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RESUMO

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (Fabaceae) € uma leguminosa arbdrea indicada para a composicdo de sistemas
agroflorestais e alimentagdo de animais em regides de clima semiarido. Dada sua importancia, objetivou-se com este estudo
adequar a metodologia do teste de envelhecimento acelerado para avaliagao do vigor das sementes. Para tanto, procederam-
se a execucao de testes de envelhecimento acelerado a temperatura de 41 °C durante 0, 48, 72 e 96 h em lotes de sementes,
com avaliagao da porcentagem de germinagdo pos-envelhecimento e correlagdo simples com as variaveis germinagao, primeira
contagem, velocidade de germinag&o, condutividade elétrica e emergéncia de pléntulas. Apds 48 h de envelhecimento néo
foi constatada diferenga na porcentagem de germinagao das sementes dos lotes, e apenas o periodo de exposi¢do de 96 h
apresentou correlacdo significativa com o teste de emergéncia de plantulas. O teste de envelhecimento acelerado conduzido a
41 °C durante 96 h é eficiente para diferenciar lotes de sementes de L. leucocephala em niveis de vigor.

Palavras-chave: Leucaena leucocephala; qualidade fisiolégica; sementes florestais; semiarido

Adequacy of the accelerated aging test to evaluate the vigor in leucena seeds

ABSTRACT

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (Fabaceae) is an arboreal species suitable for the composition of agroforestry systems and
animal feeding in semiarid climates. Given its importance, the aim of this study was to adapt the methodology of the accelerated
aging test to evaluate the vigor of L. leucocephala seeds. To this end, they proceeded to implementation of accelerated aging at
41 °Cfor 0, 48, 72 and 96 h in seed lots, with evaluation of the percentage of post aging germination and simple correlation with
the variables germination, first count, speed of germination, electrical conductivity and seedling emergence. After 48 h of aging
was no difference found on the percentage of germination of the lots, and only the 96 h exposure period showed a significant
correlation with the seedling emergence test. The accelerated aging test conducted at 41 °C for 96 h is effective to differentiate
lots of L. leucocephala seeds in vigor levels.
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Introducao

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (Fabaceae) ¢ uma
espécie arborea originaria da América Central cultivada como
planta forrageira, mas que retine varios atributos tipicos de
espécies invasoras (Melo-Silva et al.,, 2014). No Brasil, a
espécie ¢ popularmente conhecida como leucena (Fonseca
& Jacobi, 2011) ¢ indicada para composicdo de sistemas
agroflorestais (Pereyra et al., 2015), principalmente em regides
de clima semidrido (Walker, 2012), devido ao seu rapido
crescimento ¢ alto valor nutricional de minerais ¢ proteinas
(Crawford et al., 2015).

Na regido semiarida do Nordeste do Brasil, onde existem
limitagdes para a agricultura dependente de chuva, o
desenvolvimento e o manejo dessa espécie vao ao encontro
dos interesses do setor agropecuario, no qual os beneficios
oferecidos pela espécie sdo maiores que os riscos de se tornar
invasora. De acordo Drumond & Ribaski (2010), existem
informagdes técnicas para manejar a espécie para exploracao
de forragem, bem como controla-la em areas invadidas.

Como a propagacdo de L. leucocephala ¢ realizada
principalmente por via sexuada (Dalmolin et al., 2011), torna-
se relevante estudar os aspectos de qualidade das sementes
para subsidiar programas de producdo de sementes destinadas
a formacdo de novas areas para produgdo de forragem.

O teste padrdo utilizado para avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes ¢ o teste de germinagdo, cuja
metodologia estd prescrita nas Regras para Analises de
Sementes para varias espécies cultivadas e algumas florestais,
incluindo a L. leucocephala (Brasil, 2009). Este teste ¢
realizado em condic¢des ideais de forma a se obter a maxima
porcentagem de germinagdo, entretanto, ndo verifica o
potencial fisiologico das sementes sob condi¢des desfavoraveis
de germinagdo, como as normalmente encontradas em campo
(Carvalho & Nakagawa, 2012). E por esta razdo que tém sido
desenvolvidos e aprimorados varios testes de vigor com o
objetivo de complementar os resultados obtidos no teste de
germinagao.

