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RESUMO

A fenologia descreve eventos bioldgicos repetitivos, possibilitando relacionar esses eventos
com fatores bidticos e abidticos. E para a germinacdo das sementes, o teste de tetrazdlio tem
sido uma alternativa promissora, por ser um teste rapido e que fornece uma andlise detalhada
da viabilidade e do vigor. Por outro lado, a Moringa oleifera Lam. € uma espécie que apresenta
multiplos usos, sendo bastante distribuida em paises tropicais. Com isso, 0s objetivos do
presente trabalho foram estudar o comportamento fenolégico de M. oleifera e relacionar as
variacfes nas fenofases com os fatores climaticos precipitacdo e temperatura e além de
determinar a eficiéncia do teste de tetrazOlio para avaliacdo da qualidade fisiologica de
sementes, concomitantemente a sua otimizacdo. O experimento foi conduzido no Laboratério
de Fitotecnia do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias — UFAL, utilizando seis lotes de
sementes de M. oleifera da area experimental do CECA, colhidas em 2020 e 2021. Para o
registro dos dados fenoldgicos, foram selecionadas dez arvores, sendo os registros realizados
entre a primeira quinzena de agosto de 2020 e a primeira quinzena de julho de 2021,
registrando-se a presenca e auséncia das fenofases floragéo e frutificagdo, determinando-se o
indice de intensidade de Fournier. Esses dados de intensidade foram relacionados com a
precipitagdo e temperatura média quinzenais através da correlagdo de Spearman. Para o teste
de tetrazolio foi realizado primeiramente o pré-condicionamento das sementes, para facilitar o
seu corte, e apenas 0s cotilédones contendo o embrido foram imersos na solucéo de tetrazdlio,
na concentracdo de 0,05%, pelo periodo de coloracdo de 3 horas, em camara do tipo
Biochemical Oxigen Demand a 30 °C no escuro. Foram classificadas como viaveis, as sementes
cujo eixo embrionario apresentou coloracdo rosa, e como ndo viaveis, as sementes que 0
embrido apresentou coloragdo amarela, vermelho muito intenso ou descolorido. Para separar
diferentes categorias de sementes, foram avaliadas uma a uma quanto a condicéo dos tecidos e
cor dos mesmos, e pela posicdo e tamanho dos danos observados nos cotilédones, plimula e
eixo hipocotilo-radicula. A avaliacdo foi efetuada sob lupa de seis aumentos (6 X) com
iluminacdo fluorescente, e dispostas sobre vidro de scanner de mesa e digitalizadas, com
imagens armazenadas em arquivo JPG. As fenofases de M. oleifera intensificaram-se nos meses
de agosto, setembro e dezembro de 2020, mostrando picos de intensidade de Fournier de 47,5
e77,5,72,5e92,5, e 35 e 55%, respectivamente, e abril e junho de 2021, nos intervalos mensais
de maior precipitacdo pluvial, apresentando indices percentuais de 82,5 e 95, 77,5 e 80%,
respectivamente. Os lotes n° 4 (abril/2021) e 5 (junho/2021) apresentaram viabilidade de 96 e
97%, e vigor muito alto, 91 e 92%, respectivamente, ndo apresentando problemas sérios,
relacionados a algum dano. A intensidade e a duracao das fenofases floracao e frutificacdo em
M. oleifera sdo sincronizadas com a distribuicdo temporal dos pulsos de precipitagdo naquele
habitat. A viabilidade das sementes de M. oleifera pode ser avaliada utilizando a concentracao
de 0,05% de tetrazolio & 30 °C durante trés horas de imersdo no sal.

Palavras-chave: Teste de tetrazélio; Fenofases; Sementes florestais.



ABSTRACT

Phenology describes repetitive biological events, making it possible to relate these events to
biotic and abiotic factors. And for seed germination, the tetrazolium test would be a promising
alternative, as it is a quick test that provides a detailed analysis of viability and vigor. On the
other hand, Moringa oleifera Lam. is a species that has multiple uses, being widely distributed
in tropical countries. With this, the objectives of the present work were to study the phenological
behavior of M. oleifera and to relate the variations in the phenophases with the climatic factor’s
precipitation and temperature and beside to determine the efficiency of the tetrazolium test for
evaluation of the physiological quality of seeds, concomitantly to the its optimization. The
experiment was carried out at the Laboratory of Pyrotechnics of the Campus of Engineering
and Agricultural Sciences - UFAL, using six lots of M. oleifera seeds from the experimental
area of CECA, harvested in the 2020 and 2021 harvests. To record the phenological data, ten
trees were selected, with the records being made between the first half of August 2020 and the
first half of July 2021, recording the presence and absence of the flowering and fruiting
phenophases, determining the Fournier intensity index. These intensity data were related to the
fortnightly average precipitation and temperature through Spearman's correlation. For the
tetrazolium test, the seeds were first preconditioned to facilitate cutting, and only the cotyledons
containing the embryo were immersed in the tetrazolium solution, at a concentration of 0.05%,
for a 3-hour staining period in a Biochemical Oxygen Demand chamber at 30 °C in the dark.
Seeds whose embryonic axis was pink were classified as viable, and seeds whose embryo was
yellow, very intense red or discolored were classified as non-viable. To separate different
categories of seeds, they were evaluated one by one regarding the condition of the tissues and
their color, and the position and size of the damage observed in the cotyledons, plumule and
hypocotyl-radicle axis. The evaluation was carried out under a magnifying glass of six
magnifications (6X) with fluorescent lighting, and disposed on a table scanner glass and
digitized, with images stored in a JPG file. M. oleifera phenophases intensified in August,
September and December 2020, showing Fournier intensity peaks of 47.5 and 77.5, 72.5 and
92.5, and 35 and 55%, respectively, and April and June 2021, in the monthly intervals of greater
rainfall, with percentage rates of 82.5 and 95, 77.5 and 80%, respectively. Batches n° 4
(April/2021) and 5 (June/2021) showed viability of 96 and 97%, and very high vigor, 91 and
92%, respectively, not presenting serious problems related to any damage. The intensity and
duration of flowering and fruiting phenophases in M. oleifera are synchronized with the
temporal distribution of precipitation pulses in that habitat. The viability of M. oleifera seeds
can be evaluated using a concentration of 0.05% tetrazolium at 30 °C for three hours of
immersion in salt.

