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RESUMO

SOARES, DAYENE CASSIA DE PAULA. Validacdo de métodos para teste de
germinacao de sementes de espécies florestais com madeira exportada. 2013. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Instituto de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal
de Uberlandia, Uberlandia’.

A exportacdo brasileira de madeira serrada de espécies tropicais entre 2006 e 2011 foi mais de
1,4 bilhdes de quilogramas e o lucro, superior a US$ 1,08 bilhGes. A preocupacdo de
pesquisadores em regularizar o comércio de sementes de espécies florestais conduzindo
pesquisas que informem a qualidade das sementes por meio de métodos de analise seguros e
robustos objetivou a avaliacdo de plantulas normais, anormais e de sementes mortas do
processo de validacdo para a analise da germinacdo de seis espécies. Pré-testes de germinacao
com as espécies Anadenanthera macrocarpa, Cedrela fissilis, Cedrela odorata,
Handroanthus impetiginosus, Peltophorum dubium e Schizolobium parahyba var.
amazonicum foram conduzidos com a finalidade de estabelecer protocolos com base em
amostras de qualidade distintas (alta, intermediaria e baixa qualidades). As sementes foram
enviadas para, no minimo, seis laboratorios credenciados ao Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para que executassem a analise de germinacao, repetindo
0 método do protocolo. O procedimento padrdo da ISTA foi usado para analise estatistica da
germinacdo das sementes (plantulas normais): outliers nas variancias; efeitos de laboratérios e
lotes (Andlise de variancia); teste de médias para lote e laboratorio (Tukey); repetitividade,
reprodutibilidade, exatiddo e robustez (estatisticas h e k de Mandel). Desses testes, efeitos dos
laboratérios e lotes, e repetitividade e reprodutibilidade foram verificados para anormalidade
em plantulas. As sementes mortas foram observadas em esquema gréafico. Plantulas anormais
e sementes mortas tiveram resultados discrepantes entre e dentro de laboratérios.
Provavelmente esse resultado para anormalidade se deva a dificuldade do analista em
distinguir essa caracteristica e em sementes mortas pela heterogeneidade dentro do préprio
lote devido a variabilidade genética e ambiental. No entanto, os métodos propostos para teste
das sementes das seis espécies foram validadas, pois apresentaram precisdo, exatiddo e
robustez.

Palavras-chave: Laboratérios. Lotes. Protocolos.

! Comité orientador: Denise Garcia de Santana — UFU (orientadora).



ABSTRACT

Validation of germination methods of seeds of export wood forest species

Brazilian sawn wood exports of tropical species between 2006 and 2011 was over 1.4 billion
kilograms and generated a profit of more than US$1.08 billion. Researchers are concerned
over regulation of forest tree seed trade. Therefore, were conducted a research to verify seed
quality through secure and robust analysis methods aimed at evaluating normal and abnormal
seedling sand dead seeds from the validation process for the germination analysis of six forest
tree species. Pre - germination tests with species Anadenanthera macrocarpa, Cedrela fissilis,
Cedrela odorata, Handroanthus impetiginosus, Peltophorum dubium and Schizolobium
parahyba var. amazonicum were conducted in order to establish protocols based on samples
of different quality (high, medium and low quality). Seeds were sent to at least six
laboratories approved by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) to
execute the analysis of germination repeating the protocol method. The standard ISTA
procedure was used for statistical analysis of seed germination (normal seedlings): outliers on
variances; effects of labs and lots (ANOVA); average test for batch and laboratory (Tukey),
repeatability, reproducibility, accuracy and robustness (Mandel h and k statistics). From these
tests, effects of labs and lots and repeatability and reproducibility were done to check for
abnormalities in seedlings. The dead seeds were observed in graphic scheme. Abnormal
seedlings and dead seeds had discrepant results between and within laboratories. The
abnormality result is probably due to the difficulty of the analyst to distinguish this
characteristic and the dead seed result is probably due to heterogeneity within the plot itself
and genetic and environmental variability. However, the methods proposed for testing the
seeds of the six species were validated because they presented themselves precise, accurate
and robust.

Keywords: Labs. Lots. Protocols.
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INTRODUCAO

A América Latina e o Caribe tém abundantes recursos florestais, com quase 49% de
suas areas cobertas por floresta em 2010. Com um numero estimado de 891 milhdes de
hectares, representam cerca de 22% da area florestal no mundo. O Brasil € um dos cinco
paises mais ricos em florestas no mundo, com 13% da area florestal global e maior extenséo
de floresta tropical (FAO, 2011).

Estima-se que o setor florestal no Brasil tenha sido responsavel por 3,5% do Produto
Interno Bruto-PIB de 2007, equivalente a 37,3 bilhGes de ddlares e por 7,3% das exportacdes
totais, equivalente a 10,3 bilhdes de ddlares. Esse montante pode ser dividido entre 0s
seguintes setores: de celulose, responsavel por quatro bilhdes de ddlares; de madeira serrada,
compensados e produtos de maior valor agregado por 2,9 bilhdes; de moveis por 1,05 bilhdo e
de carvéo vegetal por 1,65 bilhdo de ddlares (RIBEIRO et al., 2011).

Na atividade florestal, ocorrem dois tipos bésicos de exploragcdo econdmica: a extragdo
de florestas nativas, com ou sem reposi¢cdo e, na maior parte das vezes, extensivamente e as
atividades de reflorestamento, com base no plantio de florestas com espécies exoticas (pinus e
eucaliptos) e, em menor proporcdo, de espécies nativas (BUAINAIN; BATALHA, 2007). A
cadeia produtiva do setor florestal € composta por trés segmentos basicos: madeira para
energia (lenha e carvdo), madeira industrial (subsegmentos de celulose e papel e painéis de
madeira reconstituida) e processamento mecanico (serrados e laminados) (SOUZA; PIRES;
SILVEIRA, 2011).

As florestas naturais sdo as principais fontes de matéria para as indistrias madeireiras
dos estados e a exportacdo é concentrada em produtos de baixo valor agregado como madeira
em tora, madeira serrada e, mais recentemente, compensados (BUAINAIN; BATALHA,
2007; RIBEIRO et al., 2011).

O Brasil figura entre os maiores produtores mundiais de madeira serrada, obtida pela
transformacéo de toras em varios produtos com formatos e dimensdes distintas destacando-se:
tabuas, pranchas, pontaletes, sarrafos, ripas, caibros, dormentes, perfis e vigas (BUAINAIN;
BATALHA, 2007).

O maior estado exportador dos itens de madeira € o0 Parand, seguido de Santa Catarina
e do Pard. Dos paises importadores, os Estados Unidos sdo os principais, a Franca € o

segundo mercado comprador e, em seguida, 0 Reino Unido (RIBEIRO et al., 2011).Em
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termos de valores, Parand, Santa Catarina e Par foram os trés estados que mais exportaram
em 2010. No entanto, comparados com 2009, os estados que apresentaram maiores variagoes
percentuais positivas das exportacBes foram Amazonas (124%), Amapa (89,8%) e Parana
(21,7%) (SOARES, 2011).

O Brasil exporta madeira serrada para diversos paises. O volume de exportacdo de
madeira serrada/cortada em folhas de espécies tropicais entre os anos de 2006 a 2011 foi mais
de 1,4 bilhGes de quilogramas e com lucro maior que 1,08 bilhdo de dolares. Em ordem
decrescente de quantidade, as espécies exportadas nesses anos foram ipé (34,04%), cedro
(3,26%), louro (2,45%), virola/balsa (0,50%), peroba (0,16%), mogno (0,13%), canafistula
(0,064%), imbuia (0,06%), pau-marfim (0,033%), cabretva (0,014%), faia (0,003%), angico-
preto (0,002%) e algumas espécies ndo identificadas, que correspondem a mais da metade das
exportacles, 59% (BRASIL, 2012).

A identificacdo cientifica de uma espécie depende, principalmente, dos seus 6rgaos
reprodutores (flores e frutos), como também de outras caracteristicas morfolégicas da arvore
(casca, folhas e outros). No processo de extracdo e de transformacdo da arvore em madeira
serrada, obviamente, essas caracteristicas morfolégicas do vegetal sdo eliminadas. Além
disso, a utilizacdo de varios nomes populares para madeira de uma mesma espécie, assim
como varias espécies sendo comercializadas com o mesmo nome tém contribuido de forma
negativa para a identificacdo (ZENID; CECCANTINI, 2007).

As espécies anteriormente citadas possuem cddigos de comércio internacional
especificos (Nomenclatura Comum do Mercosul — NCM, capitulo 44) e de acordo com o
6rgdo COMEX (Comércio Exterior), pertencente ao MDIC (Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior), o maior grau de detalhamento de uma mercadoria para
estatistica do comércio exterior raramente consta a descri¢cdo da espécie da madeira/arvore,
sendo o0 género considerado o maximo de informacdo (BRASIL, 2012).

Com o comércio de madeira, silvicultores buscam informac6es precisas a respeito das
espeécies para que possam cultiva-las e necessitam de subsidios para a melhoria nos atributos
da qualidade das sementes. Para isso, é necessario conhecer as caracteristicas das sementes,
de forma a possibilitar a producéo de mudas adequadas ao interesse do produtor. Sendo assim,
¢ preciso que, na compra desse insumo, sejam informados, entre outros atributos, a

porcentagem minima de germinacéo, ou seja, o padrdo de comercializacéo.
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Existe, hoje, grande preocupacdo de pesquisadores de sementes, sobretudo 0s que
pesquisam com espécies florestais, em conduzir estudos que fornecam informacgdes sobre a
qualidade das sementes, especialmente no que diz respeito a padronizacdo, agilidade,
aperfeicoamento e estabelecimento de métodos de andlise (NOMELINI, 2012). A
determinacdo das condi¢cBes mais adequadas a realizacdo do teste demanda volume
consideravel de pesquisas relacionadas ao ambiente de germinacdo e a qualidade dos lotes
(OLIVEIRA; DAVIDE e CARVALHO, 2008), devendo haver uma metodologia possivel de
ser repetida por laboratérios de sementes.

Especialmente para sementes, Nobbe, em 1877, iniciou 0s primeiros testes
comparativos e, desde entdo, métodos de validagdo tém sido parte das atividades da
Associacdo Internacional para Analise de Sementes (ISTA). Na situacdo atual do comércio de
sementes florestais, a baixa qualidade fisiologica e sanitaria, sem determinacéo de peso de mil
sementes, como consequéncia do nimero de sementes por quilograma, sdo os principais
registros de reclamagdes no servigo 0800 do MAPA.

As espécies florestais representam pequena parte do total das espécies listadas nas
Regras de Analise de Sementes, com as especificacdes para teste de germinacdo de 1.365
registros constando espécies e/ou géneros (BRASIL, 2009). Dessas, pouco mais de 276 sao
florestais e arbustivas (FERRAZ; CALVI, 2010) e representam apenas 20% , que, na maioria,
ndo sdo nativas brasileiras. Na ISTA também constam pouco mais de 150 espécies florestais
registradas. Por isso, essa Associacdo recomenda que testes de qualidade de sementes,
incluindo testes de germinacdo, devem ser realizados por métodos validados (ISTA, 2007).

