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RESUMO

DEMINICIS, Bruno Borges; Zootecnista, D.Sc..; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Agosto, 2009; Leguminosas forrageiras tropicais:
potencial fisidlogico de sementes e para implantacao por bovinos em
pastagens. Prof. Orientador: Henrique Duarte Vieira. Prof. Conselheiros: Roberto
Ferreira da Silva e Jodo Carlos de Carvalho Almeida.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver tecnologia de baixo custo para
enriquecimento e/ou recuperacao de pastagens com a introducao e dispersao de
leguminosas pelas fezes bovinas. Pretendeu-se, portanto, avaliar o potencial
fisiolégico das sementes antes e apds sofrerem possiveis danos causados pelo
estresse salino, proporcionado pela permanéncia de sementes em mistura
mineral para bovinos, pela mastigacdo, pela passagem pelo trato digestério e
fermentacdo nas fezes, utilizando-se para isso testes de germinacao, teste de
vigor e observacado da germinacao de plantulas nas placas fecais, bem como a
avaliacdo da produgcdo de matéria seca, composicdo bromatolégica e producao
radicular das plantas que se desenvolveram nas placas fecais num periodo de
120 dias de crescimento. No primeiro experimento, sementes de cunha foram
submetidas aos métodos de pré-condicionamento: a) escarificagdo manual com
lixa e imersdo em agua por 14 horas a 25°C, e b) imersdo em agua a temperatura
de 95°C com manutencdo das sementes na mesma agua por 24 horas a 25°C.
Apoés o prée-condicionamento, os tegumentos das sementes foram retirados e as
sementes imersas em solu¢des de tetrazdlio. A escarificagcdo manual com lixa e

posterior embebicdo em agua por 14 horas, a 25°C apresentou maior eficiéncia
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no pré-condicionamento de sementes de cunhd@ e a imersdo das mesmas em
solugéo de tetrazdlio a 0,3%, por 2 horas e 30 minutos, a 25°C, permitindo avaliar
a qualidade de sementes dessa espécie. No segundo experimento foi avaliado o
potencial fisiologico de sementes de cunh@, estilosantes, macrotiioma e soja
perene submetidas a permanéncia em mistura mineral para bovinos. Os
resultados mostraram que o estresse salino, até 24 horas, nao representou risco
para a germinagdao das sementes. No terceiro experimento verificou o efeito da
mastigagdo simulada sobre a sobrevivéncia de sementes de cunha, estilosantes,
macrotiloma e soja perene submetidas a diferentes periodos de digestao acido-
enzimatica “in vitro’. No quarto experimento avaliou a sobrevivéncia de sementes
de cunha, estilosantes, soja perene e macrotiloma submetidas ao ensaio de
fermentacgao in vitro e ao ensaio in situ. Os tempos de fermentacao foram: 6, 12,
24, 48, 96 e 144 horas, e o tempo zero foi realizado no laboratério. Foram
determinadas as percentagens de germinacao de cada espécie em cada tempo
de fermentagdo. Pelos resultados obtidos no terceiro e quarto experimento foi
possivel observar que as sementes de leguminosas, por possuirem tegumentos
duros e impermeaveis, quando submetidas aos tratamentos, apresentam alto
potencial de resisténcia, e, desta forma, maiores sdo suas chances de passar
pelo trato digestério dos bovinos, sendo capazes de germinar quando defecadas
nas pastagens. No quinto experimento foi avaliada a recuperagéo, sobrevivéncia
de sementes submetidas ao trato digestorio de bovinos e a germinacao destas
sementes em placas fecais de bovinos em casa de vegetacdo. Péde-se concluir
que os bovinos constituem facilitadores na dispersao de cunha, macrotiloma e
soja perene, mas nao de estilosantes nas condicbes deste estudo. E o melhor
desempenho quanto ao nimero médio de plantas germinadas nas placas fecais
foi alcancado pela espécie macrotiloma, sendo seguido pelas espécies cunha e
soja perene. No sexto e ultimo experimento foram avaliados a producdo de
matéria seca, composicao bromatolégica e producdo radicular de plantas de
cunha, macrotiloma e soja perene, que apds terem suas sementes passadas pelo
trato digestorio de bovinos, germinaram e se desenvolveram em placas fecais
bovinas. Os resultados mostram que as plantas desenvolvidas nas fezes foram
capazes de expressar boa produgdo de matéria seca e que a passagem de
sementes, das espécies estudadas, pelo trato digestério dos bovinos nao implica

necessariamente na redu¢do ou aumento da produtividade de matéria seca pelas
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plantas. O macrotiloma foi a espécie que apresentou a maior produgcédo de matéria
seca por hectare. Os teores de PB, FDN e FDA néo sofreram altera¢des dentro
dos periodos de dispersdo em que as sementes foram cultivadas. A espécie soja
perene apresentou o maior teor de PB e o menor de FDA e valor intermediario
para FDN, desta forma, foi a espécie que apresentou qualidade nutricional
superior dentre as estudadas. O macrotiloma foi a espécie que apresentou a

maior produgdo de matéria seca de raizes dentre as estudadas.
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ABSTRACT

DEMINICIS, Bruno Borges; Zootecnista, D.Sc..; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; august, 2009; Tropical legume forrages:
physiological potential of seeds and for implantation with bovines in the
pastures. Prof. Adviser: Henrique Duarte Vieira. Council member: Roberto
Ferreira da Silva and Jo&o Carlos de Carvalho Almeida.

The objective of this work was to develop low cost technology for
enrichment and/or recovery of pastures with the introduction and legumes
dispersion for the bovine dungs. Therefore, the physiologic potential of the seeds
was evaluated before and after suffering possible damages caused by the saline
stress, proportionate for the seeds permanence in mineral mixture for bovine, for
the mastication, for the passage for the digestive treatment and fermentation in the
feces, being used for that germination tests, vigor test and observation of the
plants germination in the bovine dungs, as well as of the evaluation of the of dry
matter production, chemical composition, roots production of the plants that grew
in the fecal plates in a period of 120 days of growth. In first experiment, seeds
collected in Seropédica county (RJ) e Fortaleza county (CE) were submitted to the
following methods of pre-conditioning: a) scarification with sandpaper and
immersion in water of 25°C for 14 hours; and b) immersion in water of 95°C and
left in the same water to rest without heating for 24 hours at 25°C. The tegument
seeds were removed and the seeds were immerged in tetrazolium solutions.
Scarification with sadpaper and immersion in water of 25°C for 14 hours were the
most efficient in pre-conditioning Butterfly pea seeds and 0,3% tetrazolium solution
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for 2 hours and 30 minutes at 25°C allowed evaluating seeds of this species. In
second experiment studied physiologic potential of seeds of butterfly pea, stylo,
archer, and perennial soybean submitted to the permanence in mineral mixture for
bovine. The saline stress, up to 24 hours, didn't represent risk for the germination
of the seeds. In third experiment evaluated the effects of four tropical forages
legumes seeds submitted to the simulated mastication in laboratory, with a
metallic bar and the survival to different periods of acid-enzymatic digestion “in
vitro ". In fourth experiment evaluated the survival of four tropical legumes seeds
submitted to different periods of ruminal incubation simulated by in vitro and in situ
fermentation. The times of incubation were: 6, 12, 24, 48, 96 and 144 hours and
the time zero was estimate in the laboratory. The results of third and fourth enable
us to observe the legume seeds, by having hard and impermeable teguments,
when submitted to ruminal incubation showed high resistance potential, and, this
way, larger chances of passage through the gastrointestinal tract of bovine, when
defecated in the pastures are able to germinate. In fifth experiment was developed
with the purpose of evaluating the recovery and survival of tropical legume seeds
submitted to the digestive treatment of bovine rehearsal and evaluating the seeds
germination of this seeds in bovine dungs in greenhouse. Starting from the
obtained results it can be ended that: The bovine constitute the dispersion
facilitators for butterfly pea, archer and perennial soy bean, but not of
stylosanthes. The best acting with relationship to the medium number of plants
germinated in the fecal lates it was reached by archer, being followed by the
butterfly pea and perennial soy bean. In sixth experiment evaluated dry matter
content and dry matter production, chemical composition and roots production of
butterfly pea, archer, and perennial soybean plants after your seeds pass for the
bovine digestive system, germinated and they grew in bovine dungs. The plants
developed, in dungs, were capable to express good dry matter production. The
passage of seeds of the studied species for the bovine digestive system doesn't
necessarily implicate in the reduction or increase of the dry matter productivity for
the plants. The archer species presented the largest production of dry matter for
hectare. A significant effect was not observed for the values CP, NDF and ADF of
the legumes in each dispersion periods. The perennial soybean presented the
largest values of CP and the smallest of ADF and intermediate value for NDF, in
this way, that presented superior quality nutritional among studied them. The
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archer was presented the largest production of roots dry matter among studied
them.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira caracteriza-se pela exploracao de pastagens, sendo
estas geralmente formadas por gramineas, em geral com baixos indices
zootécnicos e de produtividade. Uma das principais causas da degradacao das
pastagens € a redugédo na producao vegetal da graminea em monocultura, que ao
longo do tempo, é regulada pela disponibilidade do nitrogénio para as plantas.

Atualmente, um dos maiores desafios da agropecudria mundial € propiciar
aumentos substanciais na produtividade, levando a maior retorno dos
investimentos e, consequentemente, a manutengdo do homem no campo,
mantendo, entretanto, a sustentabilidade dos agrossistemas. Desta forma, a
preocupacdo com o problema social e com a preservacdo ambiental tem
resultado na busca de tecnologias para implantagdo de novos sistemas de
producado viaveis, tanto em termos agrondémicos, como em termos sociais,
econdémicos e ecoldgicos, simultaneamente, a curto e a longo prazo, alcangando
sustentabilidade e crescimento da produgdo como metas compativeis.

Neste sentido, para que sejam alcancados indices satisfatorios de
produtividade a pasto, faz-se necessario lancar mao de tecnologias que
possibilitem aos animais expressarem o0 seu potencial produtivo, oferecendo
assim, maior sustentabilidade e lucratividade para a atividade. A adogao de
sistemas de consércio entre gramineas e leguminosas forrageiras € uma
alternativa interessante para incrementar a produtividade animal.

A introducdo de leguminosas em pastagens de gramineas tem sido
sugerida como alternativa para suprir ou minimizar a deficiéncia de nitrogénio
nesses ecossistemas, aumentando a capacidade de suporte, prolongando a
produtividade e prevenindo a degradacdo das pastagens. Isto porque promove
incrementos na producdo animal, pelo aumento da qualidade e quantidade de



forragem em oferta, pela diversificacdo do sistema, pela redugao dos riscos da
ocorréncia de pragas e doencas. Além dessas vantagens, as leguminosas
promovem melhor prote¢éo ao solo, reduzindo o risco de eroséo e lixiviagao dos
nutrientes.

Uma parte do nitrogénio (N) fixado em pastagens consorciadas torna-se
disponivel para as gramineas, principalmente por meio da decomposi¢cao de
residuos das leguminosas e dos excrementos dos animais em pastejo, gerando
um aporte de nutrientes no solo. Os beneficios da leguminosa séo tanto por
manter um balanco positivo de nitrogénio no sistema, por meio da fixacdo
biolégica, como pelo aumento da qualidade da palha, o que favorece os
processos de mineralizacdo. Diretamente, melhora a qualidade da dieta animal, o
que se verifica com leguminosas de alta aceitabilidade, e, indiretamente, a
contribuicdo se da por transferéncia de nitrogénio para a graminea associada,
refletindo em melhoria de atributos forrageiros, como teor de proteina e maior
capacidade produtiva, o que se traduz por maior capacidade de suporte.

Desta forma, a dispersao de sementes de leguminosas por meio das fezes
bovinas é uma metodologia de importante relevancia para a introducao de
leguminosas em pastagens, tendo em vista todo aspecto ambiental e o baixo

custo operacional em relagao aos sistemas tradicionais.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Desenvolvimento sustentavel e tecnologias limpas em agropecuaria

A sociedade atual percebe, cada vez mais, que € responsavel pelo legado
ambiental que deixa as geracdes futuras, por isso, promover tecnologias ambientais
exige certa pedagogia e um esfor¢o de informacao, que para ser eficaz precisa ser
realista, de facil compreenséao e acessivel (CESE, 2004). Desta forma, uma politica
de informacédo para a sustentabilidade & fundamental, pois orienta a utilizagdo de
tecnologias seguras e adequadas que promovam a produgdo, mantenham ou
melhorem a fertilidade dos solos, assegurem a reciclagem dos nutrientes,
conservem a agua e a energia e controlem os inimigos das culturas (Augusto e
Branco, 2003). Em esséncia € um processo de transformacédo orientado no
desenvolvimento tecnoldgico e na mudanga institucional, derivados dos esforgos
sistematicos para consolidacdo de uma sociedade mais estavel, racional e
harmoniosa, pautada em principios de equidade e justica nas relagdes entre as
pessoas, tanto dentro de cada nucleo social, como em nivel global para atender as
necessidades e as aspiracdes humanas no presente e futuro (Bello, 1998; Barros,
2000). E neste conceito de necessidade de acentuar a sustentabilidade na
agricultura que se enquadram as tecnologias limpas.