Key words: Tetrazolium test; Phenophases; Forest seeds.
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1 INTRODUCAO

A fenologia descreve eventos bioldgicos repetitivos, possibilitando relacionar esses
eventos com fatores bidticos e abidticos, em nivel de populacdo ou comunidade (VEIT;
SCHWARZ; GUERRA, 2019). Logo, a caracterizagdo das fenofases vegetais funciona como
indicador da resposta das plantas as condigdes climéticas e edéficas locais e, além disto,
possibilita um melhor entendimento da dindmica da espécie e fornece suporte cientifico sobre
aspectos da biologia no seu habitat natural (BEYERLEIN; MENDES; PEREIRA, 2019).

Vale ressaltar que, segundo Silva et al. (2019), o clima sazonal também influi na
ocorréncia de ritmos periddicos de crescimento e reproducdo (fenofases). Por isso, a fenologia
seria uma das ferramentas para identificar os fatores que influenciam a reproducdo e a
sobrevivéncia da espécie, a0 mesmo tempo que trata-se de uma linha de pesquisa importante
para entender o funcionamento dos ecossistemas florestais, sua conservacdo e manejo
(BASSACO; NOGUEIRA, 2019).

A Moringa oleifera Lam. pertence a familia Moringaceae, € bastante distribuida em
paises tropicais e, por ser de facil adaptacdo as condi¢des semiaridas, vem se destacando nas
pesquisas cientificas (MEDEIROS et al., 2019). A espécie também possui multiplos usos,
principalmente pelo seu valor medicinal, como forrageira, condimentar, na industria de
cosmeéticos, melifero, combustivel e no tratamento de purificacdo da &gua através da solucéo
coagulante feita a partir das sementes (NORONHA; MEDEIROS; PEREIRA, 2019).

A germinacdo das sementes, por sua vez, é considerada uma etapa critica no
estabelecimento e desenvolvimento das plantas em condic¢des de campo, e diversos sao 0s testes
que avaliam a qualidade das sementes, porém, dependendo da espécie, os resultados podem
demorar muito, o que de certa forma é considerado caro na cadeia que envolve a producéao e
comercializacdo de sementes e posterior producdo de mudas (NORONHA, 2014). E em funcéo
da rapidez e confiabilidade na obtencéo dos resultados, o uso de testes como o de tetrazolio é
amplamente difundido no controle de qualidade de sementes (PEREIRA et al., 2020), sendo
usado para avaliar o vigor, determinar a viabilidade das sementes, danos por secagem, por
insetos e por umidade, bem como para detectar danos mecanicos de colheita e/ou
beneficiamento (SANTOS; VIEIRA; PANOBIANCO, 2019).

O teste de tetrazdlio € um teste bioquimico, que quando dissolvido é incolor (DUBOC,;
SILVEIRA; NASCENTES, 2018), mas quando em contato com os tecidos vivos da semente

atua na alteracdo da coloragéo, o que permite classificar as sementes em vidveis e invidveis de
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acordo com o padréo de coloracdo dos tecidos, sendo interpretado conforme a intensidade e
localizagéo das partes coloridas e descoloridas da semente (GIBBERT, 2018).

Nesse contexto, 0s objetivos do trabalho foram (a) estudar o comportamento fenoldgico
de M. oleifera; (b) relacionar as variacbes nas fenofases com os fatores climaticos como
precipitagdo e temperatura; (c) determinar a eficiéncia do teste de tetrazolio para avaliacdo da
qualidade fisioldgica de sementes de M. oleifera, concomitantemente a sua otimizagéo; (d)
estabelecer padrdes e técnicas que possam auxiliar na interpretacdo dos resultados; e (e)
fornecer informacdes para o desenvolvimento dos programas de recuperacdo de suas
populacOes naturais, atraves do conhecimento da melhor época de coleta de sementes na regido

e da maximizagédo da producdo de mudas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Informacdes sobre a espécie

A M. oleifera Lam. é popularmente conhecida por moringueiro, lirio branco ou acécia-
branca. Pertence a divisdéo Magnoliphyta, com a classe Magnoliopsida, inserida na ordem
Papaverales, e na familia Moringaceae, e dentre as quatorze espécies do género, a M. oleifera
Lam. é a espécie cultivada que mais se destaca (ABDULL; IBRAHIM; KNTAYYA, 2014).

E uma espécie vinda do Noroeste da india, que teve rapida adaptacéo na regifo Nordeste
do Brasil por conta da eficiéncia de suas sementes no tratamento de agua (PEREIRA et al.,
2015), sendo considerada um coagulante natural por ter uma proteina catibnica, que age
desestabilizando as particulas presentes na agua e coagulando os coloides como sal e areia,
devido a isso vem sendo bastante requisitada na regido Semiarida do Nordeste, além de seu
baixo custo (OLIVEIRA et al., 2018) e por apresentar rusticidade, ou seja, a capacidade de
adaptacdo a condicdes climaticas e a solos aridos (SANTOS, 2020).

A M. oleifera é uma arvore de pequeno porte que possui a copa aberta em forma de
sombrinha e tem um crescimento rapido, podendo alcancar até 12 metros de altura; seu tronco
tem cerca de 30 centimetros de didmetro e, por ser uma espécie perene, apresenta a desfolha
anual (GUALBERTO et al., 2014).

As suas folhas sdo alternas, espiraladas e tripinada imparipinada; suas flores possuem
coloracdo branca ou branco amarelado composta por cinco pétalas e sdo bissexuais, obliguas,
pedunculadas, axilares e agrupadas em inflorescéncias terminais do tipo panicula
(FERNANDES, 2023). Seus polinizadores séo abelhas e passaros. O fruto é do tipo vagem com
trés faces, possuindo cerca de 28 cm de comprimento e 2,0 cm de largura, com média de 12
sementes por fruto; as sementes sdo globosas e aladas, de coloracao castanho, apresentando em
sua extremidade um hilo pequeno, linear e saliente, tem cerca de 1,0 cm de comprimento e 1,0
cm de espessura (CAETANO et al., 2021).

