: semelhante ao anterior, porém, com regides desamidas nos
cotilédones. Reducdo na coloragdo na face interna do eixo embrionério.

Classe 3. Sementes vidveis: apresentam coloracéo branco leitoso em menos de 50%
dos cotilédones, identificando tecido em deterioracdo, assim como, regides amareladas
préximo ao eixo embrionario.

Classe 4. Sementes inviaveis: Eixo embrionario 70% branco leitoso e cotilédones com
regides em vermelho.

Classe 5. Sementes inviaveis: Eixo embrionario completamente branco leitoso e
cotilédones amarelados.

Figura 1. Agrupamento das sementes de C. guianensis de acordo com os padrdes de coloragdo em
cinco classes de viabilidade indicando 3 exemplos para cada classe.
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Figura 2. Efeito do teor de agua sobre a viabilidade determinada pelo teste de tetrazdlio (Tz) em
comparacdo dos resultados de germinacdo, 10, 20 e 30 dias apds a semeadura das sementes de C.
procera (A) e C. guianensis (B).
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