As tecnologias limpas sdo um conjunto de técnicas que minimizam e
reduzem o impacto ambiental negativo. A produgdo com o uso de tecnologias
limpas tem um carater preventivo, procurando evitar a producao de residuos pelo
aproveitamento maximo das matérias-primas utilizadas durante o processo
produtivo (Cunha et al., 2005). A producgéo integrada é considerada um sistema de
producdo de alimentos de alta qualidade no qual € essencial a preservagao e
melhoria da fertilidade do solo e da biodiversidade e a observacao de critérios éticos



e sociais. A produgéo integrada € atualmente uma promissora opgao por integrar
sistemas agrocomerciais socialmente sustentaveis (Avillez et al, 2004).

A integracéo e a interagéo dos componentes pecuario, agricola e florestal sédo
de vital importancia para o desenvolvimento sustentavel. Todos de maneira a
contemplar as questdes pertinentes a mitigacdo de seus impactos no ambiente e
permitindo a maxima biodiversidade possivel, 0 uso conservacionista do solo, a
producdo e conservacado da agua. (Macdicken e Vergara, 1990). Essa integracao
tem como objetivo principal a otimizagdo da producao biolégica por unidade de area
e a manutencdo desta capacidade produtiva (Baggio, 1983). Na pecuaria os
sistemas silvipastoris, como sdo chamados, tém potencial de substituir com
vantagens o0s atuais ecossistemas de pastagens cultivadas de gramineas
forrageiras (monoculturas) (Franke et al., 2001). Um dos requisitos para o sucesso
de sistemas silvipastoris sustentaveis é a escolha acertada das espécies
componentes do sistema. No caso das espécies forrageiras, ndo basta que estas
sejam tolerantes ao sombreamento, é necessario selecionar espécies com boa
capacidade produtiva, adaptadas ao manejo e ambientadas as condi¢des
edafoclimaticas da regido onde serdo implantadas (Garcia e Andrade, 2001). Neste
aspecto o uso de “Pastagens Ecoldgicas” vem ganhando cada vez mais terreno
(Melado, 2000), ja que se aproveita toda uma estrutura ja estabelecida sem onerar o
sistema, além de agregar valor ao mesmo.

A “Pastagem Ecolégica” é uma adaptacdo do Sistema de Pastoreio
Racional (Voisin, 1979; Romero, 1998; Sério, 2003; Pinheiro Machado, 2004),
proposta por Melado (1999), como o resultado da aplicacdo do pastoreio racional
associado a outros critérios que possibilitam um melhor equilibrio ecolégico da
pastagem, favorecendo a sua sustentabilidade. A formacdo de uma pastagem
ecolégica utiliza, também, a dispersdao de sementes por bovinos, no qual as
mesmas sado colocadas junto com o sal para o gado comer, com o objetivo de,
quando expelidas nas fezes, originar moitas de plantas nas fezes permitindo a
formacéo de pastagem diversificada e de qualidade (Daniel e Passos, 2002).



2.2. O uso de leguminosas tropicais para incrementar a qualidade e a
quantidade das pastagens

A utilizacdo de pastagens € um dos fatores de maior importancia para a
reducao de custos na pecuaria, que pode ser obtida por meio do melhoramento das
mesmas, seja pela recuperagao, seja pela formag¢do com a introdugao de forrageiras
potencialmente mais produtivas e associadas a leguminosas (Souza, 2002).

Portanto, a consorciacdo de gramineas e leguminosas forrageiras constitui
uma boa opgado, de baixo custo, para atenuar o problema da degradacado das
pastagens. A contribuicdo pode ser feita pela transferéncia do N fixado para a
graminea, 0 que aumenta a capacidade de suporte da pastagem e prolonga sua
capacidade produtiva (Cantarutti et al., 2002).

No entanto, o enriquecimento das pastagens com o uso de leguminosas
exige o0 conhecimento das espécies e cultivares que serdo utilizados como
forrageiras numa determinada regido (Souto e Lucas, 1972).

A maior parte de espécies de forrageiras de leguminosas inclue géneros
como Stylosanthes, Arachis, Centrosema, Macroptilium, Desmodium, Leucaena,
Zornia, Calopogonium, muitas dela originariamente do continente americano, mas
de uso difundido nos tropicos (Pereira et al., 2001; Borges do Valle, 2002). A
avaliagdo de leguminosas forrageiras com a finalidade de aproveita-las em
pastagens ja foi realizada por diversos pesquisadores, porém, um dos maiores
problemas encontrados é a fase de estabelecimento (Kyneur, 1962). De acordo com
Benedetti apud Tonin (2004) a forma mais barata de introduzir leguminosas em
pastagens é utilizar as vacas como “plantadeiras”, ou seja, o produtor introduz
sementes na dieta das vacas e os préprios animais fazem o semeio. Algumas
forrageiras por produzirem volumosos de boa qualidade e por apresentarem
sementes pequenas sao indicadas com esta finalidade: soja perene (Neonotonia
wightii), cunha (Clitorea ternatea), siratro (Macroptilium atropurpureum),
centrosema (Centrosema sp.), Macrotiloma (Macrotyloma axillare), kudzu tropical
(Pueraria phaseoloides), estilosantes (Stylosanthes sp.) e galactia (Galactia
striata) (Coser e Cruz Filho, 1989; Walle et al., 2001; Deminicis et al., 2005; Silva,
T.0O., 2008).



2.3. Dispersao de sementes por animais

Ha na literatura especializada, grande numero de trabalhos mostrando o
papel de animais como agentes dispersores de sementes (Galetti e Pizo, 1996;
Johansson et al.,1996; Johansson e Nilsson, 1993; Guevara e Laborde, 1993; Pizo,
1997; Francisco e Galetti, 2001; Pizo e Sim&o, 2001; Cazzeta et al., 2002; Galetti e
Francisco, 2002; Castro e Galetti, 2004; Kriigel et al. 2006) e que um grande nimero
de sementes é ingerido por esses mesmos, sendo que parte delas € destruida e
outra parte sobrevive e germina (Gardener, 1993; Bonn, 2004; Deminicis, 2005). A
dispersao de sementes € um processo ecoldgico fundamental para a manutencao
de algumas espécies vegetais. Estima-se entdo que até 90% das espécies de
arvores encontradas nas florestas tropicais possuem suas sementes dispersas por
animais (Howe e Smallwood, 1982). Nesta interagdo, as plantas precisam de
agentes dispersores eficientes que garantam a sobrevivéncia de suas sementes e 0
desenvolvimento da nova planta, em troca, os animais utilizam os nutrientes dos
tecidos vegetais na alimentagdo. Todavia, diversos estudos tém mostrado que as
diferentes espécies de animais nao apresentam a mesma eficiéncia como
dispersoras (Galetti e Francisco, 2002). Varios fatores podem influenciar na
eficiéncia deste processo, tais como, o nimero de sementes disperso por defecgéao,
a qualidade do tratamento dado a semente via tubo gastrointestinal, qualidade do
tegumento das sementes, bem como a qualidade da deposicdo destas sementes
(Schumpp, 1993).

Grande parte dos estudos sobre dispersdao de sementes por animais envolve
a utilizacao de aves e morcegos frugivoros, devido a sua abundancia e a frequéncia
com que se alimentam de sementes ou frutos (Medellin e Gaona, 1999; Francisco e
Galetti, 2001). Particularmente com relacdo aos ruminantes, existem trabalhos que
observaram a germinacdo de sementes nas fezes de bovinos e ovinos (Piggin,
1978; Janzen, 1993; Santos, 1999; Rodrigues, 2002) e outros que trataram de
estudar a dispersao de sementes, propriamente dita, (Gardener et al., 1993ab; Bray
et al., 1998; Michael et al., 2006). Contudo, no Brasil, os trabalhos nao tratam o
assunto como dispersao, abordam apenas a germinagéo de sementes recuperadas
em fezes bovinas e ovinas (Machado et al., 1997; Rosito et al., 2000). Outros
trabalhos tratam a dispersdo de sementes por bovinos como um problema, pois



admitem apenas a dispersao acidental de plantas daninhas ou eventual intoxicagao
de bovinos por sementes (Tokarnia, et al. 2000; Afonso e Pott, 2001).

2.4. Sobrevivéncia de sementes apds digestao por bovinos

A sobrevivéncia das sementes apds passagem pelo trato digestorio dos
ruminantes é o fator de grande implicacdo para a dinamica populacional de
espécies forrageiras numa pastagem (Gardener et al.,1993). Um grande nuamero
de sementes sobrevive a essa passagem e, posteriormente, é dispersa em
diferentes areas. Desta forma, os bovinos podem ser utilizados para introduzir
uma ou mais espécies desejaveis em pastagens, disseminando sementes por um
método natural, mas também podem ser responsaveis pela disseminacdao de
espécies nao desejaveis em novas areas.

Todavia, a passagem das sementes através do trato digestorio de bovinos
e a decomposicdo das fezes sédo importantes fases onde as sementes estao
sujeitas a muitos danos. No trato digestorio ocorre o processo anaerdbio por
bactérias proteoliticas e celuloliticas e 0 processo enzimatico ligado ao abomaso
e intestino grosso, no qual as sementes sdo banhadas em acido (pH 2-5) e
enzimas proteoliticas, amiloliticas e lipoliticas (Teixeira, 1997). Na placa fecal a
germinacao das sementes é afetada pelo processo de decomposi¢cao da matéria
organica efetuada pela acado de fatores abidticos, isto é, temperatura, umidade,
precipitacao e luz (Smith, 1986, Monteiro-Filho e Penereiro, 1987; Carvalho et al.,
2000), pela acao de certos organismos, como fungos e bactérias, e de um certo
nuamero de insetos (Blume, 1984; Catts e Goff, 1992). Na estacado chuvosa, as
sementes germinam sob alta umidade. Na estagao seca, ou ambientes secos, a
germinacdao na placa fecal é fortemente afetada, justamente pelo prolongado
periodo de desidratacdo da placa (Gardener et al.,1993ab). Apesar dessas
informagdes certamente serem Uteis, elas ndo s&o conclusivas, pois a
sobrevivéncia de sementes de varias espécies, apds passagem pelo trato
digestorio, € pouco conhecida (Skerman, 1977; Blackshaw e Rode, 1991). Até
agora, apenas algumas sementes de espécie tropicais foram submetidas ao trato
digestoério de bovinos e entre 2 a 53% permaneceram viaveis (Burton e Andrews,
1948; Yamada e Kawaguchi, 1972; Wilson e Hennessy 1977; Sim&o Neto, Jones
e Ratcliff, 1987; Deminicis et al., 2009).



Entretanto € provavel que as sementes que sobrevivem em grande
proporcao sdo beneficiadas pela quantidade de nutrientes disponiveis nas fezes e
pelo periodo de rejeicdo ao pastejo dos animais (Bruun e Poschlod, 2006). A
presenca das fezes em pontos do pasto normalmente causa rejeicdo ao consumo
animal ficando essa por¢cao nao consumida até que o efeito da rejeicao diminua
com o tempo ou novas areas mais recentes recebam excretas passando a
substitui-los. Essas areas podem permanecer continuamente de 2 a 3 periodos
de pastejo sem serem consumidas (Hirata et al, 1997) e podem variar de 6 a 12
vezes a area coberta pelo bolo fecal (Norman e Green, 1958; Maclusky, 1960;
Greenhalgh e Reid, 1968). A degradacao ou desaparecimento das fezes no pasto
pode estar compreendido em um periodo de tempo que varia de 30 dias até 17
meses, em funcdo das condigdes climaticas (Weeda, 1969). Essa porcao
rejeitada pode ocupar de 10 a 47% da area da pastagem (Ferreira, 2004).

2.5. Avaliacao da qualidade de sementes

O conhecimento da qualidade de um lote de sementes depende da
disponibilidade de metodologias precisas, que levem a obtencdo de resultados
confiaveis (McDonald, 1998). O método rotineiro para determinar a qualidade das
sementes € o teste de germinacgao, que, embora, muito Util, ndo informa sobre o
vigor, longevidade e emergéncia em campo. Além disso, necessita um prazo de 7
a 28 dias para informar os resultados, periodo considerado longo, para atender
aos interesses comerciais dos produtores rurais. A utilizacdo de testes rapidos
para avaliar a qualidade das sementes € importante, principalmente, para agilizar
as decisdes quanto ao manejo de lotes de sementes durante as etapas de pré e
de pos-colheita (Pinto et al., 2008). Por isso, o desenvolvimento de testes para a
avaliacdo da qualidade fisiol6gica em sementes, bem como a padronizacao
destes, é essencial para a constituicAo de um eficiente controle de qualidade
(Muniz et al., 2004).