E uma planta com fecundag&o cruzada, ou seja, aldgama, exibindo rapido crescimento,
plasticidade fenotipica, e reprodugéo seja por sementes ou propagagdo por estacas, por isso tem
ganhado bastante espago em areas degradadas e com dificil acesso a agua, corroborando para a
alta demanda por suas sementes e mudas (XAVIER et al., 2014).

Além de tudo isso, varios produtos podem ser produzidos a partir da planta, como o 6leo
extraido das sementes, tendo relevancia nas inddstrias farmacéuticas, cosméticas, producao de

combustivel, tratamento de agua e vem apresentando uma elevada demanda na industria
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alimenticia (AGUSTINI et al., 2015). E as formas de consumo podem ser in natura com as
folhas e sementes ou na forma de infusdo e suco usando as folhas, cascas do caule, frutos e

sementes.

2.2 O Semiarido brasileiro

As caracteristicas pluviométricas, topograficas e climaticas das regides Aridas e
Semiéridas dificultam o aproveitamento dos recursos hidricos que podem ser alcangcados em
algumas regides, e seus solos encontram-se em condi¢fes naturais propicias a processos de
salinizagdo e sodificacdo (SOUZA; RIBEIRO, 2019), condi¢bes estas que interferem no
desenvolvimento agricola nessas regifes. Em muitos casos, a irrigacdo € a Unica forma de
garantir com seguranca a producdo agricola, porque nessas areas as plantas sofrem com falta
de &gua, pois a evapotranspiracdo potencial excede as taxas de precipitacdo na maior parte do
ano (HOLANDA et al., 2016).

A origem da salinizacao do solo é resultado de processos naturais (salinizacdo primaria)
e atividades humanas (salinizacdo secundaria). Os principais determinantes desse processo
estdo relacionados aos minerais nativos, clima arido e/ou semiérido, ma drenagem, lencol
fredtico alto, baixa permeabilidade do solo, manejo inadequado da irrigacdo e adubacdo quimica
continua e deficiente (MOREIRA et al., 2016).

A Caatinga ¢ a flora dominante da regido Semiarida do Brasil, conhecida por sua rica
biodiversidade. Além disso, apresenta ambientes Unicos e cientificamente inexplorados,
espécies endémicas e flora diversificada (LIMA; ARAUJO; BRITO, 2020). E uma das regides
menos estudadas, com alteracBes na geomorfologia e na flora devido a evolucédo e adaptacdo
dos fatores climaticos da regido, principalmente a baixa precipitacdo (ALMEIDA et al., 2014).

A Caatinga, centrada no Nordeste do Brasil, é geralmente caracterizada por grandes
areas de terreno plano em altitudes que variam de 300 a 500 m, e sua vegetacdo consiste em
arvores baixas, ramificadas, espinhosas e arbustos caducifolios cuja folhnagem muda durante as
estacOes seca do ano. Essa vegetagcdo nua com troncos e galhos esbranquigados, recebem o
nome de mata branca ou "caatinga" na lingua tupi-guarani, dos indigenas (TABARELLI et al.,
2018).

A Caatinga ¢ um dos ecossistemas mais ameagados do Brasil, caracterizada pela
desertificacdo devido a fatores climéticos e atividades humanas (COSTA et al., 2009) como,

por exemplo, o desmatamento acelerado devido a extracdo indiscriminada de recursos florestais
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(lenha nativa) para fins domésticos e industriais, sobrepastoreio de grandes pecuérias e terras
agricolas; chegando a 46% da area do bioma desmatado (GUILHERMINO et al., 2019).

A compreensdo das atividades humanas é fundamental para entender a relagéo entre as
pessoas e a natureza, pois as formas atuais de uso e exploracao tradicionais dos recursos da
Caatinga sdo muito precarias e muitas vezes nao sdo feitas de forma sustentavel que respeite a
complexidade desse ecossistema (SILVA et al., 2014), o que ja apresenta nucleos de
desertificacdo que pBem em perigo a flora, a fertilidade dos solos e a fauna e,
consequentemente, conduzem a diminuicdo da produtividade das terras, levando a perda de
rendimentos das familias, que migram cada vez mais para os grandes centros urbanos (RAMOS
et al., 2020). Portanto, buscar um equilibrio entre o desenvolvimento econémico e a protecdo

ambiental, é essencial para se ter prosperidade e longevidade nas areas cultivadas.

2.3 Fenologia

A fenologia tem como principal foco de estudo considerar as modifica¢fes extrinsecas
(caracteristicas morfoldgicas) e as alteracdes no plantio (TREVISOL, 2013). E considerada
como a parte da boténica que visa compreender fenémenos que aparecem com frequéncia nas
plantas, como floracdo, frutificacdo e producdo de sementes (FAGHERAZZI, 2015). Sendo
assim, o estudo dessa determinada &rea pode auxiliar na preparacdo e no manejo da cultura,
pois tem grande relevancia para a obtenc&o de dados entre a planta e o ambiente (ROS et al.,
2011).

Com isso, proporciona um entendimento sobre como a espécie pode ser afetada com
alteracdes ambientais, como os pulsos e interpulsos de precipitacdo pluvial, bem como o
comportamento de seus polinizadores, influenciando na fenofase reprodutiva, agindo para
regular a reproducdo da planta (SILVA, 2019), dando énfase nos pulsos e interpulsos de
precipitacdo, que impulsionam o brotamento, floracéo e frutificacdo, porém, ainda carece de
estudos com associagOes desses eventos que afetam o crescimento da planta (PARENTE et al.,
2012).