Entre os varios testes de vigor existentes, o envelhecimento
acelerado ¢ um dos mais difundidos devido a sua precisdo e
sensibilidade em detectar diferengas de qualidade entre lotes
de sementes com germinagdo semelhante (Pereira et al.,
2015). Esse teste avalia a resisténcia das sementes ap6s um
periodo de exposicao a alta temperatura e umidade relativa do
ar (Marcos Filho, 2015), os quais induzem reagdes oxidativas
nos constituintes celulares da semente (Menezes et al., 2014)
e resultam na reducdo da velocidade e porcentagem de
germinacdo, assim como o aumento da formacao de plantulas
anormais (Marcos Filho, 2015).

Dessa forma, os lotes de sementes que mantém elevada
germinacdo apds serem submetidos ao envelhecimento
acelerado, sao considerados de alto vigor quando comparado
aqueles que tem sua viabilidade reduzida (Pereira et al., 2012).

Desenvolvido originalmente para avaliagdo de sementes
de plantas cultivadas como milho e soja (AOSA, 1983), a
metodologia do teste de envelhecimento acelerado vem sendo
adaptada para sementes de espécies florestais. A adequacao
da metodologia do teste para sementes de algumas espécies

arboreas da familia Fabaceae como Bauhinia forficata Link
(Guareschi et al., 2015), Dalbergia nigra (Vell.) Fr. AllL
(Guedes et al., 2011) e Erythrina velutina Willd. (Guedes et
al., 2009) tem demonstrado que esse teste também € promissor
para auxiliar na avaliagdo do vigor de sementes florestais.

E usual entre trabalhos de adequagdo de testes de vigor,
a utiliza¢do do teste de emergéncia de plantulas como um
comparativo da eficiéncia do teste em questdo, uma vez que
o teste de emergéncia ¢ aquele no qual a semente ¢ submetida
as condigdes mais proximas daquelas de campo. Dentre os
critérios de avaliacdo da confiabilidade de um determinado
teste para avaliacdo da qualidade de sementes de diferentes
lotes, a correlacdo dos resultados desse teste com os de
emergéncia em campo ¢ um dos mais utilizados (Marcos
Filho, 1999).

Dada a importancia atual e potencial de L. leucocephala
para o setor agropecuario no semidarido do Brasil, espera-
se que a demanda por sementes aumente, justificando assim
a prospeccao de métodos rapidos e eficientes para avaliar a
qualidade fisiolégica das sementes dessa espécie. Assim,
objetivou-se, com este estudo, adequar a metodologia do teste
de envelhecimento acelerado para avaliagdo do vigor das
sementes de L. leucocephala.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Analise de
Sementes (LAS) pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em Areia,
Paraiba, Brasil.

As sementes de L. leucocephala utilizadas no estudo foram
obtidas de trés procedéncias do Estado da Paraiba: os lotes 1,
2 e 3 foram provenientes, respectivamente, dos municipios de
Areia (6°57'59,5"S e 35°42'51,9"W), Lagoa Seca (7°09'21,2"S
e 35°52'54,3"W) e Esperanga (6°59'33,6"S e 35°50'01,9"W). A
coleta das sementes foi realizada em individuos de ocorréncia
natural que apresentavam frutos com coloragdo parda e sinais
de abertura espontanea. O beneficiamento consistiu na abertura
manual das vagens para extragdo das sementes, selecionando-
se aquelas visivelmente sadias e descartando-se as que
apresentaram sinais de ma formagdo e predagdo por insetos.
As sementes de cada procedéncia foram homogeneizadas
e colocadas para secar ao sol durante 72 h e, em seguida,
acondicionadas em embalagem permeavel (sacos de papel) e
armazenadas em ambiente controlado (20£2 °C e UR 64%). As
sementes dos lotes 2 e 3 permaneceram nessas condigdes por
92 dias, enquanto o lote 1 foi coletado e beneficiado sete dias
antes da instalagdo do ensaio.