O teste de tetrazdlio tem se apresentado como uma alternativa de sucesso
nos programas de controle de qualidade de sementes, pela qualidade e rapidez
na determinacdo da viabilidade e do vigor das sementes, permitindo obter
resultados, de modo geral, em menos de 24 horas (Hampton e Coolbear, 1990;
Barros, 2002). Este se trata de um teste que, pela observagéo da coloragéo obtida



nas diferentes partes da semente, permite determinar a presenga, a localizacao e
a natureza das alteragdes nos tecidos das sementes (Frangca Neto et al., 1999),
além de, muitas vezes, possibilitar a identificacdo das causas da perda da
viabilidade e do vigor. O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade das enzimas
desidrogenases nos processos respiratérios dos tecidos (Nery et al., 2007).
Durante a respiracdo, ocorre a liberagdo de ions hidrogénio, com os quais o sal
2,3,5 trifenilcloreto de tetrazdlio reage formando uma substancia de cor vermelha
e insoluvel, denominada de formazam, nos tecidos vivos da semente. A
velocidade com que o sal de tetrazolio é absorvido pelos tecidos das sementes
depende do numero de barreiras fisicas que este encontra (Pina-Rodrigues e
Santos, 1988). Em muitas espécies, o pré-condicionamento das sementes se faz
necessario visando a penetracao da solucao e a ativacao do sistema respiratério
(Vieira e Von Pinho, 1999). No entanto, a utilizacdo desse teste restringe-se,
principalmente, as sementes de algumas espécies, tais como as de soja (Franca
Neto et al., 1988, 1998, 1999), de milho (Dias e Barros, 1995), feijao (Bhéring et
al.,1996; Santos et al., 2007) e de algumas gramineas forrageiras (Carvalho e
Toledo, 1976; Dias e Alves, 2001; Novembre et al., 2006).

Contudo, um teste alternativo tem sido recomendado para determinagdo da
qualidade de sementes de leguminosas, principalmente o de condutividade
elétrica, devido sua objetividade e rapidez, facilidade de execug¢ao na maioria dos
laborat6rios, sem maiores despesas em equipamento e treinamento de pessoal
(Vieira e Krzyzanowski, 1999), além de permitir a identificagdo de injarias durante
a embebicdo e o grau de envelhecimento (Powell, 1998). O teste de
condutividade elétrica tem sido usado para avaliar o vigor das sementes de
leguminosas como: ervilha, na Inglaterra, Australia e Nova Zelandia (Hampton et
al.,, 1992), soja nos EUA, Canada e Brasil (AOSA, 1983; Dias e Marcos-Filho,
1996), ingd e amendoim no Brasil (Barbedo e Cicero, 1998; Vanzolini e
Nakagawa, 2005). No teste de condutividade elétrica a qualidade das sementes &
avaliada indiretamente por meio da determinacdo da quantidade de lixiviados na
solugcdo de embebicdo das sementes (Vieira et al., 2002). Segundo Vieira et al.
(2004), a determinacdo da condutividade elétrica da agua de imersdo das
sementes é bastante sensivel para avaliar o vigor das sementes, uma vez que no
processo de deterioragcdo um dos eventos iniciais é a perda da integridade das

membranas. As sementes com baixo vigor tendem a apresentar desorganizagéo
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na estrutura das membranas celulares, permitindo um aumento na lixiviagao de
solutos, tais como: agucares, aminodcidos, acidos organicos, proteinas e
substancias fendlicas, e de ions inorganicos: K*, Ca'™, Mg, Na™ (Bewley e
Black, 1994; Vanzolini e Nakagawa, 2005; Dias et al., 2006).

2.6. Dorméncia de sementes

O desenvolvimento da semente é o resultado normal do processo de
polinizagao, logo apos a fertilizacdo o embrido inicia seu crescimento, porém, as
vezes, nao consegue completar seu desenvolvimento. Isto pode estar relacionado
com as condicoes fisioldégicas que envolvem o endosperma. A germinagao, que
ocorre quando as sementes estdo maduras e se as condicdes ambientais forem
adequadas, € o processo de reativagdo do crescimento do embrido, culminando
com o rompimento do tegumento da semente e o aparecimento de uma nova
planta. As condigdes basicas requeridas para a germinagado das sementes sao a
agua, o oxigénio, a temperatura e, para algumas espécies, a luz (Fowler e
Bianchetti, 2000).

Entretanto, diante da presenca de inibidores quimicos ou havendo indugéo
de alterac6es metabdlicas que bloqueiam a transcricdo da mensagem genética, é
estabelecido o estado de dorméncia, ou seja, um tipo de laténcia em que a
auséncia de germinacdo é causada por empecilhos localizados na propria
semente (Marcos-Fillho, 2005).

Pelo conceito atual o fenbmeno da dorméncia é tido como um recurso pelo
qual a natureza distribui a germinacdo das sementes no tempo, aumentando a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie, justamente por conta da dispersao de
sementes em diferentes estagios de dorméncia e pela dependéncia de fatores

ambientais para a superacao da dorméncia (Carvalho e Nakagawa, 2000).

2.6.1. Categorias de dorméncia

Dorméncia tegumentar, exogena ou primaria

As sementes vidveis de algumas espécies nao germinam mesmo sob

condicbes favoraveis. Porém, em muitos casos, o embrido destas, quando
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isolado, germina normalmente. Neste caso, a semente é dormente porque 0s
tecidos que a envolvem exercem um impedimento que ndo pode ser superado,
sendo conhecido como dorméncia imposta pelo tegumento.

Esta € a mais comum das categorias de dorméncia e é verificada
sistematicamente em determinadas espécies, com profundidade variavel,
independente do ano e local de producdo ou regido de ocorréncia; trata-se,
portanto de uma caracteristica ou padrdao de desenvolvimento especifico e
programado geneticamente (Marcos-Filho, 2005). Além disso, esta relacionada
com a impermeabilidade do tegumento ou do pericarpo a 4gua e ao oxigénio, com
a presenca de inibidores quimicos no tegumento ou no pericarpo, tais como a
cumarina ou o acido parasérbico, ou com a resisténcia mecéanica do tegumento ou

do pericarpo ao crescimento do embrido (Fowler e Bianchetti, 2000).

Dorméncia embrionaria ou secundaria

Quando a remogéo do tegumento de uma semente viavel ndo permite que
esta germine, caracteriza-se a dorméncia embrionaria, que é devida a causas que
envolvem o embrido. Esta categoria de dorméncia ocorre esporadicamente,
também em resposta a determinada condicdo do ambiente. Neste caso, a
semente é programada para desencadear a manisfestacdo do mecanismo que
determina a dorméncia, mas geralmente ndo estd dormente quando se desliga
fisiologicamente da planta-mée, podendo ser devido a ocorréncia de embridao
imaturo, ou presenca de mecanismo de inibicdo fisiolégica que o impedem de
desenvolver-se (Fowler e Bianchetti, 2000; Marcos-Filho, 2005). Portanto, a
semente pode adquirir a dorméncia secundaria sem ter sido dormente ou apos ter
superado a dorméncia primaria; também se instala durante a maturagdo, mas o
aparato que conduz a sua manifestacdo permanece em recesso e somente é
ativado em situagées especiais. No entanto, ndo se sabe até que ponto ha ou nao
diferengas fisiologicas entre a dorméncia primaria e a secundéria. A indugao e a
superacao da dorméncia secundaria podem ocorrer sucessivamente na mesma
semente, dependendo das variagcbes no ambiente, até que as condi¢cdes se
tornem amplamente favoraveis para a germinagdo. Esse fendbmeno € conhecido

como “ciclos de dorméncia”, em que a dorméncia secundaria pode se manifestar
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sob a ocorréncia de condi¢gdes subdtimas do ambiente, apés o declinio da
dorméncia primaria (Hilhorst, 1998).

As duas categorias de dorméncia podem ocorrer simultaneamente ou
sucessivamente nas sementes de uma mesma espécie. As sementes sao ditas
com dorméncia quando sao dispersas da planta matriz em estado dormente, ou
seja, a dorméncia € iniciada durante o desenvolvimento da semente. Contudo, a
dorméncia pode ser induzida quando as sementes ja se encontram maduras, e
isto ocorre quando sao colocadas para germinar sob condicées desfavoraveis de
aeracdo, temperatura ou luminosidade. As sementes de varias espécies
desenvolvem mecanismos complexos, nos quais partes do eixo embrionario
diferem na intensidade da dorméncia. Nestes casos, chamados de dorméncia
epicotelial, a radicula se desenvolve e o epicétilo ndo. Em algumas outras
espécies, a radicula apresenta alguma dorméncia, porém em menor intensidade

que a do epicotilo, 0 que representa o caso de dorméncia dupla.

2.6.2. Causas da dorméncia

A dorméncia tem sido atribuida, em diversos relatos sobre o assunto, a
impermeablidade do tegumento a 4gua, impermeabildade do tegumento a gases,
resisténcia mecanica do tegumento, embrido rudimentar, imaturidade fisioldgica,
presenca de substancias inibidoras e combinagdo entre duas ou mais dessas
caracteristicas. Estas tém sido consideradas as “causas classicas” da dorméncia
das sementes (Marcos-Filho, 2005).

Impermeabilidade do tegumento: Souza e Marcos-Filho (2001) efetuaram
uma revisdo sobre as relagdes entre o tegumento de sementes e o ambiente, em
leguminosas, discutindo seus mais variados aspectos, incluindo a dorméncia. As
sementes com tegumento impermeavel a agua sdo conhecidas por sementes
duras; dentre as mais conhecidas, as sementes das familias das Leguminosae,
Cannaceae, Convolvulaceae, Malvaceae e Chenopodiaceae apresentam na testa
camadas de um tecido chamado de osteosclereides, que impede a entrada de

agua e atrasa a germinagao por varios anos.
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Interferéncia nas trocas gasosas: 0 reconhecimento da existéncia de um
impedimento fisico a entrada de gases na semente ndo € predominante na
literatura (Marcos-Filho, 2005). Conforme Bewley e Black (1994), aparentemente
a “cobertura” ndo impde esse tipo de dorméncia através da restricao estrutural ao
oxigénio, de modo que inibidores quimicos devem estar presentes. Segundo
Fowler e Bianchetti (2000), os impermeaveis que circundam o embrido limitam a
capacidade de trocas gasosas, impedindo a entrada do oxigénio, limitante a
germinacdo, mantendo a semente dormente. Isto porque a remocdo do
tegumento e a consequente superacao da dorméncia estariam mais relacionados
a permissao da saida de inibidores do que a eliminagao de barreiras fisicas e a
maior facilidade de acesso ao oxigénio. Portanto, o efeito do tegumento intacto
seria associado a retencao de inibidores e, em consequéncia disso, a constituicao

de uma barreira a entrada do oxigénio.

Resisténcia mecénica ou Impedimento mecénico: Neste caso, ha absorgao
de agua e oxigénio, mas presume-se que a expansao do embrido é limitada pela
resisténcia exercida pelo tegumento (Bewley, 1997). Entretanto, em alguns casos,
o0 embrido produz a enzima mananase, que enfraquece o tecido resistente,
superando a dorméncia (Fowler e Bianchetti, 2000). H4 duvidas entre varios
pesquisadores quanto a real existéncia de impedimento puramente mecanico ao
crescimento do embrido, supondo-se que alguma restricdo ao metabolismo possa
inibir a plena retomada de desenvolvimento embrionario que, assim, nao
exerceria pressao suficiente para romper a “cobertura” (Marcos-Filho, 2005); e
também ha opinides segundo as quais a germinacao de outras espécies também

seria localizada no endosperma (Cantlife et al., 1999).

Presenca de inibidores: foram encontrados, nas sementes de muitas
espécies, inibidores quimicos de diferentes classes, localizados no tegumento e
no embrido, que sao retidos pela semente embebida, ao invés de se dispersarem
no meio, bloqueando a germinagcdo. Em alguns casos, contudo, o tegumento
parece ter efeito inibidor quimico mais intenso do que mecanico, necessitando- se
da lavagem das sementes para sua remogao e superacao da dorméncia (Fowler e
Bianchetti, 2000). De acordo com Nascimento (2000), varios autores tém

destacado a importancia do etileno como estimulante a germinacdo e na
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superacao da dorméncia. A producdo deste fitorménio tem inicio imediatamente
apos a hidratacdo e aumenta com o decorrer do processo de germinagdo, mas o
perfil dessa formacgao é variavel entre as espécies (Matilla, 2000).

2.7. Caracteristicas das espécies leguminosas estudadas
2.7.1. Cunha (Clitorea ternatea)

E uma espécie originaria do continente africano, foi introduzida e
naturalizada na América tropical, atualmente disseminada por todas as partes do
mundo (Fantz, 2001). E vollvel, esbelta, perene, rustica e produz uma cobertura
bastante densa, muito adaptada aos tropicos e regides de clima quente com altas
precipitagdes, crescendo em varios tipos de solo, sendo muito tolerante a seca,
mas nao tolera solos muito Uumidos (Duno et al., 2008).