No entanto, para a regularizacdo do comércio dessas sementes, o0 objetivo deste
trabalho foi validar métodos para teste de germinacdo de sementes de seis espécies florestais
tropicais inclusas no mercado internacional de madeira, Anadenanthera macrocarpa, Cedrela
fissilis, Cedrela odorata, Handroanthus impetiginosus, Peltophorum dubium e Schizolobium
parahyba var. amazonicum, para serem inclusos nas Regras para Analise de Sementes de
forma a padronizar o método para ser repetido por qualquer laboratério de sementes
credenciado ao MAPA.

-15-



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Setor florestal no Brasil

O Brasil chegou a 2011, Ano Internacional das Florestas, como o segundo pais do
mundo, em termos absolutos, com mais areas de florestas, totalizando 519,5 milhGes de
hectares (FAO, 2010). Essa area representa quase 65% da area do Pais. Desse total, 107
milhGes sdo Unidades de Conservacdo, aproximadamente 104 milhdes, terras indigenas
regularizadas, 274 milhdes, areas de vegetagdo existentes nas fazendas — Areas de
Preservacdo Permanente (APPs), areas de Reserva Legal e outros remanescentes e 69,5
milhGes representam outras areas de vegetacdo nativa (LIMA, 2013).

O Brasil é o segundo produtor mundial de madeira tropical e a Amazonia brasileira, a
principal regido fornecedora do Pais. Os produtos de origem florestal figuram entre os dez
principais produtos comercializados internacionalmente, atingindo cerca de 160 bilhGes de
délares (REZENDE, 2006). Estima-se que o Brasil detenha um dos maiores estoques de
madeira tropical em suas florestas nativas, dos quais somente 18% correspondem a espécies
comerciais, 0 que representa cerca de 19% do estoque mundial (BRASIL, 2006). A maior
parte da madeira em tora (87%) destina-se ao mercado interno e pelo menos 36% tém origem
ilegal (SERVICO FLORESTAL BRASILEIRO, 2011).

Alguns procedimentos tém sido realizados para regularizar essa comercializacao.
Instrumentos como os Documentos de Origem Florestal (DOF) foram criados pelo Governo
para aumentar a possibilidade de rastreamento da madeira nativa e demais produtos florestais,
desde a extracdo até a comercializacdo. O DOF é uma licenca obrigatoria para o controle do
transporte e armazenamento de produtos e subprodutos florestais de origem nativa. No caso
da madeira, o DOF deve ser exigido na aquisicdo de todas as espécies. Entretanto, ha algumas
formas de alteracdo do documento, que demandam a atencdo de todos o0s agentes da cadeia de
comercializacdo para garantir a legalidade do produto (CONSELHO BRASILEIRO DE
CONSTRUGAO SUSTENTAVEL, 2012).

O Plano Nacional de Silvicultura com Espécies Nativas e Sistemas Agroflorestais —
PENSAF faz parte das prioridades do Programa Nacional de Florestas como opcéo para
expansdo da base de florestas plantadas e recuperacio de areas degradadas. E o resultado da

acdo integrada entre os Ministérios do Meio Ambiente (MMA), Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA), Ciéncia e Tecnologia (MCT), Desenvolvimento Agrario (MDA) e
organizagdes da sociedade civil (BRASIL, 2006).

Algumas dificuldades enfrentadas para a efetiva implantacdo de um manejo florestal
sustentavel estdo relacionadas a necessidade de alto investimento inicial, a burocracia dos
orgdos reguladores, a concorréncia desleal com madeireiras clandestinas e a falta de
seguranca fundiéria na regido amazonica. Entre os fatores econémicos limitantes a adogdo do
manejo podem-se citar o baixo preco da madeira (legal) no mercado, a dificuldade de inserir
novas espécies no mercado externo e a falta de pesquisa sobre novas espécies (ALMEIDA et
al., 2010).

Em se tratando de produtos de florestas plantadas, o Brasil figura como o maior
exportador mundial de compensados de pinus e o maior exportador mundial de celulose de
fibra de eucalipto. No caso dos produtos de madeiras tropicais, é o terceiro maior exportador

tanto de madeira serrada como de compensados (REZENDE, 2006).
2.2 Fatores que afetam a germinacao das sementes

2.2.1 Umidade e substrato

Os fatores ambientais, como temperatura e substrato, influenciam a germinacdo de
sementes de uma espécie florestal e podem ser manipulados de forma a proporcionar maior
porcentagem, velocidade e uniformidade de germinacdo (PACHECO et al., 2006). Entre esses
fatores, a umidade é o mais importante, pois por meio da embebicdo de agua, as sementes
iniciam a germinacdo (AZEREDO et al., 2010). Durante esse processo, a absorcdo de agua
tem como principais funcdes promover o amolecimento do tegumento da semente, aumentar
do embrido e os tecidos de reserva, favorecendo a ruptura do tegumento, a difusdo gasosa e a
emergéncia da raiz primaria. A agua é importante ainda para a diluicdo do protoplasma,
permitindo a difusdo de horménios e, consequentemente, a ativacdo de sistemas enzimaticos.
Com isso, desenvolvem-se a digestdo, a translocacdo e a assimilacdo das reservas, que
resultam no crescimento do embrido (RAMOS; VARELA e MELO, 2006).

Nos testes de germinacdo, a quantidade inicial de &gua depende da natureza do
substrato e, principalmente da exigéncia de cada espécie (AZEREDO et al., 2010). A
estrutura, a aeragdo, a capacidade de retencdo de agua, o grau de infestagdo de patdgenos,

entre outros, podem variar de acordo com o tipo de substrato utilizado. Os mais usados para
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teste de germinacdo em laboratdrio sdo papel e areia. Além desses, outros substratos tém sido
testados, como a vermiculita, pd-de-coco, solo e esterco, esfagno, serragem, casca de arroz
carbonizada e substrato comercial (MOREAU, 2011).

O rolo de papel confere uma série de vantagens, tais como o melhor desenvolvimento
das estruturas essenciais das plantulas e maior espagamento entre estas, permitindo maior
rapidez e seguranca na avaliacdo, além de facilidade na avaliacdo e menor espaco ocupado no
germinador, possibilitando a execucdo de nimero maior de analises. No entanto, para algumas
espeécies exigentes em umidade, € necessario o umedecimento diario pela rapida desidratacdo
do substrato (OLIVEIRA; DAVIDE e CARVALHO, 2008).

O substrato rolo de papel proporcionou a maior quantidade de sementes germinadas de
Anadenanthera macrocarpa (OLIVEIRA et al., 2010). O mesmo resultado foi obtido para
sementes de Peltophorum dubium, em que os rolos de papel foram umedecidos diariamente
em funcéo da rapida desidratacdo. Isso foi feito sem desfazer o rolo e ndo favoreceu possivel
contaminacdo (OLIVEIRA; DAVIDE e CARVALHO, 2008).

Em estudos com Cedrela fissilis, o desempenho das plantulas no substrato vermiculita
pouco Umido ou umido foi o mesmo (MEDEIROS; ABREU e NOGUEIRA, 2001). Resultado
semelhante foi obtido por Alvino e Rayol (2007) para Cedrela odorata. Prado et al. (2010)
verificaram que o papel filtro promovia maior porcentagem de germinagdo das sementes de
Tabebuia impetiginosa comparado com areia e vermiculita.

Usando para o umedecimento do substrato dgua trés vezes a massa do papel em agua,
as sementes de Schizolobium amazonicum apresentaram maiores indices de germinacdo e de
velocidade, além do melhor desenvolvimento do hipoc6tilo comparado com os demais
tratamentos onde foram usadas menores quantidades de agua (RAMOS; VARELA e MELO,
2006). Anadenanthera macrocarpa germinou imediatamente apds o inicio das primeiras
chuvas, confirmando que estagdo chuvosa € propicia para o estabelecimento de plantulas de
especies tropicais (SILVA; BARBOSA, 2000).

2.2.2 Temperatura e fotoperiodo

Entre as espécies, as sementes apresentam capacidade germinativa distinta,
dependendo da temperatura (OLIVEIRA et al., 2005b). A temperatura influencia ainda a

absorcdo de agua pela semente e as reagOes bioquimicas que regulam o metabolismo
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necessario para iniciar o processo de germinacdo, alterando a porcentagem final de
germinacao e também a velocidade do processo (ANDRADE et al., 1994).

Para um grande nimero de espécies florestais, a alternancia de temperatura ¢ favoravel
a germinacado, a semelhanca do que acontece em condic¢des naturais, em que as temperaturas
diurnas sdo mais altas que as noturnas. Essa necessidade pode estar associada a dorméncia das
sementes, embora a alternancia de temperatura possa acelerar a germinagao de sementes néo
dormentes (FERREIRA et al., 2007). A faixa de 20 a 30° C foi considerada a mais adequada
para a germinacédo de grande nimero de espécies florestais subtropicais e tropicais (BORGES;
RENA, 1993), o que foi comprovado para Schizolobium amazonicum (RAMOS; VARELA,
MELO, 2006).

A germinacdo das sementes de Cedrela fissilis e Cedrela odorata ndo foi afetada pelo
regime de temperatura, porém o seu vigor foi maior nas temperaturas constantes de 25 e 30°
C (FIGLIOLIA; AGUIAR; SILVA, 2006). Silva Neto e outros (2007) confirmaram que a 30
°C as sementes de Handroanthus impetiginosus tiveram melhor desempenho germinativo,
pois a giberelina sintetizada durante a embebicao provoca o desenvolvimento da radicula.

Temperaturas altas sdo restritivas a germinacédo de algumas espécies, 0 que € explicado
por possiveis alteracbes enzimaticas, pela condicdo fisioldgica da semente ou pela
insolubilidade do oxigénio nessas condi¢fes, que aumentam sua exigéncia e aceleram a
velocidade respiratéria das sementes. Em sementes de Tabebuia impetiginosa submetidas a
35 °C, essa temperatura pode ter impedido o crescimento do embrido (OLIVEIRA et al.,
2005a).

A sensibilidade das sementes a luz também varia com a espécie e em funcdo da
temperatura utilizada no processo de germinacdo. No entanto, grande nimero de espécies que
ocorrem no cerrado é indiferente a luz como as do género Cedrela (FIGLIOLIA et al., 2006).
Também na Caatinga, sementes de Anadenanthera macrocarpa foram indiferentes a luz na
temperatura de 25° C (CABRAL et al.,, 2003). Sementes de Anadenanthera colubrina
submetidas a menor luminosidade tiveram o menor tempo médio de germinacdo. I1sso pode
ser explicado devido ao fato de a plantula ser bastante sensivel a incidéncia direta de luz,
associado a elevada temperatura e, no ambiente natural, ela cresce protegida pela sombra da
planta-méae (RODRIGUES et al., 2007).

N&o foram observadas diferencas significativas na germinacdo de sementes de

Tabebuia impetiginosa entre distintos regimes de luz (OLIVEIRA et al.,, 2005a). A
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germinacdo das sementes em relagdo a luz é uma resposta ecofisioldgica da espécie, que esta
correlacionada com o seu posicionamento no estadio sucessional da floresta. As espécies
Tabebuia impetiginosa e Tabebuia serratifolia sdo classificadas como pioneiras, ou seja,
espeécies que possuem sementes que exigem condicGes de luminosidade para germinar.