O estudo da fenologia tem sido utilizado para observagdo de eventuais processos
bioldgicos recorrentes e a relagdo com as alteracdes no meio ambiente, podendo ser bidtico e
abiotico, visando tornar mais claro a sazonalidade bioldgica (SOUZA, 2012). Assim, a fase que
a planta fica mais sensivel as altera¢cGes no ambiente, como a precipitagdo pluvial, temperatura,
fotoperiodo, intensidade de radiacéo, qualidade do solo, presenca ou auséncia de dispersores,
encontra-se relacionada com a fase reprodutiva (FISCH; NOGUEIRA JUNIOR,;
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MANTOVANI, 2013). Isso contribui para a compreenséo da fenofase e regeneracdo das plantas
em relagdo ao ciclo de vida dos animais que precisam das plantas como fonte de alimento ou
polinizacdo (LIEBSCH; MIKICH, 2009).

O conhecimento do funcionamento da planta e sua adaptabilidade em uma determinada
area ou regido de certa forma possibilita classificar as suas caracteristicas, visando a produgéo
ou recuperacao ambiental, bem como compreendendo a dindmica dos ecossistemas florestais e
nas formas de reproducdo das espécies. Assim, monitorando os ciclos de reproducao,
conservacao e manejo das plantas (FELSEMBURGH; PELEJA; CARMO, 2016).

A aplicacdo da fenologia em diferentes espécies provém de aspectos genotipicos e
fenotipicos, j& que toda espécie difere de outra em relacdo a qual € inserida as varia¢fes do
meio ambiente. Sendo assim, € de suma importancia o conhecimento sobre fenologia em
espécies nativas para a conservacdo e desenvolvimento de projetos como paisagismos e areas
de conservacdo (FERRERA et al., 2017). Além disso, segundo Oliveira et al. (2013), o estudo
da conduta fenoldgica das plantas é indispensavel para a aquisicdo de valores na sua
produtividade e preservacéo.

A fase reprodutiva € uma etapa muito relevante para as interagcdes entre as populacfes
e para a sobrevivéncia da espécie, tendo destaque a floracdo e dispersdao das sementes
(MANTOVANI et al., 2003). A época de producdo de sementes esta relacionada ao fruto,
presenca de polinizadores e dispersores, crescimento do fruto, e a acdo de predadores. Logo, o
conhecimento desse estudo pode ser utilizado em muitas areas de atuacdo, para possibilitar
métodos de coleta de sementes e de frutos, influenciando a qualidade da dispersdo das sementes
(MANTOVANI et al., 2003).

Vale ressaltar que, para identificar as condi¢des que favorecem o seu desenvolvimento,
é de extrema importancia a obtencdo de dados referente a espécie, especialmente quando
pensamos em melhores maneiras de propagacdo e producdo de mudas (BERNARDI, 2020).

Contudo, o estudo das fenofases da M. oleifera no Brasil ainda é muito escasso.

2.5 Teste de tetrazélio

O teste de germinacdo é o método mais comum realizado para obter resultados quanto
a qualidade fisiologica das sementes, sendo conduzido sob condi¢fes controladas de umidade,
temperatura e fotoperiodo, porém, dependendo da espécie, requer um tempo relativamente
longo para obtencgéo de resultados (MORAES et al., 2019). Com isso, a busca por testes rapidos

vem ganhando cada vez mais notoriedade, a exemplo do teste de tetrazolio.
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No teste de tetrazdlio, as enzimas desidrogenases atuam na respiragdo celular,
produzindo uma substincia vermelha, estdvel e ndo-difusivel. Este composto, chamado
trifenilformazan, € formado a partir da reducdo do 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio. Como
resultado desta reacao, as partes vivas da semente sdo tingidas de vermelho, enquanto as mortas
mantém a cor original, permitindo distinguir os tecidos por sua condi¢cdo (FRANCA-NETO;
KRZYZANOWSKI, 2019).

Este teste € comumente utilizado na avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes,
preferivelmente em um curto espaco de tempo e com baixo custo (MERCADO; CALENO;
ROZO0, 2020), fornecendo informacdes sobre a identificacdo de diferentes niveis de viabilidade
e vigor, com foco nas condicdes fisicas e fisioldgicas do embri&o de cada semente (TERACAO,
2021). Entretanto, para alcancar uma eficacia do teste, faz-se necessario definir condicGes
especificas de preparo e de coloracdo das sementes (PARAISO et al., 2019).

Varios fatores podem influenciar no resultado do teste de tetrazolio, como o preparo e
pré-condicionamento das sementes, que atua na ativacdo do metabolismo enzimatico,
facilitando o preparo das sementes para o teste e a penetracdo da solucdo de tetrazolio
(SANTOS, 2019). A concentracdo da solucdo de tetrazolio, o tempo e a temperatura de
exposicédo ao sal, bem como a avaliacdo adequada da coloragéo das sementes, sdo fundamentais
para a obtencdo de resultados confidveis sobre a sua qualidade (SOUSA et al., 2017),

ressaltando que esses fatores variam de acordo com a espécie.
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3 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Laboratorio de Fitotecnia, do Campus de Engenharias e
Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas, Rio Largo, AL, Brasil,
utilizando seis lotes de sementes de M. oleifera da area experimental do CECA, colhidas nas

safras 2020 e 2021, e armazenadas em camara fria.

3.1 Registro dos dados fenoldgicos

Para o acompanhamento fenoldgico, foram selecionadas dez arvores de tamanho
semelhante, com troncos aproximadamente retilineos, copas abundantes e boas condicGes
fitossanitarias (auséncia aparente de doencas e infestacfes de parasitas) (NUNES et al., 2008).

Os registros dos dados fenoldgicos foram realizados entre a primeira quinzena de agosto
de 2020 e a primeira quinzena de julho de 2021.

As observacgdes foram realizadas em intervalos quinzenais, registrando-se a presenca e
auséncia das fenofases floracéo e frutificacdo. Essas fases foram definidas da seguinte forma:
floracdo — periodo em que a arvore esta em plena floracdo; frutificacdo — comeca a partir do
momento em que € possivel visualizar os pequenos frutos apds a fertilizacdo das flores e termina
com a dispersdo das sementes (LIMA et al., 2018).

Para a determinacéo do indice de intensidade de Fournier (1974), foram obtidos dados
fenoldgicos em campo, através de uma escala intervalar semiquantitativa de cinco categorias (0
a 4), com intervalo de 25% entre cada categoria. Quinzenalmente, os valores obtidos de todos
os individuos foram somados e divididos pelo valor maximo possivel (nimero de individuos
multiplicado por quatro). Esse valor corresponde a uma proporcao que foi, entdo, multiplicada
por 100, para transforma-la em um valor porcentual (D"ECA-NEVES; MORELLATO, 2004).