Essa espécie é utilizada como forragem, como planta medicinal e por
causa da beleza de suas flores, em muitos paises, € utilizada como planta
ornamental. Sua propagacédo € feita por meio de sementes. A quantidade de
sementes para formagao de pastagens consorciadas é de 5 a 7 kg/ha (Alcantara
e Bufarah, 1988). A cunh& se desenvolve muito bem, em uma faixa de
precipitagdes, que vai dos 400 mm até 4.000 mm; suporta altas taxas de lotagédo e
pisoteio (Azevedo, 1983; Azevedo, 1996), no entanto, ndo tolera encharcamento
do solo por muito tempo. A C. ternatea possui excelente valor nutritivo, com alta
digestibilidade da proteina (até 80%), teores médios de 20% de proteina bruta nas
folhas e 10% para planta inteira, com baixo valor de fibra em detergente acido
(20%) e producao média de 8 toneladas de MS/ha/ano (Jones et al., 2000). Araudjo
Filho et al. (1996) observaram produgdo media de 19,2 toneladas de MS/ha/ano
da cunha solteira e teores médios de 22% de proteina bruta, no Ceara. Keoghan
(1980), no Caribe, observou teores de proteina bruta de 14,8 a 23%. Resultados
da consorciacdo com Panicum, capim gordura e Setaria apresentam o6timos
resultados (Alcantara e Bufarah, 1988), mas sua produtividade ndo é muito alta,
podendo chegar a 7 toneladas de matéria seca/ha/ano. Araujo Filho et al. (1996)
observaram que no consércio capim-elefante e cunhd, a leguminosa nao
prejudica a producao de fitomassa da graminea, mas afeta a produtividade de MS
do sistema. Em 1988, foi langado no México o cultivar Techuana; em 1990, em
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Honduras, foi langado o cv. Conchita Clara ou Clitoria, com altos rendimentos de
matéria seca e tolerdncia a seca (CIAT, 2008). Em 1991, foi langado o cv.
Milgarra na Australia. No Brasil e em Cuba, foram realizados experimentos com
dois cultivares, N 63118 e SC-134, respectivamente, apontados como
promissores, no entanto, ndo foram langados cultivares com nomes comerciais
(Aragéo, 1984; CIAT, 2008; Cook et al., 2008).

2.7.2. Estilosantes (Stylosanthes sp.)

Esse género possui cerca de 30 espécies, anuais ou perenes, que tém sido
utilizadas com sucesso sob pastejo, superando qualquer outra leguminosa tropical
nesse aspecto (Kretschmer e Pitman, 2001). O S. humilis (anual), S. hamata
(anual ou perene de vida curta), S. scabra (perene), S. guianensis (perene) tém
sido estudados quanto ao potencial forrageiro.

No Brasil, € um dos poucos géneros de leguminosas tropicais nos quais
foram lancados tantos cultivares, como: cv. Mineirdo (S. guianensis var. vulgaris),
cv. Bandeirante (S. guianensis var. pauciflora), cv. Pioneiro (S. macrocephala) e
cv. Campo Grande (S. capitata e S. macrocephala).

O cv. Campo Grande apresenta grande potencial forrageiro por ser boa
fonte proteica, por causa da boa fixagdo biologica de nitrogénio e adapta-se bem
aos solos de baixa fertilidade do cerrado brasileiro. Além disso, tem boa
resisténcia a antracnose, doenga causada por Colletotrichum gloeosporioides,
que limita a persisténcia de Stylosantes spp, na pastagem, em fungédo da desfolha
e morte de plantas. Para Barcelos e Vilela (1994), o aprofundamento no estudo de
Novos acessos, manejo e dindmica da populagéao de Sytlosanthes em pastagens
consorciadas parece ser o caminho mais correto para a efetivacao das pastagens
consorciadas na regidao dos cerrados. Em 2000, a Embrapa Gado de Corte langou
a leguminosa forrageira estilosantes Campo Grande, composta de mistura fisica
de sementes de linhas melhoradas de S. capitata e S. macrocephala, para fins de
consorciacdo com gramineas, principalmente braquiarias (Embrapa Gado de
Corte, 2000).

Em geral, o genéro estilosantes é bastante tolerante a solos arenosos,
muito resistente a seca, por isso é muito utilizado em pastagens consorciadas e

para recuperar areas degradadas, além de ser muito tolerante a antracnose e
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permanecer verde, durante o periodo seco. Os teores de proteina bruta na parte
aérea variam de 12 a 18% (Zimmer et al., 2005; Godoy, 2007). O interesse dos
pecuaristas pelo estilosantes Campo Grande tem aumentado substancialmente,
em consequéncia dos varios aspectos positivos proporcionados pela leguminosa
(Verzignassi e Fernandes, 2002), tais como: bom potencial produtivo, podendo
atingir 12 a 13 toneladas de MS/ha/ano; boa produtividade de sementes (200 a
400 kg/ha); possibilidade de colheita mecanica de sementes, reduzindo os custos
de producdo; boa resisténcia a antracnose; boa persisténcia sob pastejo,
permanecendo por mais de cinco anos em consorciagdo com Brachiaria
decumbens, desde que bem manejada; alta capacidade de ressemeadura natural,
contribuindo, sobremaneira, para a sua persisténcia e boa obtengao de nitrogénio
por fixagdo bioldgica, por associagdo de suas raizes com bactérias do género
Rhizobium. Conforme Miranda et al. (1999), a fixacdo bioldgica desse cultivar
situa-se em torno de 180 kg de N/ha/ano.

2.7.3. Soja Perene (Neonotonia wightii)

E uma leguminosa perene, herbacea, rasteira, trepadora voltvel, de origem
africana, com hastes pilosas e coloracdo verde-escura, com raizes profundas,
apresentando fixagcdo de nitrogénio em torno de 180 a 200 kg/ha/ano, sendo
indicada para fenacdo, pastejo e adubacdo verde (Peixoto et al., 1969).
Desenvolve-se muito bem em regides de altitude e em uma faixa de precipitacoes
entre 700 mm e 1.500 mm, e sob temperaturas ndo muito elevadas (em média
23°C), mas € razoavelmente tolerante a secas prolongadas, devido a
profundidade de suas raizes, desta forma, recupera-se bem apds a geada e o
fogo.

Esta espécie se desenvolve melhor em solos profundos, de boa drenagem,
requer pH em torno de 6,5, mas pode crescer em solos com pH 6,0, se nao
houver problemas de disponibilidade de célcio. Nao tolera solos de drenagem
deficiente, sendo muito exigente quanto a sua fertilidade, respondendo bem a
adubacgéo, principalmente de fésforo e molibidénio, ndo tolera solos com altas
concentracdes de aluminio (Rey et al., 1984; Deminicis, 2005).

E razoavelmente tolerante & salinidade, quando comparada com outras

leguminosas tropicais, sua tolerancia pode variar em fungéo do cultivar. Apresenta
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lento crescimento inicial e sua produgdo de matéria seca estd em torno de 5-6
t/ha/ano. Sua composi¢cdo quimica possui em média, 20% de proteina bruta. O
florescimento ocorre entre abril até setembro, dependendo da variedade ser
precoce ou tardia. E propagada por sementes, provenientes de autofecundacéo,
usando-se para plantio 2 a 3 kg/ha (Alcantara e Bufarah, 1988).

A soja perene consorcia-se bem com colonido, setaria e pangola,
apresenta relativa aceitabilidade, e produz feno de boa qualidade, sendo bastante
utiizado para alimentacdo animal, por possuir alto teor proteico e por sua
agressividade, mantendo uma pastagem associada com gramineas por varios
anos sob acdo animal. Sua aceitabilidade é um reflexo da sua qualidade
nutricional, que apresenta elevada digestibilidade e conteudo de proteina bruta
em torno de 18% (Rey et al., 1984).

Em 1962, na Austrélia foram langados os cvs. Clarence, Cooper e Tinaroo.
No Quénia, em meados da década de 1960, foi descrito o cv. Kenya violet glycine,
em Kongwa e em Eldoret, o cv. Kenya white glycine. Em 1976, na Australia, foi
langado o cv. Malawi, com material obtido no Zimbabwe. Na Tanzéania, no mesmo
periodo, foi obtido o cv. Moshi, na regido de ltigi. Finalmente, em 1992, no Hawai,
nos Estados Unidos, foi langado o cv. Tropic Verde, com material oriundo do
Zimbabwe. Esse dltimo cultivar € um dos mais promissores, mas é
morfologicamente semelhante ao cv. Tinaroo, porém com talos mais finos e de
melhor qualidade, florescendo um pouco mais cedo, além de ser menos peludo
gue os cvs. Cooper e Clarence. Tem alta toleréncia as secas, alta aceitabilidade e
excelente cobertura do solo para controle de erosdo, possui rendimentos de
matéria seca comparaveis a Tinaroo, Cooper e Clarence, com e sem irrigacao
(Cook et al., 2008). Em 1999, no Brasil, foi feito o registro dos cultivares “comum”,
Clarense, Cooper e Tinaroo no Servico Nacional de Protecdo de cultivares do

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008).
2.7.4. Macrotiloma (Macrotyloma axillare)
O Macrotiloma é uma planta herbacea, liana, perene e voluvel, com origem

na Africa tropical, possui excelente estabelecimento e persisténcia sob pastejo,
rapido desenvolvimento vegetativo, 6tima rebrota, principalmente apds geada,
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boa consorciagao com capins de habitos entouceirados, bom valor nutritivo e boa
producéo e disseminagéo natural por sementes (IZ-APTA, 2008).

Sua exigéncia minima de precipitacao pluviométrica € de 750 a 900 mm ao
ano, nao tolerando condi¢des de alta umidade e alagamento, mas também nao
suportando periodos de seca muito longos. Tem crescimento étimo em condicdes
de temperatura entre 21 e 26°C. Tem baixa aceitabilidade, requerendo um
periodo de adaptacao para que 0s animais passem a ingeri-la, mas, uma vez que
0 gado se acostuma, ingere-a prontamente. As folhas s&o amargas,
provavelmente indicando niveis de tanino moderadamente altos. Possui razoavel
producdo no inicio do periodo seco do ano. Sua propagacao € feita por
semeadura, usando-se de 3 a 5 kg de sementes/ha (Alcantara e Bufarah, 1988).

O M. axillare pode apresentar rendimentos de matéria seca de 10 t/ha/ano,
embora, em terras férteis e com irrigacédo, possa chegar a 16 t/ha/ano e teor de
proteina bruta entre 12 e 23% (Cook et al., 2008). Na Austrdlia, Parbery (1967);
avaliando o macrotiloma, obteve 15 MS/ha/ano sem nenhuma adigéo de N, e 11
ton MS/ha/ano, utilizando 100 kg/ha de N com irrigacdo. Avaliando a composi¢ao
quimica da planta, Parbery (1967) observou teor de 11,9% de PB, enquanto
Alcantara e Bufarah (1988) relataram valores de 18,11 e 19,17% de PB para o
macrotiioma sem e com adubacdo, respectivamente. Padua et al. (2006)
observaram a PB variando de 15,10 a 15,75%. Comastri Filho (1984) verificou
producdo de matéria seca de 11 ton/ha/ano, e Padua et al. (2004) obtiveram, em
média, 11,5 ton MS/ha/ano e 170 kg de sementes/ha. O cultivar Archer, lancado
na Australia em 1966, foi obtido da Estacdo de Pesquisa em Pastagens em Kitale
no Quénia. Esse cultivar tem alto rendimento de forragem nos tropicos, com alta
tolerancia a seca. No Brasil, em 1984, foi langado o cultivar Guata ou 1Z-4, que foi
obtido de selecao de gendtipos do cultivar Archer, produzindo de 10 a 12% a mais
em matéria seca, e com rendimentos de sementes mais altos. No Brasil, em 2004,
foi langado o cultivar Java ou Jade, hibrido desenvolvido pelo Instituto de
Zootecnia de Nova Odessa, cruzando os cultivares Archer e Guatd e
selecionando-os para maior producdo de matéria seca e de sementes, baixos
niveis de tanino nas folhas e maior resisténcia a pragas e doencas. Tem
apresentado bons resultados em consércio com B. brizantha cv. Victoria, e
Panicum maximum cvs. Tanzania, Mombasa e Massai (CIAT, 2008; Cook et al.,
2008).



3. TRABALHOS

Os trabalhos a seguir foram desenvolvidos de acordo com as normas para

preparacao de trabalhos cientificos da Revista Brasileira de Sementes.
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TESTE DE TETRAZOLIO PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DE SEMENTES
DE Clitorea ternatea L.

Resumo: Este trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia de métodos de pré-
condicionamento e concentracdes da solugdo de tetrazdlio na avaliagdo da qualidade de
sementes de cunhd. Sementes colhidas nos municipios de Seropédica (RJ) e Fortaleza (CE)
foram submetidas aos métodos de pré-condicionamento: a) escarificagdo manual com lixa
e imersdo em dgua por 14 horas a 25°C, e b) imersdo em dgua a temperatura de 95°C com
manuten¢do das sementes na mesma dgua por 24 horas a 25°C. Apdés o pré-
condicionamento, os tegumentos das sementes foram retirados e as sementes imersas em
solugdes de tetrazolio a 0,1, 0,3 e 1% por 2 horas e 30 minutos a 25°C. Para comparagdo
dos resultados obtidos no teste de tetrazdlio, foram realizados os testes de germinacao,
primeira contagem e indice de velocidade de germinacdo. O método utilizando
escarificagdo manual com lixa e posterior embebicdo em &dgua por 14 horas, a 25°C
apresentou maior eficiéncia no pré-condicionamento de sementes de cunha e a imersio das
mesmas em solugdo de tetrazdlio a 0,3% , por 2 horas e 30 minutos, a 25°C, permitiu

avaliar a qualidade de sementes dessa espécie.