Com a finalidade de caracterizar a qualidade inicial dos
lotes para posterior comparagao com os resultados fornecidos
pelo teste de envelhecimento acelerado, as sementes de cada
lote foram submetidas a determinagdo do grau de umidade,
ao teste de germinacdo e aos testes de vigor de primeira
contagem de germinagao, indice de velocidade de germinagao,
condutividade elétrica e emergéncia de plantulas.

O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa
a 105 + 3 °C, por 24 h (Brasil, 2009), com duas sub amostras
de 50 sementes de cada lote.
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Para o teste de germinagdo, quatro sub amostras de 50
sementes de cada lote foram submetidas ao tratamento de
escarificagdo quimica com 4cido sulfurico concentrado (H,SO,
a 98%) por 20 min para superagdo da dorméncia fisica (Teles
et al., 2000). Em seguida, foram semeadas sobre duas folhas
de papel mata-borrdo fixadas dentro de caixas de acrilico
transparentes do tipo “gerbox” e cobertas, posteriormente,
com uma camada adicional de papel toalha (Brasil, 2009).
Todo papel utilizado foi esterilizado ¢ umedecido com agua
destilada na propor¢do equivalente a 2,5 vezes seu peso seco.
No 10° dia ap6s a semeadura foi computada a porcentagem de
plantulas normais (Brasil, 2009).

Os testes de primeira contagem e velocidade de germinagéo
foram realizados em conjunto com o teste de germinagao. No
teste de primeira contagem, computou-se a porcentagem de
plantulas normais no 5° dia apds a semeadura (Brasil, 2009).
Para a velocidade de germinacao, foi realizada a contabiliza¢ao
diaria de sementes germinadas até o 10° dia ap6s a semeadura,
sendo os resultados utilizados para calcular o indice de
velocidade de germinagdo proposto por Maguire (1962).

Para o teste de condutividade elétrica (CE), quatro sub
amostras de 50 sementes de cada lote foram pesadas em
balanga analitica de precisdo e colocadas para embeber em
50 mL de agua deionizada por um periodo de 24 horas, em
temperatura de 25 °C. Apds esse periodo, foi realizada a leitura
da condutividade elétrica da solugdo de embebi¢ao (uS cm’!
g! de semente) utilizando-se um condutivimetro de bancada
(Tecnal® modelo TEC-4MP).

A emergéncia de plantulas foi realizada utilizando-se quatro
sub amostras de 50 sementes de cada lote que também foram
submetidas ao tratamento para superagdo da dorméncia fisica.
Em seguida, foram semeadas a 1,5 cm de profundidade em
bandejas plasticas preenchidas com areia umedecida. A areia
foi previamente peneirada, lavada, esterilizada em autoclave e
umedecida com agua da rede publica de abastecimento local.
No 12° dia apds a semeadura foi computada a porcentagem
de plantulas normais. Esse teste foi conduzido em ambiente
protegido com teto semicircular em ago galvanizado coberto
com filme de polietileno e laterais com tela plastica de malha
fina de cor branca. Os valores médios mais o desvio padrdo
dos dados de temperatura e umidade relativa do ar durante este
teste foram de 33 + 2 °C e 67 + 3%, respectivamente.