Para lotes de sementes de Schizolobium parahyba, temperaturas alternadas entre 20° e
30° C proporcionaram menor porcentagem e velocidade de germinacdo na avaliagdo de
plantulas normais quando comparadas a temperaturas de 25° C e 35° C (FERREIRA et al.,
2007). Esse fato pode ter ocorrido devido ao fotoperiodo em que as sementes foram

submetidas, visto que a espécie tem sensibilidade a luz.

2.2.3 Dorméncia

Dorméncia em sementes ¢ um fendmeno comum em espécies tropicais. E um
importante fator adaptativo e, portanto, um mecanismo de sobrevivéncia das espécies aos
fatores adversos do meio. Entdo, a germinacdo ocorrera somente quando essa fase for
superada e as condicdes ambientais forem favoraveis ao crescimento das plantulas,
distribuindo a germinacédo no tempo (PIROLLI et al., 2005).

A impermeabilidade do tegumento a agua ou sementes com alta dureza sdo 0S
mecanismos mais comuns de dorméncia em Fabaceae (CRUZ; CARVALHO, 2006). Embora
a existéncia de tegumento impermeavel seja uma caracteristica indesejavel do ponto de vista
de manejo, fazendo com que as sementes apresentem resisténcia a germinacao, ela também é
reconhecida por proteger a semente das flutuagcdes de temperatura, da umidade e da incidéncia
de microrganismos (SILVA NETO et al., 2007).

O tegumento impermedavel das Fabaceae é composto por uma camada de células em
palicada e recoberto externamente por camadas cuticulares cerosas. A desintegracdo da capa
dessas células € possivel por um estresse que permite a entrada de agua e a consequente
germinacdo (GUERRA et al., 1982b). H& vérios tratamentos pré-germinativos que permitem a
superacao da dorméncia das sementes de Fabaceae, como o0 uso de &cidos abrasivos, imersdo
em solventes (&gua, alcool, entre outros), escarificagio mecénica e choque térmico
(ESCOBAR et al., 2010).

As sementes de Peltophorum dubium apresentam dificuldade em germinar, devido a
presenca de tegumento rigido que impede a penetracdo da &gua e 0 consequente

desencadeamento dos processos metabdlicos inerentes a germinacao (PIROLLI et al., 2005).
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Métodos para quebra de dorméncia para sementes da espécie como acido sulfarico por quinze
minutos, lixa e agua quente (95° C e deixadas em repouso na mesma &gua, fora do
aquecimento, por 24 horas) tiveram melhores porcentagens de germinacdo para os trés lotes
testados (OLIVEIRA; DAVIDE; CARVALHO, 2008). Todavia, Pirolli et al. (2005) haviam
testado metodos semelhantes e percebeu que a escarificacdo quimica com &cido sulfrico
causaram maior percentual de plantulas anormais.

Sementes submetidas a tratamento térmico podem sofrer danos nas membranas
celulares, causando incremento no extravasamento de eletrdlitos e exsudados e maior
desnaturacdo das enzimas relacionadas a respiracdo celular, podendo até ocasionar a morte
dos tecidos. A morte das sementes em funcdo da escarificagdo em &gua quente a 100° C foi
observada em algumas espécies (SCHIMIZU et al., 2011).

Silva Neto et al. (2007) e recentemente, Schimizu et al. (2011), testaram métodos para
a quebra de dorméncia tegumentar de sementes da espécie Schizolobuim parahyba var.
amazonicum, concluindo que o melhor desempenho na germinacdo & proporcionado apos
escarificacdo mecanica nas sementes.

O método de escarificacdo em lixa causa pequenas fragmentacbes no tegumento da
semente, tornando-o mais permeavel ao influxo de agua durante a embebicdo e, por essa
razdo, a curva de embebicdo para sementes submetidas a esse tratamento indicou a rapida
absorcdo de agua pelos tecidos e, consequentemente, rapida deplecdo do endosperma
(SCHIMIZU et al., 2011).

2.2.4 Incidéncia de fungos e assepsia

Um dos problemas mais sérios nos estudos de germinacdo € a grande contaminacao
fangica das sementes, principalmente em testes realizados em incubadoras ou germinadores,
que déo condicOes ideais para o desenvolvimento e a disseminacéo de alguns dos fungos, que
causam apodrecimento das sementes e dificultam o diagnodstico correto da qualidade
fisioldgica do lote (OLIVEIRA; DAVIDE; CARVALHO, 2003).

Os danos originados pela infestacdo nas sementes podem afetar, de forma severa, sua
qualidade fisioldgica e a qualidade sanitaria e, em alguns casos, inibir por completo ou reduzir
a capacidade germinativa dos lotes de sementes (ZORATO; HOMECHIN; HENNING, 2001),
como podem minimizar a dorméncia tegumentar, degradando o tegumento das sementes

(FLORIANO, 2004).
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Esses fungos podem ser divididos em fungos de campo e de armazenamento. Os
fungos do campo se estabelecem na semente antes da colheita, ou seja, no periodo do seu
crescimento e maturacdo. Apos as sementes serem colhidas e armazenadas, estdo sujeitas a
invasdo por um grupo de fungos designados como de armazenamento (BOTELHO et al.,
2008).

Os géneros de fungos que tém sido encontrados em sementes de vérias florestais, no
Brasil sdo Alternaria, Aspergillus, Lasiodiplodia, Chaetomium, Cladosporium, Curvularia,
Cylindrocladium, Diplodia, Epicoccum, Fusarium, Drechslera, Macrophomina, Monocillium,
Nigrospora, Oidiodendron, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Pithomyces, Peyronellacea,
Rhizoctonia e Trichoderma. Resultados de Botelho et al. (2008) com sementes do género
Tabebuia mostram que a maioria dos fungos estavam contaminando e nao infectando as
sementes. Segundo o autor, considera-se contaminacgdo a associacdo do patdgeno a um tecido
sem atividade enzimaética, superficial ou interno, e uma infec¢do, quando ocorre em um tecido
interno, com atividade vital.

O uso mais efetivo de tratamentos para assepsia deve ser levado em consideracédo
porque a presenca desses fungos pode afetar os resultados de um teste de germinacédo
(FERREIRA et al., 2001). Produtos para controle de micro-organismos como detergente,
alcool, hipoclorito de sddio, entre outros sdo amplamente usados na limpeza do proprio
material vegetal. O hipoclorito de sédio é efetivo como agente de desinfeccdo e esterilizacéo
de uma gama de bactérias, virus e fungos (ABDUL-BAKI, 1974), porém o tratamento
prolongado, sob o efeito dessa substancia, pode inibir a germinacdo; em tratamento rapido, o
processo pode ser estimulante, dependendo da espécie (CARNELOSSI et al., 1995).

O hipoclorito de sédio, em altas concentracBes, aumenta o pH da solucdo. Esse efeito
permite que a bactéria desenvolva seu mecanismo de defesa e, assim sendo, 0s micro-
organismos conseguem proliferar-se e o produto age de forma contraria ao esperado
(HIRATA; MANCINI FILHO, 2002). Esse fato pode ser atribuido ao grande potencial
antimicrobiano do agente antisséptico utilizado (hipoclorito de sédio), que penetra na parede
celular das bactérias e desativa uma enzima essencial a sobrevivéncia dos micro-organismos
(TAMBOSI; ROGGE-RENNER, 2010).
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2.3 Validacéo de teste para sementes segundo Manual da ISTA

Em abril de 2005, a ISTA introduziu regras para serem utilizadas em testes quanto a
presenca de caracteristicas especificas. Nessa abordagem, um laboratorio pode desenvolver
e/ou utilizar um método ndo publicado nas regras dessa instituicao.

A validacdo de métodos envolve um planejamento experimental e 0 método deve ser
desenvolvido para uso em rotina com um protocolo e parametros identificados para controle
(por exemplo, temperatura, substrato e tempo para germinacgao). Entre os aspectos que devem
ser considerados no experimento estdo verificar se as diferencas dos resultados entre
laboratdrios sdo aceitaveis e se 0 teste estatistico é capaz de se mostrar significativo.

O primeiro passo da anélise estatistica é explorar e verificar o conjunto de dados.
Para isso, representacdes graficas simples de dados sdo muito Uteis, a deteccdo de outliers é
um dos aspectos para que o teste estatistico seja usado. Repetitividade e reprodutibilidade sdo
duas caracteristicas importantes, pois quantificam a variabilidade dos resultados esperados,

respectivamente dentro de um laboratério e, dentro de um grupo de laboratorios.
2.4 Variabilidade na validacéo laboratorial

Um estudo interlaboratorial € utilizado para verificar como a metodologia se comporta
em varios laboratorios, estabelecendo a reprodutibilidade (RIBANI et al., 2004).
Independente do tipo de comparagdo, 0 Seu sucesso passa impreterivelmente por sua
organizacdo, em que o modelo de comparacdo, os procedimentos, o cronograma e todas as
outras condi¢bes sdo previamente estabelecidas e rigorosamente cumpridas (COSTA,;
ROCHA, 2005).

A robustez de um método analitico € o nivel de reprodutibilidade dos resultados dos
testes obtidos pelas anélises de algumas amostras sob as mesmas condi¢fes normais de teste,
tais como diferentes laboratorios, diferentes analistas, diferentes instrumentos, diferentes lotes
de reagentes, diferentes dias, entre outros (RIBANI et al., 2004).

Os erros que ocorrem dentro dos laboratérios sdo classificados como grosseiros,
sistematicos e aleatérios. Os primeiros sdo provocados por falhas ocasionais de instrumentos,
falhas do observador, uso inadequado de formulas e erros de calculos (BUSTQOS, 1990). Séo
faceis de serem detectados, porque produzem medicbes fora do esperado. Os sistematicos
causam distor¢Oes que afetam a acurécia e sdo decorrentes de ma calibracdo de aparelhos,

descuidos no planejamento, falta de controle de algum fator basico como a umidade, falta de
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limpeza de recipiente onde é preparado o material experimental; os erros aleatdrios refletem
na precisao e reprodutibilidade dos dados (CARVALHO et al., 2010).

Na interpretacdo de resultados de ensaios, as variabilidades intrinsecas e extrinsecas
referentes aos laboratorios participantes do programa interlaboratorial sé@o consideradas.
Usando a andlise pelas variancias, € possivel determinar pard@metros de precisao para métodos
de ensaios; dois desses pardmetros, os denominados indices de repetitividade e de
reprodutibilidade, tém-se demonstrado necessarios e suficientes para descrever as
variabilidades de um método analitico (CHUI et al., 2004).

Para evitar que falhas ou eventual tendéncia dos pesquisadores em provocar grandes
variacOes entre os resultados de uma pesquisa, um dos meios utilizados pelo método cientifico
¢ a exigéncia da validacdo desses resultados pela prova da ‘“Repetitividade e
Reprodutibilidade”, conhecida no meio como “R & R”. Esse método simples e eficaz evita
que resultados falseados por erro instrumental, erro humano, erro de método ou mesmo ma
intengdo sigam a frente na teorizagdo de um principio cientifico (TOLEDO; REGINALDO;
MACIEL, 2009).