Termos para indexagdo: Germinacdo, viabilidade, sementes, cunha.
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TETRAZOLIUM TEST FOR EVALUATING Clitorea ternatea L. SEEDS QUALITY

Abstract: This research verified different methods of pre-conditioning and concentrations
of tetrazolium solutions for quality evaluation of Butterfly pea seed. Seeds collected in
Seropédica county (RJ) e Fortaleza county (CE) were submitted to the following methods
of pre-conditioning: a) scarification with sandpaper and immersion in water of 25°C for 14
hours; and b) immersion in water of 95°C and left in the same water to rest without heating
for 24 hours at 25°C. The teguments of the seeds were removed and the seeds were
immerged in 0,1; 0,3 e 1% tetrazolium solution during 2 hours and 30 minutes at 25°C. To
verify the reliability of the results through the tetrazolium test, germination test, first
counting and index of germination velocity were done. Scarification with sadpaper and
immersion in water of 25°C for 14 hours were the most efficient in pre-conditioning
Butterfly pea seeds and 0,3% tetrazolium solution for 2 hours and 30 minutes at 25°C

allowed evaluating seeds of this species.

Index terms: germination, seed viability, Butterfly pea.
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INTRODUCAO

A cada ano se assiste ao avango da produgdo e uso de sementes forrageiras no
Brasil, provocado pelo aumento da demanda por sementes forrageiras de alta qualidade,
em fungdo da necessidade da abertura de novas dreas de cerrado e florestas para formagéo
de pastagens (Vilela de Rezende et al., 2007). Em decorréncia desse crescimento, também
vem aumentando a demanda pelo aprimoramento das tecnologias para determinacdo da
qualidade de sementes no intuito de melhorar as pastagens, pela utiliza¢do de sementes de
alta qualidade. Desta forma, um dos pontos mais importantes na formacao de pastagens € a
aquisi¢do de sementes, pois de nada adianta todo o investimento, se a semente nio germina
(Almeida, 2007). Assim, o conhecimento da qualidade de um lote de sementes depende da
disponibilidade de metodologias precisas, que levem a obtencdo de resultados confidveis
(McDonald, 1998). Desta forma, o emprego de testes rdpidos torna-se uma ferramenta
imprescindivel para a avaliagdo da qualidade fisiolégica de um lote de sementes, pois
agiliza as decisdes quanto ao manejo de lotes de sementes durante as etapas de pré e de
pos-colheita (Pinto et al., 2008). Para isso, a pesquisa em tecnologia de sementes tem
atuado, em cardter permanente, no sentido de desenvolver e/ou aprimorar testes que
possibilitem a avaliacdo da qualidade das sementes, principalmente das espécies que
requerem um longo periodo para completar o teste de germinagdo (McDonald, 1998).
Dentre esses, o teste de tetrazélio tem sido considerado como uma alternativa promissora,
devido a rapidez e a eficiéncia na caracterizacio da viabilidade, do vigor e da deterioracdo
por umidade, de danos mecanicos, de insetos e de secagem, isto para soja, ndo para todas
as espécies (Vieira et al., 1994). Os dados obtidos neste teste auxiliam no processo de
controle de qualidade durante as etapas de colheita, transporte, beneficiamento e
armazenamento de sementes (Carvalho, 1986).

A avaliacdo do vigor da semente como rotina na indudstria sementeira tem evoluido
a medida que os testes disponiveis vém sendo aperfeicoados, fornecendo maior precisao e
reprodutibilidade dos resultados - o que é de extrema importancia na tomada de decisdo
pelo sistema de produgdo e comercializacdo (Vieira et al., 1994). Segundo Deswal e Chand
(1997), o teste de tetrazélio tem sido usado, ndo somente como uma técnica para estimar a
viabilidade, mas também o vigor das sementes. O teste de tetrazdlio, desenvolvido por
Lakon em 1939 e posteriormente aperfeicoado e divulgado por Moore em 1972, baseia-se
na atividade dos tecidos vivos (AOSA, 1983). O teste de tetrazdlio reflete a atividade das

enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiracdo. Estas enzimas catalisam
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reacdes respiratrias nas mitocondrias durante a glicdlise e o ciclo de Krebs. Durante a
respirag@o ocorre a liberagio de fons de hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5 trifenil cloreto
de tetrazdlio reage formando uma substincia de cor vermelha e insoliivel denominada
formazam (Franca Neto et al., 1998), ou seja, ocorre a hidrogenacdo do tetrazdlio
produzindo o trifenil formazan. Isto torna possivel distinguir as partes vivas, coloridas de
vermelho, daquelas mortas que mantém a sua cor. Para a realizacdo do teste de tetrazdlio é
indicado um tratamento de pré-condicionamento que visa a penetracdo da solug¢do nos
tecidos de interesse a serem avaliados. Em sementes com tegumento impermedvel a dgua,
diversos tratamentos de pré-condicionamento vém sendo utilizados como corte,
escarificacdo e embebicdo em dgua (Davide et al., 1995; Malavasi et al., 1996; Ferreira et
al., 2001; Mendonga et al., 2001; Oliveira et al, 2005a). Além do pré-condicionamento, a
utilizacdo de solugdo de tetrazdlio em concentragdo adequada, tempo e a temperatura de
condicionamento e interpretacio correta da coloracdo das sementes, sdo fundamentais para
que se obtenham resultados confidveis (Oliveira et al., 2005a).

No entanto, metodologias consolidadas e, por conseguinte, mais eficientes para o
teste de tetrazolio, estdo restritas a poucas espécies como soja, feijao, milho e algumas
gramineas forrageiras (Bhering et al., 2005). Para sementes de leguminosas forrageiras,
como € o caso da cunhd, o teste de tetraz6lio ainda ndo tem metodologia definida,
principalmente pela caréncia de informagdes sobre a metodologia mais apropriada. Desta
forma, este trabalho objetivou verificar a eficiéncia de diferentes métodos de pré-
condicionamento e concentragdes da solucdo de tetrazdlio para avaliar a qualidade de lotes

de sementes de cunha.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Setor de Produgdo e Tecnologia de Sementes do
Laboratério de Fitotecnia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro -
UENF, em Campos dos Goytacazes, RJ. As vagens de cunhd, em fase final de maturacdo,
foram colhidas manualmente nos municipios de Seropédica, RJ, nos meses de maio/junho,
nos anos de 2004 (Sero 04) e 2005 (Sero 05) e em Fortaleza, CE, no ano 2007 (Fortal 07).
Apés a colheita, as vagens foram secas a temperatura ambiente (18 - 22°C), sendo entdo
extraidas as sementes. Os lotes foram beneficiados retirando as sementes visualmente

danificadas, chochas e fragmentos de sementes e, em seguida, as sementes selecionadas
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foram armazenadas em sacos de polietileno e mantidas até o momento de sua utilizagdo,
em cAmara com controle de temperatura e umidade (5 a 10°C; 70% UR). O experimento
foi realizado entre maio de 2004 (colheita do lote Sero 04) e Janeiro de 2008 (montagem
dos testes), portanto, o lote Sero 04 foi armazenado por 43 meses, o lote Sero 05, por 31
meses e o Fortal 07, por 6 meses; além disso, parte do lote Fortal 07 foi utilizado para a
confeccdo do lote Fortal 07-velha, onde estas sementes foram submetidas, segundo Santos
e Paula (2007), a temperatura de 45°C por 120 horas, para envelhecimento acelerado ou
precoce.
Teor de dgua: retiradas da camara de armazenamento, as sementes foram mantidas por 24
horas em condi¢cdes ambientais e tiveram seu teor de dgua determinado pelo método de
estufa a 105+3°C por 24 horas com quatro repeti¢des de quatro gramas (Brasil, 1992). As
sementes foram quebradas dentro de um saco plastico fechado, com o auxilio de um alicate
e colocadas em recipientes de aluminio com peso pré-determinado, pesadas e colocadas em
estufa (Oliveira et al., 2005b). Os resultados da determinagdo dos teores de dgua foram
calculados com base no peso das sementes imidas (base imida).
Teste de tetrazolio: foram testadas duas metodologias para o pré-condicionamento das
sementes de cunha: a) escarificagdo manual com lixa d’dgua n® 100: as sementes foram
lixadas até pequena exposi¢do dos cotilédones com posterior imersdo em dgua por 14
horas, a 25°C; e b) dgua quente: as sementes foram imersas em 4gua a temperatura de
95°C e deixadas em repouso na mesma agua, fora do aquecimento, por 24 horas, a 25°C.
Decorrido estes periodos, os tegumentos das sementes foram cuidadosamente retirados
com Lamina de Bisturi A¢o In6x n° 15 e as sementes foram colocadas em copos plésticos,
sendo totalmente submersas em solug@o de tetrazdlio (pH 6,5) nas concentracdes de 0,1;
0,3 e 1%, mantidas no escuro a temperatura de 25°C, por 2 horas e 30 minutos (Oliveira et
al., 2005b).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes de cinquenta sementes para cada tratamento.

Ap6s o desenvolvimento da coloragdo, as sementes foram lavadas em dgua corrente
e deixadas submersas em agua até o momento da avaliacdo. As sementes submetidas ao
teste de tetrazdlio foram cortadas no sentido longitudinal ao centro, abrangendo os
cotilédones e o eixo embriondrio. As duas metades foram individualmente examinadas e,
de acordo com a extensdo, intensidade dos tons avermelhados, presenca de areas brancas
leitosas, aspecto dos tecidos e localizag¢do destas coloracdes em relacdo as dreas essenciais

ao crescimento, as sementes foram individualmente colocadas em categorias de vidveis e
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invidveis (Figura 1), de acordo com padrdes publicados por ISTA (1993), seguindo
modelos descritos por Moore (1972) e Grabe (1976) para diversas espécies agricolas e
florestais.

Teste de germinagdo: inicialmente, as sementes, em quatro repeticdes de 50, foram
desinfestadas em solucdo de NaClO 1% por 2 min (Teixeira et al., 2005); apds cinco
lavagens com dgua destilada, as sementes foram secas em papel toalha descartdvel e foram
escarificadas com lixa d’dgua n°® 100, para provocar pequenas ranhuras no tegumento
(Deminicis et al., 2006), para a superacdo da dorméncia causada pela impermeabilidade do
tegumento a dgua, sendo colocadas para germinar em papel germitest autoclavado
(120°C/20 minutos) e umedecido com dgua destilada na propor¢do de 2,5 vezes o peso do
papel. Foram confeccionados rolos que foram mantidos, de acordo com Brasil (1992), em
incubadora do tipo BOD, a 25°C, sob luz branca constante. A avaliagdo do teste de
germinagdo foi realizada diariamente a partir do 4° dia até o 10° dia ap6s a montagem do
teste. A classificag¢do das plantulas como normais ou anormais foi realizada de acordo com
Brasil (1992), considerando normais, as plantulas com todas as estruturas essenciais em
perfeito desenvolvimento.

Primeira contagem do teste de germinacdo: os valores da primeira contagem foram
obtidos no 4° dia ap6s a montagem do teste de germinagdo (Brasil, 1992).

Indice de velocidade de germinagdo: foi calculado conforme férmula proposta por
Maguire (1962): IVE=(E/D)+(E»/D;)+(E./D,), em que: E=nimero de plantas emergidas,
na primeira, segunda, ..., iltima contagem e D= numero de dias da semeadura a primeira,
segunda, ..., dltima contagem.

Os dados obtidos nos testes de tetrazdlio, germinacdo, primeira contagem, indice de
velocidade de germinacdo, foram transformados em arcsen Vx/100 e submetidos a andlise
de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%, utilizando o

programa SISVAR (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da realizacdo dos testes de tetrazélio e germinacdo, as sementes que
constituiram os lotes de cunha Fortal 07, Sero 04 e Sero 05 apresentavam teor de dgua em
torno de 25% e o lote Fortal 07-velha apresentou 10%. Nas sementes submetidas ao

método de pré-condicionamento com agua quente, houve dificuldade de rompimento do
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tegumento para a retirada do embrido, pois o tegumento ndo amoleceu completamente em
todas as sementes. Além disso, foram observadas manchas escuras nos cotilédones das
sementes de todos os lotes apds a imersdo na solucdo de tetrazdlio, o que dificultou a
interpretacdo do teste concordando com o relatado por Oliveira et al. (2005b), que,
estudando a eficiéncia de métodos de pré-condicionamento e concentragdes da solucdo de
tetraz6lio na avaliagdo da qualidade de sementes de canafistula (Peltophorum dubium),
observaram que o pré-condicionamento com agua quente forma manchas mais escuras nas
sementes. De acordo com Copeland et al. (1959), isso se d4, provavelmente, porque o pré-
condicionamento com 4dgua quente antes da coloracdo pode provocar fraturas de estruturas
internas das sementes e estimular atividade enzimdtica, justamente por causa da rdpida
absorcdo de dgua. Entretanto, Baskin e Baskin (1998) observaram que o tratamento com
dgua quente foi eficiente como pré-condicionamento de sementes de Senna marilandica e
Senna obtusifolia para o teste de tetrazélio. Da mesma forma, Eira et al. (1993) verificaram
que a dgua quente a 100°C, com posterior resfriamento, também ndo foi eficiente para o
pré-condicionamento de sementes de Enterolobium contortisiliquum (Jacarand4 da Bahia).
Todas as trés espécies acima mencionadas sdo Fabdceas herbidceas e/ou arbustivas e
possuem sementes com dorméncia tegumentar, por conta da impermeabilidade do
tegumento a dgua, como a Clitorea ternatea.