Apos a caracterizagdo fisiologica dos lotes, procedeu-se a
etapa de adequag@o da metodologia do teste de envelhecimento
acelerado. Para tanto, foi adaptada a metodologia do “gerbox”
(mini cdmara) adotado pela AOSA (1983). Inicialmente
foram colocados 40 mL de agua destilada no fundo de uma
caixa “gerbox”. Em seguida, amostras de sementes de cada
lote foram distribuidas sobre uma bandeja com fundo de tela
acoplada no interior da caixa a uma distancia de 1,5 cm da
agua. As caixas foram tampadas e colocadas em uma camara
de germinacdo (tipo B.O.D. — Biochemical Oxigen Demand
— Modelo TE-4012), regulada a temperatura de 41 °C, com
oscilagdo maxima de + 0,3 °C, durante 48, 72 ¢ 96 h, além do
controle (0 h — sementes sem envelhecimento). Para minimizar
a oscilagdo térmica na cdmara de germinagdo, esta foi mantida
em sala climatizada a 21 °C. As sementes envelhecidas, bem
como aquelas do tratamento controle (0 h), foram submetidas
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a determinacdo do grau de umidade e ao teste de germinacao
exatamente como foi realizado na caracterizagdo fisiologica.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado tanto para a caracterizagdo fisioldgica dos lotes
quanto para adequagdo da metodologia, sendo esta Ultima
em esquema fatorial 3x4 (lote x tempo de envelhecimento)
com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias dos fatores quantitativos do teste
de envelhecimento acelerado foram submetidas a analise de
regressdo linear, enquanto as médias dos fatores qualitativos
foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Também foram calculados os coeficientes de correlacdo
simples de Pearson (r) entre varidveis, sendo a significancia dos
valores de r determinada pelo teste £ a 1 e 5% de probabilidade.
Todas as andlises foram realizadas por meio do software
estatistico Assistat (versdo 7.7 beta) (Silva & Azevedo, 2002).

Resultados e Discussao

O grau de umidade inicial dos lotes de sementes de L.
leucocephala variou de 10,9 a 12,3% (Tabela 1), com diferenga
inferior a 2% entre lotes. Esse ¢ um requisito importante para
realizagdo de testes de vigor, pois para obtencdo de resultados
consistentes ¢ necessario que o grau de umidade dos lotes
esteja padronizado e ndo ultrapasse 2% de diferenga (Silva et
al., 2010), e deve estar abaixo de 13% para evitar deteriora¢do
das sementes durante o armazenamento (Guareschi et al.,
2015).

Os lotes de sementes de L. leucocephala apresentaram
o mesmo desempenho fisiolégico quando avaliados pelos
testes de germinagdo, primeira contagem e velocidade de
germinacdo, pois ndo houve diferenga estatistica (p<0,05)
entre os resultados desses testes. Foi verificado desempenho
distinto entre os lotes apenas quando foram avaliados pelos
testes de emergéncia e condutividade elétrica.

Os testes de condutividade elétrica e emergéncia de
plantulas se sobressairam em relagdo aos demais na detecgdo
de diferengas de vigor entre os lotes, pois sdo capazes de
verificar as primeiras manifestacdes de deterioragdo das
sementes (Marcos Filho, 1999). Segundo Bewley et al. (2013),
a redug@o do percentual de emergéncia de plantulas ¢ um
reflexo do processo de envelhecimento natural das sementes
que esta relacionado aos danos no sistema de biomembranas.

Os resultados do teste de condutividade elétrica permitiram
classificar os lotes de sementes em dois niveis de vigor. O

Tabela 1. Valores médios do grau de umidade, germinagdo, primeira
contagem, indice de velocidade de germinagdo, condutividade elétrica e
emergéncia de plantulas de trés lotes de sementes de L. leucocephala.

Lotes Cv
Testes 1 ) 3 (%) D.M.S.

Grau de umidade (%) 123 109 113 - -

Germinagéo (%) 90,0a 84,0a 880a 822 14,18
Primeira contagem (%) 550a 53,0a 620a 2188 2449
indice de velocidade de germinagdo  4,83a 4,54a 495a 10,31 0,97
Condutividade elétrica (uS cm-'g') 57,2a 76,3b 70,3ab 13,52 18,14
Emergéncia de plantulas (%) 940a 650b 890a 1275 2081

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados do grau de umidade ndo foram analisados
estatisticamente.
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lote 1, por apresentar os menores valores de CE (57,2 pS
cm! g1 foi classificado como de alto vigor em relagdo aos
demais e o lote 2 com o maior valor de CE (76,3 uS cm™ g)
foi classificado como o de baixo vigor. O lote 3 apresentou
valor de CE intermediario (70,3 puS cm™ g'), ndo diferindo dos
demais.