Para determinar a presenca ou auséncia da fenofase e estimar a sincronia entre 0s
individuos da populag&o, foi usado o indice de atividade (MORELLATO et al., 1990). A cada
15 dias, todos os individuos que exibiam a fenofase foram somados; esse numero foi
multiplicado por 100 e dividido pelo valor maximo possivel (nimero de individuos), e o
resultado foi obtido em valores percentuais.

Os dados climatoldgicos (agosto/2020 a julho/2021) foram cedidos pelo Laboratério de
Irrigacdo e Agrometeorologia, através da Estacdo Agrometeoroldgica Automatica, localizada
no CECA, a 09°28729,1’S, 35°49°43,6""W e a 127 metros de altitude.
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3.2 Material vegetal

Para obtencdo das sementes, foi feita a colheita de frutos, provenientes de dez arvores
localizadas na area experimental do CECA, situada a 09°27°57°"S, 34°50°01""W e a 127 metros
de altitude. O clima é do tipo As, tropical litoraneo imido, segundo a classificacdo climética de
Kdppen (CARDIM, 2003).

Os frutos foram colhidos com um podador de extensdo telescopico, no final do periodo
de maturacdo, caracterizado pela coloragdo marrom escuro, antes da abertura espontanea, e a
seguir, mantidos a sombra artificial (abrigo protegido do sol e da chuva) por alguns dias, para
facilitar a extracdo das sementes (AGUSTINI et al., 2015).

As sementes foram extraidas e beneficiadas manualmente, descartando-se as mal
formadas, atacadas por insetos ou fungos, e em seguida, acondicionadas em frascos de vidro e
armazenadas em camara seca sob temperatura de £ 20 °C e umidade relativa entre 50 e 55%,
até a realizagdo dos experimentos (PEREIRA et al., 2015).

3.3 Avaliacéo do potencial fisiologico das sementes

As sementes foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2% e lavadas
com agua destilada, retirando-se o excesso de umidade com papel toalha (NORONHA,;
MEDEIRQOS; PEREIRA, 2018).

Para o teste de germinacao, as sementes foram colocadas para germinar entre duas folhas
de papel toalha umedecidos com um volume de 4gua em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0
peso do substrato, embrulhados em forma de rolos (BRASIL, 2009). Os rolos foram colocados
dentro de sacos plasticos, em seguida mantidas em camara do tipo Biochemical Oxygen
Demand (B.O.D.) a 25 °C, sendo a primeira contagem (PC) de plantulas normais, efetuada aos
cinco e a contagem final aos dez dias, para fins de avaliagdo da germinagéo (G) (BEZERRA et
al., 2004).

Consideraram-se germinadas as sementes que originaram plantulas normais, com todas
as suas estruturas essenciais, mostrando, dessa maneira, potencial para continuar seu
desenvolvimento e originar plantas normais (BRASIL, 2009).

O teste de primeira contagem foi conduzido conjuntamente com o teste de germinacao.

Para o Indice de Velocidade de Germinagio (IVG), a contagem foi diaria até a
finalizag&o do teste e calculado de acordo com a formula IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3)
+ ... + (Gn/Nn) (MAGUIRE, 1962), onde:
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Gl, G2, G3, ..., Gn = numero de plantulas normais obtidas na primeira, segunda, terceira e
ultima contagem;
N1, N2, N3, ..., Nn = nimero de dias entre a semeadura e a primeira, segunda, terceira e tltima
contagem.

Para obter a uniformidade de germinacédo (U), utilizou-se a formula U = —XFrlog2Fr,
sendo Fr a frequéncia de germinagdo e log2 — logaritmo na base 2 (LABOURIAU,
VALADARES, 1976; LABOURIAU, 1983).

3.4 Teste de Tetrazolio (TZ)

Para facilitar a absorcdo da solucdo de tetrazélio, as sementes foram pré-umedecidas
entre papel toalha, e colocadas em camara do tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) a 25
°C por cinco horas. Em seguida, as sementes foram cortadas longitudinalmente com lamina de
bisturi n.° 22 atraves da metade distal dos cotilédones, deixando-se o eixo embrionario intacto
(BRASIL, 2009).

Apenas os cotilédones contendo o embrido foram colocados em copos de plastico de 50
mL, e imersos em solucéo do sal 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio, na concentracgéo de 0,05%,
pelo periodo de coloracéo de 3 horas, em camara do tipo B.O.D. a 30 °C no escuro.

Ao final do periodo de coloracdo, a solugédo foi descartada, e as sementes foram lavadas
em agua corrente e mantidas submersas em agua até o momento da avaliacéo.

Baseado nos padr6es de coloracdo e de sanidade dos tecidos, foram classificadas como
viaveis as sementes cujo eixo embrionario apresentou colorag¢do rosa, e como nao viaveis as
sementes que apresentaram o eixo embrionario descolorido ou com coloracdo amarela ou
vermelho muito intenso (FRANCA-NETO; KRZYZANOWSKI, 2018).

Para separar diferentes categorias de sementes dentro desses dois grupos, as sementes
com diferentes potenciais fisioldgicos foram avaliadas uma a uma quanto a condi¢do dos
tecidos (firmes ou flacidos) e cor dos mesmos, e pela posicao e tamanho dos danos observados
nos cotilédones, plumula e eixo hipocoétilo-radicula (MASULLO et al., 2017).

A avaliacdo foi efetuada sob lupa de seis aumentos (6 X) com iluminagéo fluorescente.
A viabilidade determinada pelo TZ foi expressa em porcentagem de sementes viaveis (TZv).

Em seguida, as sementes foram dispostas sobre vidro de scanner de mesa e digitalizadas,
com imagens armazenadas em arquivo JPG.