Quanto ao tratamento escarificacio manual com lixa d’dgua, no momento da
interpretacdo do teste, foi observado que a regido com ranhuras estava descolorida ou com
coloragdo vermelho-intenso justamente devido a danos causados pela lixa. Todavia, estes
danos afetaram de forma branda apenas a parte externa dos cotilédones, ndo prejudicando a
interpretacdo dos resultados. Outros autores como Davide et al. (1995), Malavasi et al.
(1996) e Oliveira et al. (2005b) também utilizaram este tipo de pré-condicionamento em
sementes de espécies florestais, como Platycyamus regnellii, Dipteryx alata e
Peltophorum dubium, e observaram resultados similares ao verificado neste estudo.

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que ndo houve diferenga
significativa entre os testes de germinacdo e tetrazolio para o lote Fortal 07 e Fortal 07-
velha, contudo, nos lotes Sero 05 e Sero 04, a germinacdo das sementes foi superestimada
quando comparada a viabilidade pelo teste de tetrazdlio, em todas as concentragcdes
testadas, provavelmente devido ao fato deste teste ndo detectar a presenga de patégenos,
que podem ter causado declinio no teste de germinagdo (Seneewong et al., 1991).

O teste de tetrazolio, tanto na concentragdo de 0,1 como na de 0,3%, possibilitou

distinguir os lotes Fortal 07 e os lotes Sero 05 e Sero 04 e o lote Fortal 07-velha quanto a
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viabilidade, apesar de os trés lotes primeiros lotes serem considerados de alta qualidade, ja
que apresentaram altos valores nos testes de germinagdo, acima de 80 (Tabela 1). Assim,
para validar a metodologia de tetrazolio para determinada espécie devem ser testados lotes
com diferentes niveis de qualidade, para se ter mais certeza se o método testado realmente
€ confidvel para uma dada espécie, por isso € muito importante que entre os lotes testados
esteja incluido um lote de menor qualidade fisioldgica, como € o caso do lote Fortal 07-
velha, pois nestes € que surgem as maiores dificuldades e duvidas na interpretacdo dos
tecidos/regides vivos e ndo vigorosos.

De acordo com Krzyzanowski et al. (1999), a busca por metodologia adequada na
utilizacdo do teste de tetrazdlio deve ser fundamentada para a simples distingdo de tecidos
vidveis e invidveis e na aptiddo de diferenciar lotes de qualidade fisiolégica distintas.
Quanto a coloragcdo obtida nos embrides das sementes nas diferentes concentragdes
estudadas, para as sementes do lote Fortal 07, observou-se uma coloragdo résea nos tecidos
vigorosos, quando foi utilizada a concentragdo de 0,3% da solugdo de tetrazdlio, enquanto
que para as sementes do lote Sero 05 e Sero 04, foi observada coloragdo résea mais fraca.
Os tecidos vivos das sementes do lote Sero 05 e Sero 04 apresentaram coloracdo rdsea
intensa quando imersos na concentragdo de 1%, o que nao foi observado no lote Fortal 07.
No lote Fortal 07-velha os tecidos vivos apresentaram coloragdo vermelho intensa,
vermelhas-carmim forte, mas em sua maioria as sementes apresentaram tecidos com
coloragio original (verde) ou branco-leitoso e textura flacida.

Mendonga et al. (2006) observaram que o pré-condicionamento com imersao em
dgua por 48 horas, com retirada do tegumento, e imersdo das sementes em solucdo de
tetrazolio a 0,075% por 60-120 minutos a 35-40°C é o método mais eficiente para
determinar a viabilidade de sementes de mangaba-brava (Lafoensia pacari St. Hil.).
Zucareli et al. (2001), relataram que para as sementes de Albizia hasslerri, a embebicio,
seguida pela retirada do tegumento e solucdo de tetrazélio com concentracio de 0,1% por
cinco horas de coloragdo, mostrou-se como alternativa viavel na avaliagdo da viabilidade
pelo teste de tetrazdlio. Nascimento e Carvalho (1998) constataram que o pré-
condicionamento por 24 horas, a temperatura de 30°C, expondo os sementes de Genipa
americana a solu¢do de tetrazélio a 0,25%, durante duas horas sob 40°C, foi o
procedimento mais eficiente para visualizar as categorias das sementes em andlise.
Segundo Afez et al. (2007), a concentragdo da solugdo de tetrazdlio a 0,5%, em
temperatura de incubagdo de 30°C e tempo de desenvolvimento de coloragio de 90

minutos é indicada como metodologia adequada para a avaliacdo da viabilidade de
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sementes de Jatropha elliptica. Oliveira et al. (2005b) relataram que a concentragdo 0,1%
da solugéo de tetraz6lio por 150 minutos a 25°C permitiu avaliar a qualidade de lotes de
sementes de Peltophorum dubium. Fernandes et al. (2007) verificaram que a imersdo em
dgua por 24 horas, seguida da retirada do tegumento e posterior embebicdo em solucio de
tetraz6lio a uma concentracio de 0,5% por quatro horas, permite a melhor visualizagdo da
coloragdo dos tecidos de sementes de coquinho-azedo (Butia capitata (Mart.) Becc).

No presente estudo, contrastando com o verificado pelos autores acima, a
concentracgdo de 0,3% da solugdo de tetrazdlio permitiu obter coloragcdo mais nitida quando
comparada as demais concentracdes, contudo permaneceu dentro da faixa utilizada pelos

mesmos (concentracdo de 0,075 a 0,5%).

CONCLUSOES

O método de escarificacdo manual utilizando lixa e posterior embebicdo em dgua
por 14 horas, a 25°C apresenta maior eficiéncia no pré-condicionamento de sementes de
cunha.

No teste de tetrazélio, a concentragdo de 0,3% da solugdo de tetrazdlio por 2 horas
e 30 minutos, a 25°C permite avaliar com clareza a viabilidade de sementes de Clitorea

ternatea L..
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Todas as estruturas do embrido intactas e
coloracdo superficial e uniforme indicando
lenta penetracdo da solucdo de tetrazdlio
(Viavel).

Sementes com pequenos danos superficiais na
face externa dos cotilédones. A face interna dos
cotilédones e o eixo embriondrio nao
apresentam sinais de danos (Vidvel).

Sementes com pequenas fraturas nos
cotilédones, areas brancas ou vermelho-carmim
na face externa e interna dos cotilédones e eixo
embrionario intacto (Viavel).

Os danos sdo caracterizados por fraturas ou
estrias visiveis na superficie interna dos
cotilédones. Apresentam dreas vermelhas-
carmim forte, ou branco-leitoso. Os danos
podem afetar o eixo embriondrio (Inviavel).

Os danos sdo mais severos, como fraturas nos
cotilédones ou no eixo embriondrio, porém
mais da metade dos cotilédones permanecem
vidveis (Invidvel).

Regido dos cotilédones com coloragdo
vermelho-intenso ou descolorida, afetando o
eixo embrionario (Inviavel).

Tecidos coloracdo original ou branco-leitoso,
textura flacida (Inviavel).

Figura 1. Categorias de sementes de Clitorea ternatea L. submetidas ao teste de

tetrazolio.
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1 TABELA 1. Resultados dos testes de tetrazdlio e de germinacdo (TG), Primeira
2 contagem do teste de germinacao (1°C) e indice de velocidade de germinaciao (IVG)
3 em sementes de Clitorea ternatea L. (TZ 0,1 = 0,1% da solucao de tetrazdlio, TZ 0,3 =
4 0,3 % da solucao de tetrazélio e TZ 1,0 = 1% da solucao de tetrazoélio).
5
Testes Lotes
Fortal 07 Sero 05 Sero 04 Fortal 07-velha CV%
TZ 0,1 91,50 Aa 89,50 Bab 84,80 BCb 13,50 Ac 1,78
TZ 0,3 92,80 Aa 90,50 Ab 90,50 Ab 14,75 Ac 2,01
TZ 1,0 89,70 Bab 91,80 Aa 89,50 ABb 13,70 Be 1,99
TG 90,50 Aa 86,00 Cb 84,75 Cb 12,31 Ac 0,99
1°C 79,65 Ca 77,40 Cb 76,28 Cb 10,24 Cc 0,94
IVG 17,46 a 5,88 b 5,73b 1,26¢ 4,75
CV% 2,00 1,27 1,80 2,35
6 *Médias seguidas pela mesma letra maidscula nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste
7 de Tukey, a 5% de probabilidade.
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
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AVALIACAO DO POTENCIAL FISIOLOGICO DE SEMENTES DE
LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS SUBMETIDAS A
PERMANENCIA EM MISTURA MINERAL PARA BOVINOS

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fisioldgico de sementes de cunha
(Clitorea ternatea), estilosantes (Stylosanthes spp. cv. Campo Grande), macrotiloma
(Macrotyloma axillare) e soja perene (Neonotonia wightii) submetidas a permanéncia em
mistura mineral para bovinos, pelo teste de germinagdo, pelo teste de envelhecimento
acelerado e pelo teste de condutividade elétrica, com o intuito de dispersd-las na pastagem
pelas fezes bovinas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4x7 (quatro espécies, sete tratamentos), com quatro repeticdes. As
sementes permaneceram na mistura mineral por: 0, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas. O estresse
salino, até 24 horas, ndo representou risco para a germinacdo das sementes. Assim, a
introdugdo de sementes em mistura mineral para bovinos para a dispersdo de leguminosas

na pastagem pode ser utilizada.

Termos para indexag@o: Suplemento mineral, germinagéo, teor de umidade e vigor.



O 0 N N N B~ WD =

W W W W N N N N N N N N N N R e e e e e e e
W N = O O 0N R WD = O 0 0NN NN RN = O

37

EVALUATION THE PHYSIOLOGICAL POTENTIAL OF TROPICAL FORAGES
LEGUMES SEEDS SUBMITTED TO THE PERMANENCE IN MINERAL
MIXTURE FOR BOVINES

Abstract: This paper studied physiologic potential of seeds of butterfly pea (Clitorea
ternatea), stylo (Stylosanthes spp. cv. Campo Grande), archer (Macrotyloma axillare) and
perennial soybean (Neonotonia wightii) submitted to the permanence in mineral mixture
for bovine, for the germination test, for the accelerated aging test and for the electric
conductivity test, with the intention of dispersing them in the pasture by the bovine feces.
A completely randomized design at factorial scheme 4x7 (four species, seven treatments)
with four repetitions was used. The seeds stayed in the mineral mixture for: 0, 12, 24, 36,
48, 72 and 96 hours. The saline stress, up to 24 hours, didn't represent risk for the
germination of the seeds. Like this, the introduction of seeds in mineral mixture for

bovines for dispersion of legumes in the pasture can be used.

Index terms: Mineral supplement, germination, humidity rate and vigor.
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INTRODUCAO

O estudo da avaliagdo de leguminosas forrageiras com a finalidade de aproveita-las
em pastagens ja foi realizado por diversos pesquisadores, porém, um dos maiores problemas
encontrados € a fase de estabelecimento. Segundo Valentim e Carneiro (1998) e Tonin
(2004), a forma mais barata de introduzir leguminosas em pastagens € utilizar as vacas
como ‘“plantadeiras”, ou seja, o produtor introduz sementes na dieta das vacas ou no sal
mineral para bovinos, para que ocorra quebra da dorméncia, e os proprios animais fazem a
disseminagdo. Apesar de varios estudos terem sido realizados para avaliar varias formas de
introducdo de leguminosas em pastagem (Valentim et al., 2002; Ribeiro et al., 2007),
poucos sdo os trabalhos que buscam o desenvolvimento da técnica de dispersio de
sementes, por meio da introdugdo de sementes em concentrado ou mistura mineral para
bovinos, caprinos, ovinos e/ou equinos (Deminicis et al., 2007, Rezende et al. 2007 e Silva
2008). Atualmente muitos produtores estdo tentando consorciar suas pastagens com O
estilosantes por meio da mistura destas sementes no sal fornecido ao rebanho, pois
acreditam que ao ingerir o sal no cocho, os animais ingerem as sementes € estas encontram
ambiente propicio para germinagdo quando sio excretadas (Rezende et al., 2007).

Os efeitos dos sais no comportamento germinativo das sementes € no crescimento
inicial de plantulas sdo conhecidos ha muito tempo, como: a redugdo da porcentagem e
velocidade de germinacgdo, o efeito téxico no embrido dificultando a absorcdo de dgua
pelas sementes e raizes, como facilitando a entrada de dgua em concentragdes toxicas
(Campos e Assuncdo, 1990). Isto ocorre devido a seca fisiolégica como também a
diminui¢do do potencial hidrico e ao aumento de concentracio de fons no embrido (Prisco
e O’leary, 1970), sendo considerado como um fator limitante para o desenvolvimento e
produtividade de plantas (Allakhverdiev et al., 2000). Sobre os mecanismos de adaptacdo a
salinidade, muitos trabalhos tém sido realizados referentes a fisiologia da resisténcia das
plantas a salinidade (Silva et al., 1992; Wang e Nil 2000). E as respostas bioldgicas a alta
salinidade em plantas t€m sido mais discutidas ultimamente (Ehret e Plant, 1999; Zhu,
2002; Munns, 2005).