E muito comum aparecerem entre os dados coletados, observacdes atipicas (outliers),
isto é, valores muito grandes ou muito pequenos em relacdo aos demais. O Box-plot
introduzido pelo estatistico americano John Tukey em 1977 é uma forma de representar
graficamente os dados da distribuicdo de uma variavel quantitativa em funcdo de seus
parametros. Um conjunto de dados pode apresentar apenas um ou Varios outliers. Entre as
possiveis causas do aparecimento de outliers estdo a leitura, anota¢do ou transicdo incorreta
dos dados, erro na execucdo do experimento ou na tomada da medida e mudangas nédo

controlaveis nas condi¢des experimentais (MEDRI, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies, distribuicao geogréafica e importancia

A escolha foi feita em funcdo da participagdo das espécies Anadenanthera
macrocarpa, Cedrela fissilis, Cedrela odorata, Handroanthus impetiginosus, Peltophorum
dubium e Schizolobium parahyba var. amazonicum no comércio de madeira nativa,
principalmente no mercado externo e pela falta de informacdes consolidadas e validadas sobre
0 processo de germinacdo de suas sementes. Essas espécies florestais tém ampla distribuicéo
natural pelas Américas, em especial na América do Sul, e no Brasil encontram-se distribuidas

nas florestas de varios estados (Tabela 1).
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QUADRO 1 - Relagao das espécies florestais madeireiras incluindo nomes populares, distribuicdo geografica, caracteristicas das sementes e utilizacéo da

madeireira.

Nome popular

Distribuicdo geografica

Sementes

Utilizacdo

Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan (Fabaceae)

angico, angico-
amarelo, angico-
fava, angico-preto-

Nordeste da Argentina, sul da
Bolivia; Leste do Paraguai. No
Brasil, nordeste, centro-oeste,

Ortodoxas; germinacdo hipdgea;
emergéncia de pléantulas entre 2 e 33
dias; média de 80% de poder

A madeira tem alto teor de lignina, sendo considerada excelente para
a producdo de alcool e coque. O tronco exsuda uma goma-resina
amarelada em abundéncia, sem sabor e cheiro, com aptidfes
industriais e medicinais. As folhas e galhos cortados, secos ou em
forma de feno constituem boa forragem, apresentando 14% de
proteina bruta, porém as folhas murchas tornam-se téxicas ao gado.

rajado sudeste e sul, germinativo. Madeira usada em construgdo civil em ambientes interno e externo. A
casca e 0 lenho possuem tanino usado em curtume e a casca um
corante usado na tinturaria.

Bibliografia Carvalho (2003) Carvalho (2003); Marques (2007); Carvalho (2003): Marques (2007)

Costa et al. (2011)

Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae)

cedro-vermelho,
cedro-rosado,
cedrinho, cedro-
batata, cedro-branco

Ampla distribuicéo na
América Latina e América
Central. No Brasil, nas regioes
norte, nordeste, centro oeste e
principalmente sudeste e sul.

Ortodoxas; aladas em uma das
extremidades; germinacao epigea,
emergéncia entre 12 e 18 dias; poder
germinativo superior a 80%.

Madeira amplamente empregada na construcdo civil, naval e
aeronautica, capas de lapis, caixas para charutos, fundos de formica,
instrumentos musicais e muitas outras aplicagbes artisticas.
Apreciada no mercado nacional e internacional por ter coloragdo
semelhante a do mogno, sendo mais mole e de textura mais grossa e
de qualidade inferior em comparagdo com a do cedro-rosa (Cedrela
odorata). Entre as madeiras leves é a que possibilita 0 uso mais
diversificado possivel, superada apenas pelo pinheiro-do-parana
(Araucaria angustifolia).

Bibliografia

Pinheiro; Maragon e Paiva
(1990); Carvalho (2003)

Corvello et al. (1999); Carvalho
(2003); Lorenzi (2009); Lobdo (2011)

Carvalho (2003); Amaral (2006)

Cedrela odorata L. (Meliaceae)

Nome popular: cedro
rosa,
cedro-cheiroso,

Entre as espécies de Cedrela é
a que tem maior area de
ocorréncia, com ampla
distribuicdo natural, ocorrendo

Ortodoxas; aladas em uma das
extremidades; germinacdo epigea;
emergéncia entre 1 e 63 dias; poder
germinativo superior a 80%.

A madeira é uma das melhores do pais. A espécie esta listada no
Anexo Il e para exportacdo de madeira serrada e laminados é
necessaria a emissdo de Licenca Exportacdo da CITES, pois €
considerada em extincdo. Madeira moderadamente pesada, muito
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cedro-do-brejo do Meéxico a Argentina.
Ocorre em todo o Brasil, em
todas as formacdes florestais,
exceto no Cerrado.

resistente ao ataque de insetos e tida como sucedanea ao mogno.
Recomendada para recuperacdo de areas degradadas por apresentar
rapido crescimento e facilidade no plantio.

. Cintron (1990); Carvalho (2003);
Carvalho (2?20033{3)'3 assos et al. Passos et al. (2008); Roweder; Silva
e Nascimento (2011)

Bibliografia

Carvalho (2003); Batista et al. (2011)

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos (Bignoniaceae)

Guiana Francesa, Guiana,
Suriname, Venezuela,
Colémbia, Equador, Peru e
Bolivia. No Brasil, estende-se

Ortodoxas; aladas; germinacéo
epigea; emergéncia entre 3 a 10 dias;
germinacéo até 100%.

ipé, ipé-roxo-de-
bola, ipé-roseo, pau-

Madeira dura, utilizada na construgdo civil, carpintaria e fabricagéo
de carvéo.

d’arco da Amazé6nia e nordeste até
Sé&o Paulo.
Mello e Eira (1995); Carvalho A . )
Bibliografia Dousseau et al. (2008) (2003); Martins; Lago e Cicero Carvalho (2003); Oliveira; Scheider e Favero (2006); Schulze et al.

(2011)

(2008)

Peltophorum dubium (Spreng.) Taubert (Fabaceae)

angico, angico- Nordeste da Argentina, leste Ortodoxas com dorméncia

A madeira foi desprezada comercialmente, porém atualmente tem
alto valor econémico. E viavel para producdo de papel e apresenta

bravo, cambui, do Paraguai e norte do tegumentar; germinacgdo epigea; . - L s .
. . . . . . crescimento rapido, com produtividade volumétrica méxima
canafistula, tamboril-  Uruguai. No Brasil, nordeste, emergéncia entre 6 e 120 dias; reqistrada de 19 60 m® ha ano™. A casca contém tanino utilizado em
branco centro-oeste e sudeste. germinacao superior a 80%. cu%tumes ' '
Guerra et al. (1982a); Carvalho
Bibliografia Carvalho (2003) (2003); Piroli et al. (2005); Oliveira; Guerra et al. (1982a); Carvalho, 2003

Davide e Carvalho (2008)

Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby (Fabaceae)

Ortodoxas; germinacédo epigea;

Restrito a Bacia Amazonica, . SO
emergéncia ocorre de 6 a 45 dias; apos

fava-canafistula,

Madeira leve, clara, homogénea e sem nds. Terceira espécie
florestal mais plantada no Brasil. O plantio teve incremento na
década de 1990 e concentrou-se na regido norte. O ciclo de corte de

paricd, parica- no Brasil, Bolivia e A o ) - o .
grande, guapuruvu-  Venezuela, quebra de dormen_ma germinacdo pode 5 anos & pratlcad_o para laminas para compensat_jos. A madeira
da-amazénia atingir 100%. tamberr_] tem aptiddo para produgdo de energia e de polpa
celulosica.
Bibliografia Souza et al. (2003) Amata-Inteligéncia da Floresta Viva Carvalho (2003); Amata-Inteligéncia Da Floresta Viva (2009);

(2009); Cruz e Carvalho (2006)

Santa’ Anna (2010)
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3.2 Testes preliminares de germinacao de sementes

As amostras foram formadas segundo a procedéncia, ano, aspecto visual quanto aos
atributos fisicos. Apos a formacao das amostras, ampla revisdo bibliografica sobre o processo
de germinacdo das sementes para cada espécie foi feita e com base nos tratamentos pré-
germinativos, substrato, temperatura, luz, umidade, os pré-testes de germinacdo foram
executados. Os pré-testes foram conduzidos para atender aspectos tecnoldgicos previstos nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009) e, portanto, a germinacao foi determinada em
fungdo dos percentuais de plantulas normais, anormais danificadas, infeccionada e
deformadas, além de sementes mortas, duras e dormentes.

Em funcdo de a germinacdo das sementes ocorrer em ampla faixa de temperatura, a
maioria dos testes foi conduzido em BOD sob temperatura constante de 25° C, uma Unica
excecdo foram as sementes de S. parahyba var. amazonicum testadas a 25 e 30 ° C, por ser
uma especie com distribuicdo no estado do Amazonas em locais com temperaturas acima de
30 °C (Tabela 2).

QUADRO 2 - Temperaturas e tratamentos pré-germinativos (TT: tratamento térmico imido; ES:
escarificacdo; PC: picote; EB: embebicéo) aplicado no teste de germinacao de sementes de cada uma

das espécies.

Tratamentos pré-

Espécie Sementes T(C) germinativos
25 30 TT ES PC EB

Anadenanthera macrocarpa N&o dormentes °

Cedrela fissilis Né&o dormentes °

Cedrela odorata Né&o dormentes °

Handroanthus impetiginosus Né&o dormentes °

Peltophorum dubium Dormentes ) °

S. parahyba var. amazonicum Dormentes ° ° ° ° °

TT: Sementes imersas em agua a 98° C; ES: manual, com lixa para ferro, na extremidade oposta ao hilo, sem
atingir os cotilédones; PC: semente picotada com cortador de unha na mesma regido da escarificacdo; EB:
sementes embebidas por 24h em agua destilada a temperatura ambiente.

As sementes foram distribuidas de forma equidistante sobre duas folhas de papel tipo
“Germitest”, cobertas por outras duas folhas, confeccionando-se rolos. O papel utilizado foi
lavado com cinco gotas da solucdo comercial de hipoclorito de sodio (2 a 2,5% de NaClO)
para cada 2 L de agua destilada, deixado em repouso por dez minutos. Antes de iniciar o teste
de germinacdo, as sementes das espécies dormentes, Peltophorum dubium e Schizolobium

parahyba var. amazonicum passaram por pré-tratamento para quebra de dorméncia. O
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desponte manual com cortador de unhas nas sementes de Peltophorum dubium e a
escarificacdo manual com lixa de ferro em Schizolobium parahyba var. amazonicum foram

feitas na regido oposta ao hilo (Figura 1a,b).

(op

a

- -

: : W 5 ¢ |
FIGURA 1 - Detalhes da escarificagdo das espécies dormentes; (a) Peltophorum dubium e (b)

Schizolobium parahyba var. amazonicum.

Independente da presenca ou ndo de dorméncia, as sementes foram submetidas a
métodos de assepsia com detergente e/ou hipoclorito de sédio (Quadro 3). Na assepsia usando
detergente neutro, foram dissolvidas cinco gotas para cada 100 mL de agua destilada e, na
assepsia com hipoclorito de sodio, foram utilizadas concentra¢es de 0,025 ou 0,05% de
NaClO. As sementes foram imersas nas solugdes (detergente ou hipoclorito), agitadas
cuidadosamente e deixadas em repouso de cinco a dez minutos. Em seguida lavadas em agua

corrente e, no ultimo enxague, imersas por trés minutos em agua destilada.
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QUADRO 3 - Assepsia das sementes antes do teste de germinagéo para as sementes ndo dormentes e
antes e depois do método para superacao de dorméncia para sementes dormentes.