A avalia¢do do vigor baseada no teste de emergéncia de
plantulas permitiu classificar os lotes em dois niveis de vigor.
As sementes dos lotes 1 e 3 foram classificadas como de maior
vigor (94 ¢ 89%, respectivamente) ¢ as sementes do lote 2
(65%) foram classificadas como de menor vigor (Tabela 1).

A analise de regressdo linear realizada para os periodos
de envelhecimento acelerado mostrou que a germinagdo das
sementes dos diferentes lotes foi influenciada pelo tempo
de envelhecimento acelerado (Figura 1). A porcentagem de
germinacao do lote 1 aumentou de forma linear com o aumento
do tempo de exposi¢do, enquanto a dos lotes 2 e 3, decresceu
linearmente.

Esse resultado mostrou que as sementes dos lotes 2 ¢ 3
tém sua germinagao reduzida em comparagdo ao lote 1 com o
aumento do periodo de envelhecimento acelerado. O lote 1 foi
classificado como de alto vigor tanto no teste de emergéncia
quanto no teste de condutividade elétrica e mostrou-se mais
tolerante ao envelhecimento acelerado que os demais, o que
demonstra sua melhor qualidade fisioldgica. Isso por que
lotes de sementes mais vigorosas possuem mecanismos mais
eficientes de reparo, principalmente devido a agao de moléculas
antioxidantes, como as peroxidases, a superdxido dismutase e
a catalase (Marcos Filho, 2015).

Contudo, o aumento da porcentagem de germinacdo do
lote 1 também pode ser atribuido a superagdo da dorméncia
fisioldgica promovida pelo envelhecimento, pois como esse
lote era recém coletado, ¢ provavel que sementes imaturas
estivessem presentes. Esse acréscimo na porcentagem de
germinacdo apos o envelhecimento acelerado também foi
verificado em sementes recém coletadas de outras espécies
de Fabaceac como Anadenanthera falcata (Benth.) Speg
(Stallbaun et al., 2015) e B. forficata (Guareschi et al., 2015),
corroborando com os resultados desta pesquisa. Em relacdo
ao grau de umidade das sementes apds o envelhecimento
acelerado, observou-se um aumento médio de 32% apos 48 h de
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Figura 1. Germinagdo de sementes de trés lotes de L. leucocephala
submetidos a diferentes periodos de exposicdo ao envelhecimento
acelerado.” significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

envelhecimento, porém nos periodos de 48 e 96 h o incremento
no conteudo de agua foi de 19 e 22%, respectivamente (Tabela
2). Ao analisar a variacdo do grau de umidade entre os lotes
em cada periodo de envelhecimento, constatou-se que houve
uma variagao inferior a 4%. Essa variagdo permitiu inferir que
o envelhecimento acelerado se deu de maneira semelhante
para todos os lotes avaliados, pois variagdes de 3 a 4% entre
amostras sao consideradas toleraveis (Marcos Filho, 1999).

Variagdes acentuadas de aumento e diminui¢do no grau
de umidade sdo observadas em sementes submetidas ao
envelhecimento artificial devido a existéncia de diferencas de
adsor¢ao de dgua durante a condugdo do teste (Pereira et al.,
2015). No entanto, essa variagdo deve ser minimizada entre
lotes para evitar deterioragdo excessiva durante o processo
germinativo, principalmente para as sementes de médio e
baixo vigor (Tekrony, 2003).

Apos 48 h de envelhecimento nado foi constatada diferenca
estatistica significativa entre as porcentagens de germinagao das
sementes dos lotes (Tabela 3), porém, com 72 h, a germinagao
das sementes do lote 1 (99%) mostrou-se significativamente
superior a dos lotes 2 (66%) e 3 (79%) que nao diferiram entre
si. Apos 96 h de envelhecimento, a germinagdo das sementes
do lote 1 (99%) continuou superior aos demais, seguida dos
lotes 3 (63%) e 2 (47%), respectivamente.