No entanto, sdo poucos os trabalhos que avaliam os danos causados pela
permanéncia de sementes em algum tipo de sal (ex: cloreto de sédio), por determinado
periodo de tempo, e que apds serem retiradas desta condi¢do sdo semeadas em condi¢des
ideais de umidade, luz, temperatura e oxigénio (Deminicis et al., 2007 e Rezende et al.

2007).
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A avaliacdo do potencial fisiologico das sementes ¢ componente fundamental de
determinagdo da qualidade de sementes, pois constitui referéncia sobre o desempenho das
plantas (Torres e Negreiros, 2008). O teste de germinac¢do conduzido em laboratério sob
condicdes favordveis de substrato, umidade e temperatura, geralmente superestima o
potencial fisiolégico de lotes de sementes sendo, portanto, cada vez maior a necessidade de
aprimoramento dos testes destinados a avaliacdo do vigor de sementes, principalmente, no
que diz respeito a obtencdo de informagdes consistentes e, de preferéncia, em periodo de
tempo relativamente curto (Torres, 2002). Em funcdo disso, é importante avaliar o vigor
das sementes como complemento as informagdes fornecidas pelo teste de germinacéo.

Para isso, vdrios procedimentos tém sido usados, dentre eles o teste de
envelhecimento acelerado e o de condutividade elétrica, usando-se a solu¢do de embebicdo
das sementes. O teste de envelhecimento acelerado avalia a reacdo das sementes quando
expostas a temperatura e umidade relativa elevadas. Sob essas condicdes, as de menor
potencial fisioldgico deterioram-se mais rapidamente do que as mais vigorosas, permitindo
identificar diferencas entre as amostras avaliadas (TeKrony, 1995). O teste de
condutividade elétrica baseia-se no principio de que com o processo de deterioracdo ocorre
a lixiviac@o dos constituintes celulares das sementes embebidas em dgua devido a perda da
integridade dos sistemas celulares. Assim, baixa condutividade significa alta qualidade da
semente e alta condutividade, ou seja, maior saida de lixiviados da semente sugere 0 menor
vigor desta, devido ao aumento de eletrdlitos (Vieira e Krzyzanowski, 1999).

Em funcio disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fisiologico de
sementes de cunha (Clitorea ternatea), estilosantes (Stylosanthes spp. cv. Campo Grande),
macrotiloma (Macrotyloma axillare) e soja perene (Neonotonia wightii) submetidas a
permanéncia em mistura mineral para bovinos, pelo teste de germinacdo, pelo teste de
envelhecimento acelerado e pelo teste de condutividade elétrica, com o intuito de oferecer
aos bovinos sementes misturadas no sal mineral visando usar como veiculo de ingestao,

para dispersa-las na pastagem pelas fezes bovinas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitotecnia da UENF, em Campos

dos Goytacazes - RJ, entre agosto e setembro de 2007. As espécies utilizadas foram:
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Clitorea ternatea, Stylosanthes spp. cv. Campo Grande, Neonotonia wightii e Macrotyloma
axillare.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x7 (4 leguminosas, 7 periodos de permanéncia), com quatro repeti¢des. Os
tratamentos foram os seguintes: A) permanéncia em mistura mineral para bovinos por: A)
12; B) 24; C) 36; D) 48; E) 72; E) 96 e F) zero horas. A composi¢do da mistura mineral
“completa” para gado de corte foi a seguinte, por kg do produto: Ca=172,93 g; P=41,8 g,
Na =157,09 g; Mg =7,14 g; S = 26,39 g; Fe = 1598,8 mg; F =418 mg; Co = 80 mg; Cu =
1250 mg; I = 97,6 mg; Se = 37,5 mg; Zn = 3800 mg; Mn = 764,4 mg e Solubilidade do P
em ac. Citrico a 2% = 90%. Sendo o teor de s6dio da mistura mineral utilizada (15%)
semelhante ao teor encontrado em sal branco para bovinos (16%). Para a confec¢do dos
tratamentos, foram utilizadas 200 gramas de mistura mineral e 20 gramas de sementes para
cada periodo de permanéncia, por repeti¢do. Apds os tratamentos, 50 sementes por
repeticdo foram lavadas com dgua destilada (4 lavagens com 50 mL), secas com papel
toalha e escarificadas com lixa d’dgua n°100, até serem observadas ranhuras no tegumento
das sementes para a quebra da dorméncia. Apds a escarificagdo, foi realizado o teste de
germinagdo para determinacdo dos efeitos do estresse salino sobre a porcentagem de
germinagdo (PG%) e indice de velocidade de germinagdao (IVG), quando as sementes
foram colocadas em germinador tipo BOD a 25°C, com 12 horas de luz, durante 10 dias.
Foram realizadas contagens diarias de sementes germinadas. O IVG foi calculado
conforme Maguire (1962). Para determinagdo dos efeitos do estresse salino sobre o teor de
umidade das sementes (U%), apds os tratamentos, as sementes foram pesadas e levadas,
em recipientes de aluminio, para a estufa de desidratacdo (105°C). Para a determinagdo do
teor de umidade, foi utilizada a férmula: U% = ((Pinicial — Pfinal) x 100) / Pinicial.

Para o teste de envelhecimento acelerado, foram separadas 5g de sementes de cada
espécie por tratamento (periodos de permanéncia em mistura mineral) por repeticdo, as
quais foram lavadas com 4gua destilada (4 lavagens com 50 ml), secas em papel toalha e
colocadas sobre tela em caixa gerbox contendo 40 ml de dgua destilada (Marcos Filho et
al., 1987), mantidas a 41°C por periodos de 48 horas (Garcia e Menezes, 1999). Decorrido
esse periodo de envelhecimento, quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento foram
colocadas para germinar conforme procedimento descrito para o teste de germinagdo
(Brasil, 1992).

Para o teste de condutividade elétrica, foram separadas 50 sementes inteiras de cada

espécie, por tratamento (periodos de permanéncia em mistura mineral), por repeti¢do, as
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quais foram lavadas com dgua destilada (4 lavagens com 50 ml), secas em papel toalha,
pesadas e colocadas em copos plasticos descartiveis com capacidade para 100 ml;
adicionaram-se 75 ml de 4gua destilada e foram mantidas por 24 horas em camara a 25°C.
Ap6s este periodo, determinou-se a condutividade da solugdo na qual encontravam-se
imersas as sementes, a leitura foi realizada em condutivimetro DIGIMED modelo DM-31,
sendo o valor obtido dividido pelo peso das sementes (Vieira e Carvalho, 1994), e os
resultados foram expressos em puS/cm/g (Vieira e Krzyzanowski, 1999). Os resultados da
germinagdo foram expressos em porcentagem, sendo submetidos a andlise da varidncia,
utilizado o teste de Tukey, a 5% de significancia para a comparacdo das médias. Os
resultados foram transformados, para fins de andlise de variincia, em arcosenvx/ 100,
exceto os dados referentes ao indice de velocidade de germinag@o e primeira contagem e

condutividade elétrica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, pode-se observar os resultados obtidos para porcentagem de
germinagdo (TG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), teor de dgua (TA), primeira
contagem da germinacgéo (1* TG), condutividade elétrica (CE) e envelhecimento acelerado
(EA) das sementes de cunhd, estilosantes, soja perene e macrotiloma submetidas a
diferentes periodos de estresse salino, em mistura mineral para bovinos.

Quanto a porcentagem de germinagdo, os valores, para todas as espécies,
decresceram a medida que se aumentou o periodo de permanéncia na mistura mineral, no
entanto ndo apresentaram comportamento de redugdo drdstica deste percentual nas
primeiras 24 horas de estresse salino, apesar de, ao fim do periodo total de estresse (96
horas), reduzir pela metade os valores da porcentagem de germinacdo das sementes. A
reducdo observada no presente estudo foi em torno de 39,1; 45,5; 49,6 e 11,6% para cunha,
estilosantes, soja perene e macrotiloma, respectivamente. Foi observado que a resposta das
espécies ndo seguiu um padrio Unico, justamente porque hd variagdes na sensibilidade
relativa das espécies ao estresse salino, refletida nas diferencas observadas na germinacgio
e desenvolvimento de plantas de diferentes espécies. Este comportamento pode ser
justificado pelo fato de que acentuada redug@o no teor de dgua coincide com a méaxima
germinagdo e vigor (Carvalho e Nakagawa, 2000). Outro motivo, segundo Deminicis et al.

(2007), pode ter sido a forma como as sementes foram submetidas a mistura mineral,
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diferentemente de outros estudos que submeteram as sementes a estresse em solugdes
salinas. Em contraste, a sensibilidade aumenta em sementes de espécies que apresentam
maior teor de dgua em seus tecidos antes do estresse e durante o desenvolvimento das
plantas apds a germinag¢do (Mass e Hoffmann, 1977). A absor¢do de fons de sais pelas
sementes pode determinar distirbio no balanco osmético das células e toxidez. Por outro
lado, esse comportamento pode ser influenciado pela disponibilidade hidrica em funcdo do

tipo de substrato e potencial da 4gua no mesmo (Lopes e Macedo, 2008).

(¢

De acordo com Lopes e Macedo (2008), o sucesso no processo germinativo
dependente do movimento de dgua através dos tecidos que envolvem a semente e a
presenca de sais interfere no potencial hidrico, reduzindo o gradiente de potencial entre o
substrato e a superficie da semente, restringindo a captacdo de dgua pela semente. Desta
forma, o estresse salino, pode ser considerado como um estresse hidrico antes mesmo da
germinagdo e implicando em danos as sementes e a germinacdo das mesmas. Isto porque a
germinagdo é caracterizada pela protrusdo da raiz primdria, que apenas se completa quando
o teor de dgua da semente exceder um valor critico que possibilite a ativa¢dao dos processos
metabdlicos promotores do crescimento do eixo embrionario (Tambelini e Perez, 1998).
Como o estresse salino afeta a qualidade das sementes, a resposta das mesmas ¢é
comprometida, pois o aumento da concentra¢do de sais no substrato determina redugdo no
potencial hidrico das sementes, resultando em menor capacidade de absor¢do de dgua pelas
sementes, o que geralmente influencia a capacidade germinativa e o desenvolvimento das
plantulas (Rebougas et al., 1989).

Para os resultados de primeira contagem da germinacgdo, observa-se que, com O
aumento do periodo de permanéncia na mistura mineral, a porcentagem de plantulas
normais foi significativamente reduzida, este comportamento € similar ao observado por
Torres (2007), que, estudando a germinacdo de melancia em funcdo da salinidade,
constatou que, para os resultados de primeira contagem da germinagdo, o aumento do
potencial osmético no substrato de germinagdo reduz drasticamente a porcentagem de
plantulas normais. A redugdo observada no presente estudo foi em torno de 64,2; 40,0;
36,6 e 31,8% para cunha, estilosantes, soja perene e macrotiloma, respectivamente. Lima et
al. (2005), com arroz, verificaram que com o incremento da salinidade, hd reducgdes
progressivas na porcentagem de germinacdo, afetando também o desenvolvimento de
plantulas normais. Comparando-se os resultados da primeira contagem com os da
percentagem final de germinacdo, verificou-se que os dados de primeira contagem foram

os mais afetados nas espécies cunhd e estilosantes, com o aumento da permanéncia das
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sementes na mistura mineral. Este fato ja era esperado porque a velocidade de germinagdo
¢ o primeiro parametro afetado pela reducdo da disponibilidade de dgua (Torres, 2007).

No entanto, o diferente comportamento entre as espécies pode estar associado a
presenca de hilo e micrépila maiores microscopicamente ou mais sensiveis nas espécies
cunhd e estilosantes, talvez, pelo motivo do tegumento do estilosantes ndo possuir
dorméncia possa contribuir para esse resultado. Isto porque a testa (tegumento), o hilo e a
micrépila sdo as principais via de entrada e saida de 4gua nas sementes da maioria das
leguminosas, apesar dessa passagem de dgua ser lenta (Melhem, 1974).

Quanto ao teor de 4gua (TA), as sementes apresentaram redugdo no seu teor na
medida em que se aumentou o periodo de permanéncia na mistura mineral, apresentando
correlacdo média positiva de 0,59, com a TG, e de 0,67, com o IVE. A reducdo observada
(entre tempo zero e 96 horas) no presente estudo foi em torno de 79,4; 29,2; 83,2 e 70,4%
para cunhd, estilosantes, soja perene e macrotiloma, respectivamente. No entanto, o
estilosantes foi a espécie que menos perdeu dgua e manteve seu teor de dgua, entre 70 e
80% nas primeiras 24 horas, com redugdo de 24,15%, a partir da qual teve redugdo
evidentemente acentuada no teor de dgua, nas outras espécies a redugdo do teor de dgua foi
drastica logo nas primeiras 24 horas, ou seja, a cunhd, o macrotiloma e a soja perene
tiveram, respectivamente, reducio de 68,2; 57,9 e 59,4%, provavelmente, em funcido da
maior TA inicial, o que facilita a perda de d4gua nestas sementes.