Depois da superacao

Antes da superacdo de de

dorméncia (tempo)

Espécie Det. dorméncia (tempo)

0,025%  0,025% 0,05% 0,025% 0,05%
NaClO NaCIO NaCIO NaClO NaClO

Anadenanthera macrocarpa °

Cedrela fissilis °

Cedrela odorata °

Handroanthus impetiginosus ° 2°/3

Peltophorum dubium ° 2 2’

S. parahyba var. amazonicum 2’ 2’ 2 2

Det.: Solucdo feita com cinco gotas de detergente neutro para cada 100mL de &4gua. As sementes sdo imersas,
agitadas e deixadas em repouso por dez minutos. Em seguida, sdo lavadas em agua corrente até retirar a solucéo.

3.3 Validacao de métodos para teste de germinacéo

Dos pré-testes de germinacao, os melhores métodos foram selecionados ndo somente
em fungdo dos maiores percentuais de plantulas normais, mas, também, pela facilidade e pela
praticidade na conducdo e na execucdo (Quadro 4). As amostras dos pré-testes foram
separadas em qualidade distintas e, nesse momento, definidas como lotes, com no minimo trés
qualidades distintas (alta, intermediaria e baixa). As sementes foram enviadas para, no
minimo, seis laboratérios credenciados ao MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento) para que executassem a analise de germinacdo repetindo o método do
protocolo (modelo em anexo). Cada laboratorio recebeu 200 sementes de cada lote (oito
repetices de 25 sementes), junto com seus protocolos especificos, fichas de analise e croquis.
Apenas dois laboratérios receberam 400 sementes (16 repeticdes de 25 sementes) e

representam a melhor estimativa dos lotes.
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QUADRO 4 - Métodos selecionados para serem validados para teste de germinagao de sementes de

seis espécies florestais.

Anadenanthera macrocarpa (angico-monjolo RNC: 23423)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel
(substrato mais seco)

Colli et al. (2005); Silva et al.

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

(20044); Carvalho (2003); Nobre

Métodos pré-germinativos

Solugéo de detergente’

(1994); Souza e Lima (1985);

Contagens

12 4 dias

Barbosa (1980)

Final 10 dias

Cedrela fissilis (cedro-vermelho RNC: 2

3708)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel

Martins e Lago (2008);

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

Wielewicki et al. (2006);

Métodos pré-germinativos

0,025% de NaClO

Meneghello e Mattei (2004);

Contagens

12 14 dias

Santos Junior; Botelho e Davide

Final 21 dias

(2004); Corvello et al. (1999);
Barbedo et al. (1997); Bilia et al.
(1995);

Cedrela odorata (cedro-cheiroso RNC: 23709)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

Métodos pré-germinativos

0,025% de NaClO

Passos et al. (2008); Andrade et

Contagens

al.(1994)

12 14 dias
22 e final 21d_e 28
ias

Handroanthus impetiginosus (ipé-roxo-de-bola RNC: 23326)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel

Martins et al. (2009); Germaque

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

et al.,(2005); Oliveira et al.

Métodos pré-germinativos

0,025% de NaClO

(2005a); Silva et al. (2004b);

Contagens

12 14 dias

Germaque; Davide e Faria (2002);

Final 21 dias

Nobre (1994)

Pel

tophorum dubium (canafistula-branca RN

C: 23304)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

Nakagawa et al. (2010); Oliveira

Métodos pré-germinativos

Desponte na regido oposta a micrépila
+ soluco de detergente*

12 7 dias

Contagens

Final 14 dias

et al. (2005a); Meneghello e
Mattei (2004); Donadio e
Dematté (2000);

Schizol

obium parahyba var. amazonicum (parica

RNC: 25496)

Substrato/ Modo

Papel de filtro/ Rolo de papel

Temperatura/ Luz

25 °C/ continua

Métodos pré-germinativos

0,025% de NaClO + escarificacdo na
regido oposta a micropila + 0,025% de
NaClO + embebicéo por 24 h +
solucdo de detergente

12 7 dias

Contagens

Ramos; Varela e Melo (2006);
Souza et al. (2003); Lameira et al.
(2000); Ledo e Carvalho (1995);
Carvalho (1994)

Final 10 dias

! Solucéo de detergente: proporcdo de cinco gotas de detergente neutro para 100 mL de agua destilada, com
permanéncia das sementes ou dos didsporos por 5 a 10 minutos na solucéo, seguida de lavagem em &gua corrente
e permanéncia em agua destilada por 3 minutos.

O protocolo geral foi elaborado para orientar os procedimentos quanto ao recebimento

e a necessidade de protocolar as amostras e, quanto ao armazenamento das sementes (camara
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seca ou ambiente com umidade relativa inferior a 70% e temperatura abaixo de 20 °C). Antes
da execucdo do teste, as sementes ndo passaram por qualquer processo de selecdo ou analise
de pureza. O material e as bancadas foram limpos com alcool; a lavagem do papel substrato
foi feita com cinco gotas de hipoclorito de sodio (2 a 2,5% de NaClO) para 2 L de agua
destilada e os equipamentos foram regulados de acordo com o protocolo especifico da
espécie.

Para o teste de germinacdo, as sementes foram dispostas de forma equidistante no
substrato e a andlise executada pelo mesmo analista, realizada em até sete dias apds o
recebimento das sementes. Os rolos de papel foram agrupados em quatro e embalados em
saco plastico seguindo sorteio (anexo A). Apos a concluséo do teste de germinacéo, as fichas
de analise originais retornaram ao Laboratorio de Sementes Florestais da UFU (Universidade

Federal de Uberlandia) para o procedimento da analise estatistica.
3.4 Andlise estatistica

Para os experimentos dos pré-testes, ndo foram aplicadas analises estatisticas, uma vez
gue os métodos testados foram aos mais indicados para a analise de germinacdo da espécie e
por vezes ndo foram comparados com outros métodos. Com o retorno das fichas de analise
com resultados do percentual de germinacdo (porcentagem de plantulas normais) por lote e
laboratério aplicou-se a andlise estatistica para cada uma das seis espécies. As repeticdes de
oito e dezesseis (valor verdadeiro) foram reduzidas para quatro repeticdes. Essas analises
também foram aplicadas para os resultados de plantulas anormais, porém nao foram retirados
os outiliers.

Para iniciar a analise estatistica, o procedimento inicial foi verificar existéncia de
outliers por lote pelo Box-plot, sendo esses 0s percentuais de germinacdo na escala original,
segundo Manual de Validacdo da Associacdo Internacional para Analise de Sementes (ISTA,
2007). Apos avaliacdo e retirada dos outliers, fez-se novamente a representacdo grafica para
verificar a possivel presenga de um novo valor discrepante. Caso a retirada dos outliers
implicasse novos, na posterior analise foram retirados apenas 0s extremos.

A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram testadas pelos

testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, ambos a 0,01 de significancia. Os dados

foram transformados por arcoseno+/x/100 quando pelo menos uma das pressuposices ndo

foi atendida, onde x é o percentual de germinacao.
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A anélise de variancia para o percentual de germinacdo para cada espécie seguiu 0
modelo de um delineamento inteiramente casualizado com dois fatores e interacdo (Equacao
1) definido por:

Yijk = 4+ ai + Bj+7ij +é&ijk i=123..,a; j=123..,b; k=123, (1)

onde y;; € porcentual de germinacéo obtido do i-ésimo lote, j-€simo laboratdrio na k-ésima
repeticdo; « € o percentual médio de germinacao; «; € o efeito do i-ésimo lote; f, € o efeito
do j-ésimo laboratdrio; y; € o efeito da interagdo do j-ésimo laboratério no i-ésimo lote; &, €

0 residuo independente e normalmente distribuido; a é nimero de lotes, b € o nimero de

laboratorios e n;; € 0 numero de repeticdes do i-ésimo lote e j-ésimo laboratdrio.

Além da anélise de variancia, foi calculado o coeficiente de variacdo (equacéo 2). Aos
valores numéricos foram atribuidos adjetivos segundo Pimentel-Gomes (1985) e, portanto,
foram considerados baixos valores de coeficientes de variacdo inferiores a 10%, médios

guando entre 10 a 20%, altos quando entre 20 e 30% e muito altos quando superior a 30%.

cv =YOMR 450 )

y.
onde QMR é o quadrado médio do residuo da analise de varidnciae y & a média geral do
experimento.

As meédias entre lotes e entre laboratérios foram calculadas pelo teste Tukey:

QME
n

A=q

onde g: amplitude total studentizada, valor obtido em uma tabela de dupla entrada com o grau
de liberdade do residuo e o numero de tratamentos; QME: quadrado médio do residuo e n
namero de observagBes por tratamento (repeticdes). Foram consideradas significativas ao
nivel de significancia pré determinado (o) aquelas diferencas entre médias cujo valor absoluto

fosse maior que o A calculado.
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3.5 Repetitividade e reprodutibilidade

A variancia de repetitividade (s?) foi calculada por lote e mede a variabilidade dos

resultados de germinacdo entre as repeticbes de um mesmo laboratério para um mesmo lote.

A variancia de repetitividade foi obtida por:

b 2 b ng _ 2
Y (n, -1)s 22 (Yik-Yj)
§2 — j=1 em . <2 _ J=lk=
f =——,emque: s° =
nk -1

b
2(n -1
=1

onde: ni: nimero de repeticbes do j-ésimo laboratorio no i-ésimo lote; b: nimero de
laboratorios com pelo menos um resultado no i-ésimo lote; yjc e yj s&o, respectivamente,
percentuais de plantulas normais obtidas do j-ésimo laboratorio no i-ésimo lote na k-ésima
repeticdo e o percentual médio de plantulas normais do j-ésimo laboratério no i-ésimo lote,

respectivamente.

A variancia de reprodutibilidade s? de um determinado lote representa a variabilidade
total, entre laboratorios e entre repeti¢des, e corresponde a variancia de R&R pelo método da
analise de variancia com mais de um fator. A exatiddo, ou reprodutibilidade, do método (s?)

foi obtida pela expressao:

53 =52 +5?

b b
2 2 _an(yj. _7)2 b an
do: 2 _S4d—S¢ 2 _j=l - 1 =t
sendo: s = = y Sq = b1 e ny _—(b—l) Z Ny b
k 1= _zlnk
J:

onde: s} é a diferenca entre a variancia de laboratérios no i-ésimo lote e a variancia
ponderada por ny; Y : a média geral do percentual de plantulas normais/anormais do j-ésimo

laboratério no i-ésimo lote; s> é o quadrado médio de laboratérios; é referida como variancia

entre laboratdrios (ISO 5725).

As repetitividade e reprodutibilidade também foram analisadas nos dados de plantulas
anormais.

A verificagdo da precisdo e a acuracia das medi¢cdes foram feitas, respectivamente,

com base nas estatisticas kK e h de Mandel a 0,01 e 0,05 de probabilidade. O valor k, dado
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pela razéo entre o desvio padrdo dos valores obtidos pelo laboratério e o desvio padrdo de
repetitividade do lote, identifica laboratérios que ndo foram repetitivos e foi obtido pela

equacao:

onde S;: estimativa para o desvio padrdo de repetitividade para o i-ésimo lote e S;. desvio
padrdo do j-ésimo laboratdrio no i-ésimo lote.