Além dessas duas variaveis, TZv e porcentagem de sementes vigorosas (TZvg), foi

calculada uma terceira, proveniente do produto de ambas, em nivel de repeticGes, gerando a
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TZvvg, ou seja, produto da viabilidade e vigor, obtido pela expressao TZvvg(%) =
[(TZv/100)(TZvg/100)]100 = [(TZV)(TZvg)]/100 (GARCIA et al., 2020).

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados fenologicos de intensidade e atividade de cada fenofase (floracdo e
frutificacdo) foram relacionados com a precipitacdo e temperatura media quinzenais atraves da
correlacdo de Spearman (ZAR, 1996).

A avaliacdo do potencial fisioldgico dos seis lotes de sementes de M. oleifera foi
realizada utilizando o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes de 50 sementes.

Os dados de PC, G, IVG e U foram tabulados em planilha eletrdnica e submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA), sendo a comparacgao de médias feita pelo teste de Tukey (p <
5%), utilizando o programa Sisvar e somente as médias referentes ao teste de tetrazolio foram
feitas com o teste de Tukey (p < 5%) e Dunnett (p < 5%) e as analises estatisticas com o software
ASSISTAT 7.6 beta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Intensidade e atividade das fenofases floracéo e frutificacdo de M. oleifera

As fenofases floragdo e frutificagdo de M. oleifera intensificaram-se nos meses de
agosto, setembro e dezembro de 2020, mostrando picos de intensidade de Fournier de 47,5 e
77,5,72,5e 92,5, e 35 e 55%, respectivamente, e abril e junho de 2021, nos intervalos mensais
de maior precipitacdo pluvial, apresentando indices percentuais de 82,5 e 95, 77,5 e 80%,
respectivamente (Figura 1). Nesse caso, observou-se que as fenofases foram eventos que

ocorreram assim que comegaram os pulsos de precipitagdo no periodo chuvoso.

Figura 1. Intensidade fenoldgica apresentada por M. oleifera e precipitacdo pluvial mensal, na
area experimental do CECA (2020-2021).
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Abordando esse assunto, Andrade et al. (2006) mencionaram que 0 sincronismo e a
magnitude dos pulsos de precipitacdo foram indispensaveis para 0s processos ecologicos,
principalmente no que diz respeito a disponibilidade de agua no solo para as plantas e a
atividade microbioldgica do solo.

Segundo Noy-Meir (1973), as respostas dos processos fisiologicos na planta sdo
altamente dependentes deste pulso.

De modo geral, verificou-se que a M. oleifera produziu sementes entre a primeira

quinzena de agosto e a primeira quinzena de setembro, e na segunda quinzena de dezembro de
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2020, e na segunda quinzena de abril e primeira quinzena de junho de 2021 (Figura 1). Por
outro lado, apenas a precipitacdo pluvial quinzenal afetou a maturacéao de frutos.

Conforme mostrado na Figura 2, em agosto/2020, no inicio do trabalho, as arvores ja
estavam em fase reprodutiva (botbes florais, antese e frutificagdo), com alto percentual de
atividade de flores e frutos (90 e 100%, respectivamente), demonstrando 0 mesmo
comportamento fenoldgico durante abril/2021. Entretanto, para a fenofase floracéo, o pico da
atividade ocorreu em setembro/2020, atingindo 100%, significando que a estacdo chuvosa do
ano de 2020 corroborou para o alto indice das fenofases reprodutivas, como visto no més de
setembro.

Também foi observado que com a média de 100 mm de precipitacdo, mais de 30% de
individuos da M. oleifera apresentaram uma tendéncia de alta na fenofase frutificacdo e

floracao.

Figura 2. Atividade fenoldgica apresentada por M. oleifera e precipitacdo pluvial mensal, na
area experimental do CECA (2020-2021).
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Os resultados obtidos foram similares aos de Santos et al. (2020) que, estudando a
Colubrina glandulosa Perkins, avaliaram a germinacdo de sementes e determinacdo dos
padrdes reprodutivos em fragmentos da Caatinga e encontraram maior intensidade e duracao
da frutificacdo e floracdo durante a presenca dos pulsos de chuva.

O oposto foi visto nos estudos de Medeiros et al. (2016), que verificaram a frequéncia

das fenofases reprodutiva da Quassia amara L. (Simaroubaceae), relacionando-os com pulsos
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de chuva e temperatura da area, avaliaram que durante os meses de maior indice de precipitagéo,
a fenofase floragdo apresentou frequéncias menores. Para a frutificagdo, esses autores
observaram que um elevado volume de pulso de chuva causaram uma reducgédo na duracéo da
frequéncia dos frutos. Para esses autores, a alta disponibilidade de agua ndo estaria
corroborando para as fenofases reprodutivas, ja que acarreta 0 aumento da respiracéo, assim,
perdendo maior quantidade de massa seca por conta da deterioracao.

As variacdes na precipitacdo controlaram os indices de intensidade e atividade de cada
fenofase, porque a floracéo e frutificacdo correlacionaram-se positivamente com a precipitacdo
e negativamente com a temperatura (Tabela 1). Assim, pode-se afirmar que a producdo de frutos
pela M. oleifera € interrompida nos meses de menor precipitacdo (outubro a novembro de 2020
e janeiro a fevereiro de 2021). Esses resultados corroboraram a influéncia dos interpulsos de

precipitacdo na fase reprodutiva, regulando a intensidade de producéo das fenofases.

Tabela 1. Correlacdo de Spearman entre os dados fenoldgicos de intensidade e atividade de
cada fenofase de M. oleifera e os fatores climaticos no periodo de agosto/2020 a julho/2021, na
area experimental do CECA

Fator

Fenofase Indice R P
climatico
Floracdo Intensidade Temperatura 0,152 0,238
Precipitacéo -0,515 0,000*
Atividade Temperatura 0,179 0,138
Precipitacdo -0,502 0,000*
Frutificacdo Intensidade Temperatura 0,251 0,093
Precipitacéo -0,534 0,000*
Atividade Temperatura 0,238 0,077
Precipitacdo -0,621 0,000*

r = Correlacdo de Spearman; P = Probabilidade; *Significativo a 5% de probabilidade.