Dentre os testes de laboratorio utilizados para avaliar
a caracterizacdo fisiologica dos lotes, apenas o teste de
condutividade elétrica se correlacionou significativamente com
o teste de emergéncia. Essa correlacdo foi moderada e negativa
(-0,659) (Tabela 4), indicando que quanto menor os valores
de CE, maior sera a porcentagem de emergéncia de plantulas.
Além disso, sua correlagdo com os testes de envelhecimento
acelerado por 72 e 96 horas foi significativa e considerada forte
(-0,7449 e -0,7512 respectivamente).

Quanto ao teste de envelhecimento acelerado, apenas
o periodo de exposi¢do de 96 h apresentou correlagdo
significativa, o qual mostrou alta correlagdo positiva (0,751)
com o teste de emergéncia, indicando que esses testes possuem
um alto grau de associagdo.

Tabela 2. Grau de umidade de sementes de trés lotes de L. leucocephala em
fungéo dos periodos de exposi¢ao ao envelhecimento acelerado.

Tempo de envelhecimento acelerado (h)

Lote 0 48 72 96
Grau de umidade (%)

1 12 41 30 34

2 10 42 32 33

3 1 45 29 32

Média 11 43 30 33

Tabela 3. Porcentagem de germinagéo de sementes de trés lotes de L.
leucocephala em fungdo dos periodos de exposi¢do ao envelhecimento
acelerado.

Tempo de envelhecimento acelerado (h)

Lote 0 48 72 96
Germinaciio (%)

1 90a 94a 99a 99a

2 84a 83a 66 b 47¢

3 88a 88a 79b 63 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Correlagao simples de Pearson (r) entre as variaveis germinagao (G), primeira contagem de germinagéo (PC), indice de velocidade de germinagéo
(IVG), emergéncia de pléntulas (E), condutividade elétrica (E) e envelhecimento acelerado (EA) por 48, 72 e 96 horas.

G IVG E CE EA48 EA72 EA96

PC 0,2674s 0,8178" 0,1248ns 0,1908ns 0,6197" -0,0718ms -0,0634ns
G 0,7457" 0,2848ns 0,0211ms 0,3491ns 0,1864 0,5038ns
VG 0,3161ns 0,0738ns 0,5679s 0,0765 0,2716"
E -0,6595° 0,4478ns 0,5332ns 0,7551"
CE 0,2810ns -0,7449° -0,7512°
EA48 0,4053ns 0,4442ns
EAT2 0,8270"
EA96

™ ngo significativo, * e * significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade respectivamente.

Os resultados mostraram que o teste de envelhecimento
acelerado conduzido pelo método do gerbox por 96 h se
mostrou adequado para estimar o vigor de lotes de sementes de
L. leucocephala de forma semelhante ao teste de emergéncia
de plantulas. Isso indica que o teste de envelhecimento tem
potencial para ser utilizado na identificagdo de diferencas de
vigor entre lotes de sementes de L. leucocephala que apresentam
desempenho semelhante no teste padrao de germinagao, além
de poder estimar o desempenho das sementes em campo.

A adequagdo da metodologia do teste de envelhecimento
acelerado também se mostrou eficiente para detectar diferencas
de vigor de sementes de outras leguminosas arbdreas como B.
forficata a 41 °C/ 72 h (Guareschi et al., 2015), D. nigraa 4l e
45 °C/ 72 h (Guedes et al., 2011) e E. velutinaa 41 °C/ 72 he
45 °C/ 24 h (Guedes et al., 2009).

Conclusao

O teste de envelhecimento acelerado conduzido a 41 °C
durante 96 h ¢ eficiente para diferenciar lotes de sementes de
L. leucocephala em niveis de vigor.
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