Segundo Luping e Schouenborg (2000) e Kataoka (2009), o valor critico para inferir sobre a
estatistica k é dado por:

:\/ an(a'nlan)
‘ F(a,nl,nz) + (nl _1) ,

) € o quantil 100 (1—a)% da distribuicdo F com graus de liberdade, sendo

onde F(

n, =n, —1 graus de liberdade para o numerador e n, = (b—l)(nk —1) graus de liberdade para
o denominador, onde ny: nimero de repeti¢des; n; nimero de laboratérios. Se o valor da
estatistica de k estiver acima do valor critico, rejeita-se a hipétese de que o laboratério tenha
medidas consistentes em relacédo a repetitividade (ISSO 5725-2:1994).

A estatistica h, que indica laboratérios que superestimaram ou subestimaram valores

em relacdo aos demais laboratorios, foi obtida pela expresséo:

em que yj: média ponderada das médias do j-ésimo laboratorio no i-ésimo lote e yj: média do

j-ésimo laborat6rio no i-ésimo lote.

E, assim como na estatisticak , foi estabelecido o limite critico, no casoh,, pela
equacéo:
(b=1)t(sn)

Jblm+b-2)

onde t,,,, é o quantil 100(1— )% da distribuicio t de “Student” com graus de liberdade

he =

n=Db—2graus de liberdade e valor de significancia a. Se o valor da estatistica de h estiver
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abaixo ou acima dos valores criticos, rejeita-se a hipdtese de que o laboratério tem medidas

consistentes em relacdo a reprodutibilidade (ISSO 5725-2:1994).

A anélise dos dados da estatistica k e h de Mandel forneceu valores por laboratério.
Isso permitiu verificar a uniformidade dos resultados e detectar eventuais discrepancias
(ISTA, 2007). As analises de repetitividade e de reprodutibilidade e as estatisticas k e h de
Mandel foram realizadas com o auxilio do Charbon 1SO5725 2000 no Microsoft Office

Access que fornece os valores de repetitividade e de reprodutibilidade em desvios padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise de germinacéo do processo de validacao

Na analise preliminar para deteccdo de valores discrepantes de plantulas normais, 0s
gréficos de Box-plot por lote revelaram duas situacOes distintas. A primeira foi a inexisténcia
de valores discrepantes germinacdo para Anadenanthera macrocarpa, Cedrela fissilis e
Handroanthus impetiginosus (Figuras 2a,b,c). A segunda situacdo foi a necessidade da
retirada de outliers, devido a discrepancia nos valores de germinacdo ocorrida para Cedrela
odorata, Peltophorum dubium e Schizolobium parahyba var. amazonicum (Figura 3a,b,c).
Desenhos esquematicos como o Box-plot mostram-se simples e extremamente Uteis para
identificacdo de valores “aberrantes” em rotinas laboratoriais, especialmente em programas de

qualidade para laboratérios de analises (GONCALVES; CASTRO, 1998).
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Anadenanthera macrocarpa Cedrela fissilis

100,01 100,01
a b
80,0 80,0 T
2 2
g g
2 60,01 2 60,01
[} [}
K s
£ E
& &
o o
40,0 40,01
20,0 20,01
T T T T T T
] 3 3 1 2 3
LOTE LOTE

Handroanthus impetiginosus

100,07

80,07

60,0

Plantulas normais (%)

40,07

20,0

Fonte: a autora

FIGURA 2 - Box-plot por lote para anélise de germinagéo de sementes de Anadenanthera macrocarpa
(a), Handroanthus impetiginosus (b) e Cedrela fissilis (c) sem registro de outliers.
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Cedrela odorata

Antes da retirada Depois da 12 retirada
100,0 100
% i %
80,0 __ 807
§ 60,0 § 60
; 40,07 ® 40
20,07 207
1 2 3 1 2 3
LOTE LOTE
Peltophorum dubium
Antes da retirada Depois da 12 retirada
100,07 100,07
b
80,07 80,0
.é 24 é
E 60,0 g 60,0
. 40,01 % ; 40,0 %
20,07 20,0
1 2 3 1 2 3
LOTE LOTE
Schizolobium parahyba var. amazonicum
Antes da retirada Depois da 12 retirada
100,07 %l C 100,0 ;El
__ 80,0 __ 80,07
E 60,0 § 60,0
: 40,07 : 40,07
20,0 20,0
1 2 3 1 2 3
LOTE LOTE

FIGURA 3 - Box-plot por lote para analise de germinacdo de sementes de Cedrela odorata (a),

Peltophorum dubium (b) e Schizolobium parahyba var. amazonicum (c) indicando a presencga de um
ou mais outliers.
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Para as seis espécies florestais ndo foram detectados problemas de residuos nédo
normais nem variancias heterogéneas a 0,01 (Tabela 1), ndo havendo necessidade de
transformacdo angular para correcdo da falta de homogeneidade das variancias ou

normalidade dos residuos.

TABELA 1 — Estatisticas e probabilidades associadas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene para 0s
percentuais de plantulas normais na escala original para as seis espécies florestais do processo de

validacdo de métodos para teste de germinacao.

Shapiro-Wilk Levene
Originais Originais
Anadenanthera macrocarpa 0,993 (0,912) 1,298 (0,201)
Cedrela fissilis 0,980 (0,204) 1,340 (0,189)
Cedrela odorata 0,989 (0,563) 1,846 (0,020)
Handroanthus impetiginosus 0,986 (0,592) 1,534 (0,118)
Peltophorum dubium 0,977 (0,095) 1,039 (0,433)
S. parahyba var. amazonicum 0,986 (0,543) 1,788 (0,043)

Valores dentro dos parénteses correspondem a probabilidade dos testes de Shapiro-Wilk e Levene.

A diferenca esperada na qualidade entre os lotes das espécies foi confirmada por meio
da analise de variancia a 0,01 (Tabela 2) e teste de Tukey (Tabela 3) e os coeficientes de
variacdo considerados médios variaram de 7,6 a 14,2%. Os laboratorios tiveram padronizacdo
na aplicacdo do método e analise do teste de germinacdo, pois os resultados para um lote
foram iguais em todos os laboratorios. Para o processo de validacdo, o primeiro requisito €

gue a analise de variancia tenha essa tendéncia.

TABELA 2 - Andlise de variancia para percentual de plantulas normais do modelo fatorial de lote

versus laboratorio do processo de validagdo

A.macrocarpa C. fissilis C. odorata
Causas da variacéo’ gl QM P gl QM P o] QM P
Lote 2 16378,01 0,000 2 184304 0,000 2 15212,6 0,000
Laboratério 7 135,74 0,010 6 182,42 0,012 8 73,12 0,050
Lote*Laboratorio 14 78,96 0,079 12 98,19 0,109 16 39,14 0,371
CV 13,3% 12,8% 8,7%
H. impetiginosus P. dubium S. parahyl?a var.
amazonicum
Causas da variacéo® gl QM P gl QM P gl QM P
Lote 2 7170,8 0,000 2 145157 0,000 2 66410 0,000
Laboratdrio 5 97,75 0,101 7 84,20 0,018 6 44,39 0,310
Lote*Laboratorio 10 41,83 0,597 14 73,5 0,012 12 77,34 0,029
CV 14,2% 10,5% 7,6%

'g1: grau de liberdade; QM: quadrado médio; P: probabilidade; “dados transformados por arcoseno v/x/100

-40-



TABELA 3 - Teste de Tukey para médias de percentagem de plantulas normais em cada lote e nos
laboratérios para as seis espécies da validacao

Lotes Anadenanthera  Cedrela  Cedrela  Handroanthus  Peltophorum  Schizolobium
macrocarpa fissilis odorata impetiginosus dubium parahyba var.
amazonicum
Alta 76,2 a 879 a 901 a 69,2 a 75,1 a 97,7 A
Intermediéria 46,7 b 575 b 669 b 447 b 54,1 b 76,8 B
Baixa 31,7 c 369 ¢ 491 ¢ 35,8 c 31,6 c 65,7 C
Laboratério
1 53,2 A 600 A 692 A 44,3 A 55,7 A 83,6 A
2 48,5 A 567 A 657 A 50,3 A 54,7 A 79,7 A
3 49,8 A 643 A 67,7 A 52,4 A 51,7 A 76,2 A
4 56,2 A 547 A 655 A 51,4 A 52,5 A 78,3 A
5 48,0 A 620 A 698 A 50,8 A 54,8 A 80,2 A
6 50,4 A 652 A 673 A 50,0 A 58,0 A 80,3 A
7 56,7 A 625 A 730 A 53,3 A 80,5 A
8 712 A 49,4 A
9 69,3 A

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao distinguem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 0,01%

4.2 Repetitividade e reprodutibilidade do processo de validacéo

De forma geral, os lotes com menor qualidade (baixa e intermediaria) foram os mais
problematicos na analise de repetitividade e reprodutibilidade para plantulas normais.

Nos resultados, houve padronizacdo em que o lote que apresentou maior repetitividade
também teve reprodutibilidade maior que os demais na mesma espécie. A excecdo foi Cedrela
fissilis, na qual as maiores variabilidades ocorreram na repetitividade do lote intermediario e
reprodutibilidade do lote de baixa qualidade (Tabela 8). O fato é que ndo necessariamente um
lote que tenha alta variabilidade na repetitividade do teste tera também para reprodutibilidade,
pois esta ultima é influenciada pela variancia de laboratérios. E o que pode ser observado é
que a contribuicdo da variabilidade entre laboratorios foi menor que entre repeticbes no
mesmo laboratdrio, na maioria dos casos.

Nas seis espécies, os coeficientes de variacdo de repetitividade dos dados de plantulas
normais foram maiores para os lotes de menor qualidade, variando de 12,3 a 22,8%, sendo
considerados regulares. Nos lotes de alta qualidade estes coeficientes de variacdo sdo
classificados como 6timos (menores que 5%) e bons (entre 5 e 10%) (BRANDAO, 2012).

A maior variabilidade genética intrinseca a sementes florestais explica a variancia
entre as repeticdes em testes de germinacdo em lotes de sementes de alta qualidade. Todavia,
variancias elevadas em testes com lotes de sementes de baixa qualidade também podem ser

resultado de menor eficiéncia na execucdo do teste, pois segundo Jorgensen e Fredericia
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(1992) a variacdo entre testes conduzidos no mesmo laboratério ndo poderia ser explicada
exclusivamente pela variagdo ao acaso da amostragem, visto que ocorria variagao adicional.

No caso de Peltophorum dubium e Schizolobium parahyba var. amazonicum, que tém
dorméncia em sementes, essa variacdo se da provavelmente pelo fato de a espessura do
tegumento variar de acordo com o lote analisado. De maneira geral, sementes com
tegumentos mais finos estdo mais susceptiveis a escarificacdo excessiva e, segundo Mcdonald
e Copeland (1997), pode causar danos a semente e diminuir a germinacdo. Contudo, as
maiores variacGes aconteceram em espécies com sementes ndo dormentes, nas quais elevadas
variancias de reprodutibilidade ocorrem para todos os lotes.