Resultados contrarios foram verificados nos estudos de Neves, Funch e Viana (2010),
onde estudaram trés espécies de Jatropha molissima (Pohl) Baill., J. mutabilis (Pohl) Baill. E
J. ribifolia (Pohl) Baill. Em uma area de caatinga buscando caracterizar e comparar as fenofases
vegetativas e reprodutivas, observaram que a temperatura influenciou fortemente nas fenofases
das espécies J. molissima e J. mutabilis, e ambas as espécies ndo tiveram correlagdo alguma

com a precipitacao.
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O mesmo ocorreu em espécies estudadas por Souza et al. (2014), onde descreveram 0s
periodos das fenofases vegetativas e reprodutivas de seis espécies, sendo elas Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd., Pseudobombax cf. marginatum (A. St.-Hil., Juss. & Cambess.) A. Robyns,
Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz, Manihot pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm.,
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos e Cordia oncocalyx Allemé&o, e somente as espécies
P. pyramidalis e C. oncocalyx apresentaram correlacdo negativa para a floracdo e temperatura
e as espécies P. pyramidalis e a M. pseudoglaziovii mostraram correlagdo negativa com a

temperatura.

4.2 Avaliacdo do potencial fisioldgicos das sementes de M. oleifera

Tabela 2. Avaliacdo da germinacéo (G), primeira contagem (PC) de plantulas normais, indice
de Velocidade de Germinacédo (IVG) e uniformidade de germinacédo (U), de sementes de M.
oleifera colhidas em diferentes épocas.

Ano Més G (%) PC (%) IVG U (bit)
2020 Agosto 84 b 75d 23,2¢c 1,3769 bc
Setembro 87b 78 bc 224 ¢ 1,5981 c
Dezembro 86 b 77 cd 24,1 bc 1,1557 ab
2021 Abril 93a 82a 36,4 a 0,9315a
Junho 9l1a 80 ab 27,1Db 1,0224 ab

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.

Para a G, as sementes coletadas em 2021 apresentaram maior porcentagem, acima de
90% se comparados aos meses de 2020, porém todos os meses que houve producdo de
sementes, a M. oleifera demostrou germinacdo acima de 80%.

Para PC, os lotes de sementes coletados de 30/abril e 15/junho, para 0 ano de 2021,
foram os que tiveram maior germinagao (82 e 80%, respectivamente); enquanto as sementes
coletadas de 15/agosto, 15/setembro e 31/dezembro, para o ano de 2020, sdo de qualidade
intermediaria, no qual observou-se que 75, 78 e 77%, respectivamente, das sementes
germinaram aos cinco dias.

Para o IVG, verificou-se que as sementes colhidas em 30/abril de 2020 apresentaram
maior velocidade de germinacdo com 36,4, diferindo estatisticamente dos demais lotes, que

tiveram valores inferiores a 30.
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E considerando a U, constatou-se que o lote de sementes colhido em 30/abril de 2021
apresentou maior uniformidade na densidade de plantulas com 0,9315 bit, mas néo diferiu
estatisticamente dos lotes de sementes colhidos em 31/dezembro de 2020 com 1,1557 bit e
15/junho com 1,0224 bit. Sendo assim, esse lote de abril de 2021 seria o lote com o0 maior
potencial fisioldgico, ou seja, que apresenta maior germinacéo e vigor, j& que, dentre todos 0s
parametros avaliados, foi o que o obteve os melhores valores.

Dessa forma, provavelmente, a qualidade fisioldgica das sementes de M. oleifera
também dependeu da precipitacdo, ja que os melhores resultados estdo intimamente ligados aos
meses que houve 0s maiores picos de pulsos de precipitacéo.

De acordo com Gongalves et al. (2020), estudando espécies nativas da Caatinga,
determinaram que um dos fatores que influencia o processo germinativo das sementes é a agua,
ja que age na reidratacdo dos tecidos e, no semiarido, a disponibilidade de agua é mais
importante para o desencadeamento dos processos germinativos, sendo bastante necessario que
esse processo ocorra de forma mais acelerada devido a esse estresse hidrico. Com isso, 0 IVG
se torna um importante parametro a ser avaliado em espécies implantadas em ambientes como
0 da Caatinga.

Para Souza et al. (2021) essa resposta acelerada pode ser uma estratégia das espécies da
Caatinga para se ter maior garantia de sobrevivéncia e crescimento durante o periodo chuvoso,
isso se deve as primeiras plantulas emergidas terem maior exposicdo as condi¢des climaticas

favoraveis, como é o caso da precipitacao.

4.3 Adequacdo do teste de tetrazélio nas sementes de M. oleifera

A seguir, foi apresentada uma classificacdo de vigor em sementes de M. oleifera:

Classes de 1 a 3 identificam sementes viaveis e vigorosas.

Classe 1: viavel; mais alto vigor — as sementes sdo caracterizadas pela coloragéo rosa,
uniforme e superficial, devido a penetracdo lenta da solucdo do sal de tetrazolio. Todos os
tecidos com aspectos normal e firme.

Classe 2: viavel; alto vigor — pequenas estrias de colora¢do amarela ou vermelho muito
intenso localizadas sobre o0 eixo embrionario. Tais lesdes sdo superficiais e ndo séo observadas
nos tecidos internos do eixo embrionario, apos secciona-los, ou seja, sem afetar o cilindro

central.
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As sementes classificadas nas Classes 1 e 2 ndo apresentam qualquer tipo de dano nas
superficies internas dos cotilédones, e usualmente tém uma germinacgao e emergéncia rapidas e
uniformes.

Classe 3: viavel; vigor médio — estrias de coloracdo vermelho muito intenso ou
descoloridas, indicando tecidos mortos, localizadas nos cotilédones, na regido oposta ao eixo
embrionario. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar pequenas areas mais escuras,
correspondentes as estrias externas.

Classes 4 e 5: as sementes sdo viaveis, porém ndo vigorosas.

Classe 4: viavel; vigor baixo — area de coloracgdo vermelho muito intenso em ambos o0s
cotilédones (externa e internamente), cobrindo menos do que a metade dos mesmos. No entanto,
préximo ao ponto de ligacdo, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das
reservas dos cotilédones para a plimula e eixo hipocotilo-radicula.