Em geral, séo esperadas maiores variagdes em testes de germinacdo em funcédo das
variacdes experimentais ndo controladas. Entretanto, problemas no laboratorio podem ser a
causa de variancias elevadas como deficiéncia de equipamentos, variacdes dentro do
germinador, inconsisténcia na distincdo entre plantulas normais e anormais, presenca de

fungos e bactérias e a contagens ou registros imprecisos (BRANDAO, 2012).

TABELA 4 Repetitividade e reprodutibilidade para os dados de plantulas normais no processo de

validagao.
Espécie Lote 2 CV, 2 CVgr
Sy SR

1 27,9 6,9 61,4 10,2
Anadenanthera macrocarpa 2 60,3 16,6 69,1 17,7
3 52,8 22,8 48,7 21,9

1 21,4 52 38,6 7,1
Cedrela fissilis 2 95,5 17,0 95,0 16,9
3 64,8 21,8 97,4 26,7

1 194 4.8 21,3 51

Cedrela odorata 2 35,5 8,9 42,8 9,7
3 41,7 13,0 44,5 13,4
1 58,0 11,0 54,8 10,7
Handroanthus impetiginosus 2 43,6 14,7 51,9 16,1
3 48,6 19,4 51,2 20,0

1 24,2 6,5 40,8 8,5
Peltophorum dubium 2 37,5 11,3 50,9 13,1
3 34,5 18,5 37,8 194

1 3,3 18 2,5 1,6

Schizolobium parahyba var. amazonicum 2 35,5 7,7 57,0 9,8
3 65,8 12,3 70,0 12,7

Srz: variancia de repetitividade; S,%: variancia de reprodutibilidade; CV,: coeficiente de variacdo de
repetitividade e CVj : coeficiente de variacdo de reprodutibilidade.
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4.3 Estatistica h e k de Mandel

A analise das estatisticas k e h de Mandel (Tabela 5 e 6) indicou que laboratérios que
ndo possuem repetitividade ndo necessariamente deixam de ser reprodutivos. Em geral,
mesmo que um laboratério tenha elevada variancia entre as repetigdes, o resultado da analise
deste laboratorio se mantém equiparado com os dos demais e, quando a analise de um
laboratdrio destoa da dos demais, geralmente a variagdo entre as repeticGes foi aceitavel.
Como exemplo, o lote de maior qualidade de Cedrela odorata teve menor variabilidade nas
repeticGes, mas apareceu com valor acima do critico na estatistica k.

Os laboratorios que tiveram valores destoantes entre repeticdes, pela significancia 0,05
foram 6, 7, 8, 9 e 16 e, 0s que diferenciaram dos demais sdo 1, 2, 5, 7, 9 e 11. No entanto, 0
unico laboratério que se repete nos dois é o 7; ele teve valores acima do critico para estatistica
k na espécie Cedrela fissilis e em h para Cedrela odorata.

TABELA 5 - Estatistica k de Mandel para a caracteristica plantulas normais de testes de germinacéo

de sementes de seis espécies florestais brasileiras.

) Laborat6rio Sig
Espécies Pn (%)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 0,01|0,05‘
76.22 0.79 111 0.26 | 0.65 1.34 | 0.75 | 1.29 1.28
Anadenanthera 46.75 0.70 1.38 0.61 | 0.76 1.29 | 1.19 | 0.64 1.08 1.81 1.56
Macrocarpa
31.75 1.09 0.53 0.65 | 0.65 117 | 0.94 | 1.13 1.46
87.89 | 052 | 047 1.12 112 | 1.20 1.35 0.86
C?dre.la 57.50 | 093|039 0.68 1.34 | 1.58 1.08 0.27 1.79 1.55
Fissilis
36.89 | 075 | 1.09 0.82 0.74 | 1.03 1.38 1.03
90.11 | 1.07 | 0.30 | 0.48 | 1.29 1.32 | 0.54 1.65 0.90 | 0.54
Cedrela
66.97 | 050 | 1.14 | 0.43 | 0.78 1.46 | 1.42 0.80 1.07 | 0.84 1.82 1.57
Odorata
4966 | 141|131 101|039 0.43 | 1.36 0.26 1.01 | 1.01
69.17 | 1.08 0.75 0.91 | 0.56 0.61 1.66
Handr_oa}nthus 4473 | 0.25 1.02 051 | 1.21 0.58 1.68 1.77 154
Impetiginosus
35.78 | 0.50 1.14 0.90 | 1.70 0.66 0.58
75.06 | 0.74 | 1.36 1.23 0.84 | 1.05 | 0.97 | 0.74 0.90
Pelt(_)phorum 54,13 | 1.37 | 0.76 0.38 0.63 | 0.48 | 1.26 | 1.08 1.42 1.81 1.56
Dubium
31.63 | 039 | 1.07 1.71 0.84 | 1.25 | 0.47 | 0.84 0.77
. . 0 23| 1.05 | 099 | 0.76 0 0.76
Schizolobium 97.72 | 104 1 1.05 7 1.07 7
parahyba var. 76.86 | 0.69 1.00 | 0.92 | 087 | 151 0.96 0.84 179 155
amazonicum 65.68 | 0.57 0.81 | 1.32 | 1.43 | 0.93 0.66 0.97

Valores marcados com coloragdo referem-se aqueles que tiveram média de plantulas normais nas repetices
dentro dos laboratérios maiores do que o esperado pela significancia 0,01 ou 0,05;
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Os valores de k e h criticos ndo foram ultrapassados na maioria dos casos,
evidenciando a consisténcia dos resultados de cada lote por laboratério, isso também foi
observado por Kataoka et al. (2011) na validacdo de método de germinacdo de nabo
forrageiro. A tendéncia dos laboratérios foi subestimar os valores de plantulas normais, como
nos lotes de baixa qualidade de Cedrela odorata e Handroanthus impetiginosus, o de melhor
de Schizolobium parahyba var. amazonicum e dois lotes de baixa de Peltophorum dubium.

TABELA 6 - Estatistica h de Mandel para a caracteristica plantulas normais de testes de germinagdo
de sementes de seis espécies florestais brasileiras

Laboratério Sig
Espécies Pn (%)
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 0,01 0,05

76.22 -0.41 -0.08 -1.74 | 0.25 157 | 0.41 | 0.74 -0.74
Anadenanthera 46.75 0.67 056 -1.18 | -1.38 0.77 | 1.28 | 0.77 0.36 206 1.75
macrocarpa

31.75 0.44 -0.98 0.04 | 0.12 0.83 | -1.73 | 1.46 -0.19

87.89 |-084|-1.34 1.37 0.52 | -0.70 0.09 0.91
C.ed'.’e.la 57.50 |-0.72|-0.83 031 145 | -1.35 0.31 0.83 198 1.71
Fissilis

36.89 | 1.50 | 0.23 -0.08 0.55 | -1.45 0.34 -1.08

90.11 |-033|-115| 027 |-0.88 146 | 091 0.36 0.77 | -1.43
Cedrela 66.97 | 013 | -0.62 | 0.01 | 0.44 0.50 | -0.74 2.00 -0.12 | -1.61 213 1.78
Odorata

49.66 | 053 |-1.19|0.15 | 0.92 0.23 | -1.96 111 0.15 | 053

69.17 |-1.11 -1.37 1.10 | 0.29 0.51 0.58
|-_|andr_oe_1nthus 44.73 | 153 0.75 037 | 1.26 -0.45 -0.39 187 1.66
Impetiginosus

35.78 | -1.68 0.99 0.54 | -0.64 0.10 0.69

75.06 | 0.72 | -0.10 0.09 021 | 072 | -1.81 | 1.23 -1.05
Peltc_)phorum 54,13 | 0.29 | -0.55 0.39 1.86 | 0.18 | 0.08 | -1.60 -0.65 2.06 1.75
Dubium

31.63 | 051 | -1.90 0.41 0.83 |-0.85 | 0.62 | -0.54 0.93
Schizolobium 97.72 | 0.73 -0.48 | -2.02 | 0.40 | -0.04 0.73 0.68
parahyba var. 76.86 | 1.39 -097 | 1.39 | -0.16 | -0.97 025 043 198 1.71
amazonicum 65.68 | -0.35 -1.48 | 0.78 | -0.35 | 0.78 -0.73 1.35

Valores marcados com coloragdo refere-se aqueles que tiveram média de plantulas normais nos lotes entre
laboratdrios maiores do que o esperado pela significancia 0,01 ou 0,05;

4.4 Andlise de plantulas anormais do processo de validacéo

Para plantulas anormais, das seis espécies florestais somente Schizolobium parahyba
var. amazonicum ndo teve problemas de residuos ndo normais e variancias heterogéneas a
0,01 de significancia. Cedrela odorata também ndo teve anormalidade nos residuos, mas
apresentou heterogeneidade das variancias, o que nao foi corrigido pela transformacéo dos
dados (Tabela 7). A transformacdo angular foi eficaz proporcionando normalidade e

homogeneidade de Peltophorum dubium e somente normalidade de Handroanthus
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impetiginosus. Nas demais espécies, apesar de ndo atingirem 0,01 de significAncia nas
pressuposicBes, melhoraram os valores apos a transformagdo e a anélise de variancia foi feita
com os dados transformados.

O atendimento da pressuposicdo de normalidade é um objetivo desejavel, mas nédo
principal, uma vez que os modelos lineares sdo robustos a ndo-normalidade, porém sensiveis a
heterocedasticidade (FARAWAY, 2006).

TABELA 7 - Estatisticas e probabilidades associadas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene para 0s

percentuais de plantulas anormais na escala original e na escala transformada para as seis espécies

florestais do processo de validagdo de métodos para teste de germinag&o.

Shapiro-Wilk (probabilidade)

Levene (probabilidade)

Originais transf. Originais transf.
Anadenanthera macrocarpa 0,847 (0,000) 3,639 (0,000) 2,204 (0,006)
Cedrela fissilis 0,626 (0,000) 6,356 (0,000) 3,719 (0,000)
Cedrela odorata 0,989 (0,510) 2,811 (0,001) 2,655 (0,000)
Handroanthus impetiginosus 0,933 (0,001) 0,965 (0,042) 5,000 (0,000) 2,788 (0,002)
Peltophorum dubium 0,937 (0,000) 0,986 (0,381) 2,599 (0,001) 1,938 (0,018)
S. parahyba var. amazonicum 0,983 (0,329) 1,481 (0,121)

Valores em negrito indicam quando pressuposicdes foram atendidas e dados transformados por
arcoseno v X/100 ¢52m usados na andlise de variancia.

Os coeficientes de variacdo para plantulas anormais que variaram de 22,9 a 64,5%
foram considerados altos e muito altos. E a diferenca entre os trés lotes de qualidades distintas
foi detectada na analise de variancia dos dados de plantulas anormais (Tabela 8). Da mesma
forma, houve diferenca também entre laboratorios, verificado pelo Teste de Tukey (Tabela 9),
demonstrando que ndo houve homogeneidade na repeticdo do método por todos os
laboratdrios e/ou nas consideracdes dos analistas para distinguir anormalidade. Além disso, a
interacdo entre lotes e laboratérios das espécies com dorméncia, Peltophorum dubium e
Schizolobium parahyba var. amazonicum, mostra que houve laboratérios que analisaram um
ou mais lotes de forma diferente dos demais, um comportamento indesejavel para o processo
de validacéo.

Esse comportamento foi diferente do que ocorreu em plantulas normais,
provavelmente porque ela tem todas as suas estruturas essenciais presentes e saudaveis
(ANDRADE et al., 2006) e sendo assim, & mais facil de ser identificada e praticamente ndo
engloba caracteristicas discrepantes das cultivadas, as quais os analistas dos laboratorios que

participaram dos testes estdo acostumados a avaliar.
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Naturalmente, lotes de maior qualidade tém menor anormalidade, no entanto isso nao
foi observado nas espécies Handroanthus impetiginosus e Anadenanthera macrocarpa
(Tabela 9). Em lotes de sementes de Handroanthus impetiginosus, ao contrario das demais, o
lote de alta qualidade teve maior média de plantulas anormais. Na outra espécie, a

percentagem de plantulas anormais no lote de maior qualidade n&o diferiu do lote de baixa.

TABELA 8 - Anélise de variancia para percentual de plantulas anormais do modelo fatorial de lote

versus laboratério do processo de validacao.

Anadenanthera Cedrela fissilis Cedrela odorata
macrocarpa
Causas da variacéo’ Gl QM P gl QM P gl QM P
Lote 2 172,2 0,010 2 523,1 0,000 2 137,5 0,000
Laboratério 7 319,6 0,000 6 120,3 0,015 8 91,7 0,000
Lote*Laboratorio 14 27,4 0,322 12 53,3 0,251 16 12,8 0,036
CV 29,1% 44,7% 49,7%
Handroanthus Peltophorum Schizolobium parahyba var.
impetiginosus Dubium amazonicum
Causas da variacéo® GI QM P gl QM P gl QM P
Lote 2 290,2 0,000 2 979,77 0,000 2 204,91 0,001
Laboratorio 5 249,7 0,000 7 679,57 0,000 6 32,58 0,000
Lote*Laboratorio 10 22,5 0,554 14 93,12 0,000 12 22,14 0,003
CV 32,4% 22,9% 64,5%

gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio; P: probabilidade;

TABELA 9 - Médias de percentagem de plantulas anormais por lotes de qualidades distintas (alta,

intermediéria e baixa) e por laboratdrios para as seis espécies da validagéo.

Lotes Anadenanthera  Cedrela Cedrela Handroanthus  Peltophorum  Schizolobium
macrocarpa fissilis odorata impetiginosus ~ dubium parahyba var.
amazonicum
Alta 14,1 a 94 a 31 a 19,4 a 13,6 a 1,0 A
Intermediaria 18,4 b 175 b 61 b 14,5 b 20,8 b 4,6 B
Baixa 17,5 ab 162 b 67 b 12,7 b 23,1 b 6,7 B
Laboratorio
1 11,2 A 111 A 27 A 11,8 A 5,8 A 1,5 A
2 23,0 C 16,7 A 112 C 13,8 A 13,5 BC 5,8 B
3 20,4 BC 140 A 60 Ab 13,5 A 25,7 DE 6,3 B
4 15,0 Ab 191 A 38 A 24,0 B 25,1 DE 4,2 AB
5 14,9 Ab 108 A 83 BC 17,4 Ab 26,8 E 3,6 AB
6 20,4 BC 124 A 38 A 12,9 A 10,5 AB 3,0 AB
7 20,1 BC 165 A 37 A 23,8 DE 4,6 AB
8 8,3 A 40 A 182 CD
9 41 A
Médias seguidas da mesma letra na coluna nao distinguem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 0,01%

O coeficiente de variacio de repetitividade teve valores muito altos (BRANDAO,
2012), chegando até a 111,7 para o lote de alta qualidade de Schizolobium parahyba var.

amazonicum e 120,8% para o lote intermediario de Cedrela fissilis. Para reprodutibilidade ndo
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foi diferente, pois houve variacdo até 188,3% no lote de baixa qualidade de Peltophorum
dubium.

De forma geral, a variabilidade entre analises de anormalidade dos laboratorios
(reprodutibilidade) foi maior do que as repeticbes dentro do laboratério (repetitividade).
Entretanto, para a maioria das espécies florestais estudadas, a variancia de laboratorios
contribuiu pouco, sendo a variancia entre repeti¢des a principal fonte de variagéo.

Na literatura, ndo existe registro de repetitividade e reprodutibilidade para plantulas
anormais, mas o que ja foi observado na andlise de germinacdo de sementes de Helianthus
annus L. (DUCOURNAU; GARREAU; LECHAPPE, 2008), Pisum sativum L. (FIELDER et
al. 2008), de Vicia faba (DUCOURNAU et al., 2010), Raphanus sativus L. var. oleiferus L.
Sazonova & Stank (KATAOKA et al. 2011) e Zea mays L. (MATTHEWS et al. 2011) a
variabilidade entre analises, em geral, foram superiores a do que entre repeticGes. E, em
analise de solos, também encontraram diferencas entre analises superiores do que entre
repeticGes. Esses resultados indicaram que a variancia entre laboratérios contribuiu
significativamente para o aumento da variabilidade das anélises (BRANDAO, 2012).

TABELA 10 - Repetitividade e reprodutibilidade para os dados de plantulas anormais no processo de

validagdo
Espécie Lote 2 CV, 2 CVy
Sy SR
1 11,3 49,1 20,6 66,4
Anadenanthera macrocarpa 2 15,3 35,1 61,5 70,3
3 53,9 71,2 62,0 76,4
1 4,1 53,8 12,5 94,4
Cedrela fissilis 2 168,6 120,8 164,9 119,4
3 8,8 36,5 12,3 43,1
1 3,6 62,6 7,7 91,2
Cedrela odorata 2 9,8 51,4 25,6 82,8
3 7,1 40,0 11,5 50,6
1 48,3 58,3 4,0 16,8
Handroanthus impetiginosus 2 10,2 42,9 29,9 73,4
3 17,9 73,2 19,9 77,2
1 13,9 21,3 23,0 27,4
Peltophorum dubium 2 12,1 24,6 83,7 64,8
3 37,1 90,3 161,6 188,3
1 2,1 1117 2,0 108,7
Schizolobium parahyba var. amazonicum 2 10,9 71,1 17,2 89,4
3 9,0 44,8 17,6 62,4

SrZ: variancia de repetitividade; S%: variancia de reprodutibilidade; CV,: coeficiente de variacdo de

repetitividade e CVj : coeficiente de variacdo de reprodutibilidade.
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4.5 Anélise de sementes mortas

Os laboratorios mostraram variacdo no resultado da andlise de sementes mortas,
ocorrendo diferenca maior que 20% entre laboratorios na analise de sementes de Cedrela
fissilis e mais de 30% em Peltophorum dubium (Figura 3). O lote com maior varia¢do de
resultados foi 0 que apresentou menor qualidade. Normalmente, o lote de baixa qualidade tem
maior porcentagem de sementes mortas, no entanto, 0 mesmo ndo foi observado para a
espécie Anadenanthera macrocarpa, em que o intermediario teve mortalidade de sementes
maior em todos os laboratorios.

A tendéncia de percentagem de sementes mortas no lote de alta qualidade foi menor e
as variagdes também ndo foram altas. Ainda assim, o resultado para a espécie com dorméncia
Peltophorum dubium mostrou diferenca de 22% de mortalidade entre laboratorios. O
percentual de sementes mortas de buriti aumentou quando Seleguini (2012) usou a
escarificacdo manual como método para superacdo de dorméncia, 0 que pode ter acontecido
com esta espécie. Esse resultado pode estar associado a deterioracdo provocada pelo ataque de
microrganismos, cuja entrada pode ter sido facilitada pela escarificacéo.

Na avaliacdo, as sementes que ndo germinaram foram pressionadas com auxilio de
uma pinca, sendo consideradas duras aquelas que resistiram a pressdo, como consequéncia da
ndo absorcdo de agua e as que desintegraram foram consideradas mortas (ARAUJO et al.,
2000). Entretanto, a variacdao nos resultados dos laboratérios pode ter sido por consideracdes
errdneas do que era morta ou néo.
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Cedrelaodorata

Handroanthus impetiginosus
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FIGURA 4 - Gréficos para analise de sementes mortas das espécies florestais do processo de

validacao.
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CONCLUSAO

Plantulas anormais e sementes mortas tiveram resultados discrepantes entre o0s
laboratérios e dentro deles. Provavelmente esse resultado para anormalidade se deva a
dificuldade do analista em distinguir essa caracteristica € em sementes mortas pela
heterogeneidade dentro do proprio lote devido a variabilidade genética e ambiental. No
entanto, os métodos propostos para teste das sementes das seis espécies foram validados, pois

apresentaram precisdo, exatidao e robustez.
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ANEXOS
ANEXO A - Exemplo de sorteio enviado aos laborat6rios com oito repetigdes.

Distribuicao do lotes (L4, L,, L; e L,) e repeticdes
(Ri;RR3R.RsRe R, Rg) de sementes de Schizolobium
parahyba var. amazonicum
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ANEXO B - Exemplo de sorteio enviado aos laboratorio com dezesseis repeticdes.

Distribuicao do lotes (L;, L,, L5 e L,) e repeticOes
(RI;RZ;RS;R4;R5;RB;R7;R8;R9;R10;Rll;Rlz;R13;R14;R15;R16) de
sementes de Schizolobium parahyba var. amazonicum

I Sacosplasticos

Rolosde papel
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ANEXO C - Quadro com os laboratdérios oficiais do processo de validagéo.

Laboratérios oficiais! SIGLA/ESTADO Responsavel Técnico
LASOLANAGRO/MG Myriam A Guimardes Leal Alvisi
. . . LASO/LANAGRO/RS Rosinha M. Peroni Mesquita
Ig:;‘;ﬁ;f“ Oficial de Andlisede |y o 1 ANAGROPE Sylvia Sabino
LASO/LANAGRO/GO Zilva Lopes
LASO/LANAGRO/PA José Luis Arias Bahia
Laboratérios credenciados SIGLA/ESTADO Responsavel Técnico
FundagioEstadual de Pesquisa | 1 g FEPAGRO/RS Jodio Rodolfo Nunes

Agropecuaria

Empresa Paranaense de
Classificacio de Produtos

LASO/CLASPARPR

Osvaldo Ohlson

Instituto de Defesa Agropecuaria

do Estado de Mato Grosso LASO/INDEA'MT Elusa Pinheiro

Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria — Centro Nacicnal de | EMBRAPA/CNPMS/MG Déa Alécia Martins Netto
Pesquisa de Milho e Sorgo

Universidade Federal de Laboratério de Anilise de . . ]
Lavras UFLA Sementes MG Maria Laene Moreira de Carvalho
Empresa :E?l’::‘LSllEll’E_ de Pesqmsal LASO/EMBRAPA/CPACT. .

Agropecuaria’ Centro de Pesquisa RS Daniel Fernandes Franco

Agropecuaria de Clima Temperado

Coordenadoria de Assisténcia
Técnica Integral — CATI

Laboratério Central de
Sementes e Mudas /SP

Edson Luiz Coutinho

Instituto de Pesquisas e Estudos
Florestais — IPEF

Laboratério de Analise e
Tecnologia de Sementes/SP

Luiz Emesto Barriquello
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