Sementes classificadas nesta classe germinarao e produzirdo plantulas normais somente
sob condicdes ideais.

Classe 5: viavel; vigor muito baixo — sementes com ambos os cotilédones mostrando
um aspecto de mosaico, com areas de um colorido vermelho muito intenso entremeadas de
areas mais amareladas e até descoloridas. Os tecidos afetados atingem uma profundidade
inferior a metade da espessura dos cotilédones, bloqueando totalmente a regido vascular.

Classe 6: ndo viavel; sementes exibem lesGes semelhantes as da Classe 5, porém, com
maior extensdo das areas afetadas, 0 que as torna inviaveis. Area de tecidos lesionados nos
cotilédones alcanca mais de 50% dos mesmaos.

Classe 7: ndo viavel; tecidos mortos de coloracéo branco-leitosa numa extensao superior
a metade da superficie total da semente.

Classe 8: semente morta; semente totalmente morta, usualmente branca. Os tecidos das

sementes sdo flacidos.
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Figura 3. Classes para avaliacdo da viabilidade e vigor de sementes de M. oleifera pelo teste
de tetrazdlio.



31

Segundo estudos de Masetto et al. (2009), avaliando os procedimentos para condugao
dos testes de germinacgdo e de tetrazdlio em sementes de a Eugenia pleurantha, estabeleceram
cinco classes de viabilidade, onde foram separadas em duas categorias em sementes viaveis e
ndo viaveis e ressaltaram que, para as diferentes espécies, as quantidades de classes podem
variar, ja que a definicdo do nimero de classes vai depender de alguns fatores como coloragéo
das sementes e caracteristicas morfologicas da espécie.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do Teste de Tetrazolio, que agrupou 0s
lotes em quatro niveis de vigor (a, b, ¢ e d), classificando os lotes com alto vigor, acima de 91%

e o lote 2 com baixo vigor.

Tabela 3. Resultados do Teste de Tetrazolio obtidos em seis lotes de sementes de M. oleifera,
colhidas nas safras 2020 e 2021.

Tetrazolio (%)

Lotes Germinacao
TZV! TZvg? TZvvg?

(%)
Ago 92 bc 79¢ 73d 87d
Set 91c 73d 66 e 90 cd
Dez 94 abc 85D 80c 89 cd
Abr 96 a 91la 87 ab 96 a
Jun 97 a 92a 89 a 94 ab
Jul 95 ab 89 a 84b 91 be
Média 94 85 80 91
CV (%) 7,78 8,05 7,81 8,79

As médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.
1Por(:entagem de sementes viaveis.

2Porcentagem de sementes vigorosas. Nivel de vigor: muito alto: > 90%; alto: 85 a 89%; médio: 75 a 84%; baixo:
<74%.
3produto da viabilidade e vigor.

Os lotes n°4 (abril/2021) e 5 (junho/2021) apresentaram viabilidade de 96 e 97% e vigor
muito alto, 91 e 92%, respectivamente, ndo apresentando problemas sérios relativos a nenhum
dos tipos de danos. Os lotes n° 3 (dezembro/2020) e 6 (julho/2021) tém viabilidade de 94 e
95%, respectivamente, sendo o vigor (85 e 89%) classificado como alto. O lote n° 1
(agosto/2020) tem 92% de viabilidade e vigor médio (79%).

Resultados similares aos desse trabalho foram obtidos por Sarmento et al. (2013) que,

estudando a Acca sellowiana (O. Berg) Burret, com a solucdo de tetrazolio nas concentraces
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de 0,5 e 1% e tempos de coloragédo de 2 e 4 h, e a partir da coloragéo obtida pelo tingimento dos
embrides, foram definidas duas categorias de sementes viaveis e duas categorias de sementes
ndo viaveis, bem como Masullo et al. (2017), estudando as espécies Platymiscium floribundum
Vog., Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. e Acacia polyphylla DC., buscando a otimizagéo
do teste de tetrazolio, observaram que, avaliando as sementes individualmente, identificaram
trés classes de vigor (sementes viaveis, pouco Vviaveis e ndo viaveis) e determinaram que
concentracdes de 0,1% ou superiores a esse valor sdo mais indicadas para essas espécies.

Borella et al. (2020), ao estudarem a Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. para
determinar sua viabilidade com o teste de tetrazdlio, utilizaram duas concentracfes de sal de
0,1 e 0,5%, e constataram que a concentragdo de 0,5% se mostrou mais eficiente que 0,1%,
provando que nem sempre as menores concentracdes sdo as melhores. E Teracdo (2021),
estudando espécies nativas como a Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S. Irwin Barneby,
Senegalia polyphylla (DC.) Britton Rose e Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos,
buscando analisar a eficiéncia do teste de tetrazdlio, obteve resultados satisfatorio quando foram
submetidas as concentracdes de 0,5% e 1,0%.

Segundo Nogueira, Torres e Freitas (2014), para se ter uma melhor eficacia do teste
tetrazélio, deve-se ter conhecimento da metodologia adequada para cada espécie, definindo as
condicBes mais adequadas para as etapas do pré-condicionamento e coloragdo das sementes. E
a uniformidade da coloragdo é um dos fatores que corrobora para o sucesso do uso do teste.
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5 CONCLUSOES

A intensidade e a duracdo das fenofases floracdo e frutificacdo em M. oleifera sdo
sincronizadas com a distribuicéo temporal dos pulsos de precipitacdo naquele habitat.

A fenologia reprodutiva de M. oleifera depende da extens&o e frequéncia dos pulsos de
chuva durante a estacéo chuvosa.

M. oleifera, na area experimental do CECA, apresenta relagdes ecoldgicas relacionadas
com este ambiente de sazonalidade acentuada.

Para a realizacdo do Teste de Tetraz6lio em sementes é necessario pré-umedecer as
sementes entre papel toalha por cinco horas a 25 °C e posterior corte longitudinal das sementes
através da metade distal dos cotilédones.

A viabilidade das sementes de M. oleifera pode ser avaliada utilizando a concentragédo

de 0,05% de tetrazolio a 30 °C durante trés horas de imersao no sal.
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