Na medida em que se aumentou a permanéncia das sementes na mistura mineral, o
IVG diminuiu entretanto, nas primeiras 24 horas, o IVG aumentou para cunha e manteve-
se estavel nas outras trés espécies, em relacdo ao tempo zero. Este comportamento foi
observado por Deminicis et al. (2007) que trabalhando com trés das espécies utilizadas
neste estudo (cunh3, soja perene e macrotiloma), submetidas a permanéncia em cloreto de
sodio, sugerem que superado o estresse salino, e por meio de algum tratamento que supere
a dorméncia das sementes, como por exemplo a escarificacdo do tegumento com lixas, as
mesmas germinam o mais rapido possivel, desde que o estresse ndo ultrapasse 24 horas e
que existam condi¢des favordveis para a germinagdo. Queiroga et al. (2006), trabalhando
com sementes de meldo, verificaram que o tratamento pré-germinativo (estresse salino das
sementes) proporciona beneficios & germina¢do e maior massa seca da parte aérea das
plantulas; por outro lado, a salinidade da dgua de irrigac@o reduz a drea foliar e a altura da
plantulas desta espécie. Cavalcante e Perez (1995) constataram que o IVG de leucena foi
inversamente proporcional a concentracdo de NaCl, na qual as sementes foram submetidas

a estresse.
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Em relacdo a condutividade elétrica, nota-se que houve uma tendéncia de aumento
na quantidade de eletrdlitos liberados pelas sementes das quatro espécies estudadas, com o
decorrer do tempo de embebicdo; fato este relatado por vérios autores trabalhando com
soja (Loeffler et al., 1988; Marcos Filho et al., 1990; Dias e Marcos Filho, 1996). Contudo,
estes aumentos sdo proporcionais ao aumento da permanéncia sob estresse salino, para
cada espécie, no decorrer do tempo. Desta forma, essa resposta pode ser evidenciada na
observacgdo da correlagdo média negativa de 0,532, com a TG, e de 0,589, com o IVE. Tal
fato € importante, pois com a diferenciacdo entre as sementes submetidas aos diferentes
periodos de estresse pdde ser observada, com excecdo a cunhd. Com relacio ao efeito dos
fons salinos, possivelmente presentes associados ao tegumento das sementes, por conta do
estresse salino ao qual foram submetidas, procurou-se eliminar a0 médximo quando da
lavagem com agua destilada. Além disso, o tamanho da semente pode certamente afetar na
avalia¢do da condutividade, pois a cunha tem sementes de tr€s a cinco vezes maiores que
as das outras espécies estudadas. De forma geral, o uso de sementes de diferentes tamanhos
afetou os valores da condutividade elétrica. Tao (1978) explicou que este fendmeno pode
ocorrer em funcgdo da alta relacdo entre a superficie por unidade de peso, nas sementes
pequenas. Prete (1992) encontrou valores elevados de condutividade elétrica para os
menores graos de café, que segundo este autor, pode estar associado a um estddio mais
avancado de deterioracdo destas ou a um maior grau de imaturidade nesta classe de
tamanho. Vale destacar a recomendagdo que os resultados da condutividade elétrica
expressos com base de peso das sementes minimiza o efeito do tamanho nos resultados da
condutividade elétrica. Entretanto, apesar de reduzir tal efeito, essa metodologia ndo
elimina completamente o problema (Vieira, 1994). Assim, os resultados obtidos levam a
sugerir que deve-se ter cautela na interpretacdo dos valores de condutividade elétrica para
sementes de cunhd, estilosantes, soja perene e macrotiloma, onde o nimero de sementes ou
a temperatura de embebicdo forem diferentes, principalmente apds estresse salino pré-
germinativo.

Examinando-se os resultados do teste de envelhecimento acelerado conduzido durante o
periodo de 48 horas a 41°C, observa-se que os valores da porcentagem de germinagio, para
todas as espécies, decresceram a medida que se aumentou o periodo de permanéncia na
mistura mineral, apresentando correlacdo média positiva de 0,92, com a TG e de 0,94, com
o IVE, e acompanhando as informagdes obtidas nos testes de germinag¢do e primeira
contagem de germinacdo (1°TG). Assim, as sementes que ndo foram submetidas ao

estresse salino em mistura mineral para bovinos apresentaram-se como as de mais alta
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qualidade e as sementes submetidas a 96 horas de estresse como as de qualidade mais
baixa, enquanto as sementes submetidas até 24 horas, de qualidade similar entre as
sementes submetidas a 12 horas de estresse salino e as sementes que niao foram submetidas
ao estresse salino. Este resultado assegura as vantagens em determinar a qualidade de
sementes pelo teste de envelhecimento acelerado. Mas, de modo geral, segundo Marcos
Filho (1999), como € verificado para outros testes, € dificil a identificacdo de diferencas

entre sementes de vigor intermedidrio, fato também constatado por Avila et al. (2006).

CONCLUSOES

O estresse salino, até 24 horas, ndo apresenta risco para a germinagdo das sementes,
podendo ser recomendada a introducdo de sementes na mistura mineral para bovinos, para

a introducdo de leguminosas na pastagem.
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Tabela 1. Porcentagem de germinacio (TG), indice de velocidade de germinacio

(IVG), teor de agua (TA), primeira contagem da germinacao (1* TG), condutividade

elétrica (CE) e envelhecimento acelerado (EA) de sementes de cunhi, estilosantes,

soja perene e macrotiloma submetidas a diferentes periodos de estresse salino em

mistura mineral para bovinos.

TG (%)

Espécie\ horas 0 12 24 36 48 72 926 CV%
cunha 87,00 ab 96,00 a 91,00 a 85,00ab 72,00 ab 53,00 b 53,00 b 4,52
estilosantes 88,00a 81,50ab 66,00ab 61,00ab  61,00ab  55,00ab 48,00 b 9,77
soja perene 61,50a 56,00 a 51,50 a 56,00 a 51,00 a 34,50 a 31,00 a 6,21
macrotiloma 64,50a 67,50a 65,00 a 66,00 a 67,00 a 56,00 a 57,00 a 6,26

VG CV%

cunhi 10,55ab 11,44 a 10,83 a 9,86 ab 8,18 ab 5,86 b 5,89 b 3,79
estilosantes 5,37 a 4,99 a 4,10 a 3,14 a 3,79 a 3,44 a 3,00 a 9,51
soja perene 598 a 5,40 a 4,88 a 5,44 a 4,98 a 3,27 a 3,13a 6,17
macrotiloma 7,15a 7,44 a 6,83 a 6,63 a 6,90 a 5,73 a 5,96 a 6,03
TA (%) CV%

cunha 22,73a 16,66ab 7,22 bc 6,63 bc 5,84 be 6,06 be 4,69 c 9,07
estilosantes 12,33 a 9,66 a 9,35a 9,04 a 891a 8,88 a 8,72 a 2,38
soja perene 2597a 13,14ab 10,94 b 9,18b 4,16 b 4,27b 4,370 743
macrotiloma 27,76 a 20,73ab  11,27b 10,38 b 10,11b 8,49 b 8,22 b 9,07
1* TG (%) CV%

cunha 81,00a 77,00ab 69,00 b 57,00 b 44,00 be 27,00 ¢ 29,00 ¢ 8,79
estilosantes 80,00a 73,50a 64,00 b 47,00 ¢ 59,00 c 55,00 ¢ 48,00 ¢ 9,05
soja perene 20,50 a 17,50 a 14,00 a 18,50 a 17,50 a 9,50 a 13,00 a 20,46
macrotiloma 42,50a 43,50a 34,00 a 27,00 b 31,50 b 25,50 b 29,00b 13,44
CE (uS/cm/g) CV%

cunha 1597a 17,51a 18,04 a 23,76 a 23,98 a 23,84 a 34,62 a 7,42
estilosantes 23433b 228220b 24430b 226,80b  223,30b  300,13a 33443a 9,07
soja perene 238,00b 272,89b 414,81 ab 417,20ab 581,46ab 582,65ab 736,54a 11,66
macrotiloma 191,96 b 375,13a 398,37a 39445a 39795a 40299a 38563a 3731
EA (%) CV%

cunha 85,77a 94,67 a 84,47 a 71,74 ab 50,10 ab 21,98 b 1591b 791
estilosantes 86,78a 79,93ab 56,90 ab 28,25b 37,88b 28,48 b 23,16 b 19,61
soja perene 59,76a 53,69ab  39,95b 36,10 b 23,80 be 7,9 c 6,93 c 13,33
macrotiloma 62,80a 65,56a 55,60 a 48,47 a 45,84 a 29,25 b 3571b 12,76

*Médias seguidas de mesma letra,

probabilidade.

na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
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SEMENTES DE LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS SUBMETIDAS A
MASTIGACAO SIMULADA E A DIGESTAO ACIDO-ENZIMATICA in vitro

Resumo: Este trabalho teve por objetivo verificar o efeito da mastigacdo simulada em
laboratdrio, com uma barra metalica, sobre a sobrevivéncia de sementes € a sobrevivéncia
de sementes de quatro leguminosas forrageiras tropicais submetidas a diferentes periodos
de digestio acido-enzimatica “in vitro”. As espécies utilizadas foram: cunhd, estilosantes,
macrotiloma e soja perene. Para isso, foram conduzidos trés ensaios, sendo dois ensaios
subseqiientes, para avaliacdo da mastigacdo, € um ensaio de digestdo dcido-enzimatica. O
primeiro foi realizado para observar o percentual de sementes destruidas pela “mastigacdo”
e o segundo foi para comparar o comportamento germinativo das sementes das espécies
utilizadas apds “mastigacdo”, escarificagdo com lixa, “mastigacdo” com posterior
escarificacdo com lixa e sementes integras (controle). No terceiro ensaio as sementes
foram incubadas a 39° C com é&cido cloridrico mais pepsina por: 0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas.
Os resultados permitem observar que as sementes de leguminosas, por possuirem
tegumentos duros e impermedveis, quando submetidas & mastigacdo e a digestdo 4cido-
enzimadtica, possuem alto potencial de resisténcia, e, desta forma, maiores sdo suas chances
de passar intactas pelo trato digestério dos bovinos, sendo capazes de germinar quando
defecadas nas pastagens. Contudo, o estilosantes ndo deve ser inserido na alimentag¢do de

bovinos com este fim, pois ndo resiste a digestdo dcido-enzimatica.

Termos para indexagdo: Germinacgdo, mastigacao, acido cloridrico e pepsina.
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SURVIVAL OF SEEDS OF TROPICAL FORAGES LEGUMES SUBMITTED TO
SIMULATED MASTICATION AND TO ACID-ENZYMATIC DIGESTION

Abstract: This experiment was designed to evaluate the effects of four tropical forages
legumes seeds submitted to the simulated mastication in laboratory, with a metallic bar and

"

the the survival to different periods of acid-enzymatic digestion “in vitro ". The species
studied were butterfly pea, stylosanthes, archer and perennial soybean. For that, three
rehearsals, two subsequent rehearsals were led. The first was accomplished to observe the
percentage of destroyed seeds by the “mastication” and the second was to compare the
germination behavior of the seeds submitted to treatments: intact seeds, simulated
mastication, scarification with sandpaper, mastication with subsequent scarification with
sandpaper. In third experiment the seeds were incubated at 39°C with hydrochloric acid
and pepsin for: 0, 2, 4, 8, 12 and 24 hours. The results showed that the legume seeds, by
having hard and impermeable teguments, when submitted mastication and to acid-
enzymatic digestion have a high resistance potential, therefore, larger are the chances to
pass intact through the gastrointestinal tract of bovine and when defecated in the pastures

lands are able to germinate. However, it’s not recommended to use the stylosanthes in the

bovine feeding with this purpose, because it doesn't resist to the acid-enzymatic digestion.

Index terms: germination, mastication, hydrochloric acid and pepsin.
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INTRODUCAO

As leguminosas constituem o segundo mais importante grupo de plantas
forrageiras. A familia Leguminoseae é caracterizada por apresentar plantas dicotilidoneas,
por produzir sementes em vagens e pela capacidade de fixar nitrogénio em simbiose com
bactérias do género Rhizobium. As leguminosas forrageiras sdo conhecidas pela alta
qualidade e capacidade de producido, e também sio conhecidas pela capacidade de manter
a qualidade nutritiva por periodo de tempo superior as gramineas (Pereira et al., 2001).
Contudo, a adocdo de leguminosas em pastagens no Brasil ainda é timida, mas existe
atualmente um crescente interesse da iniciativa privada pelas leguminosas.

O estudo da avaliacdo de leguminosas forrageiras com a finalidade de aproveitd-las
em pastagens ja foi realizado por diversos pesquisadores e exige o conhecimento das
espécies e cultivares que serdo utilizadas como forrageiras numa determinada regido.
Porém, um dos maiores problemas encontrados € a fase de estabelecimento.

Segundo Valentim e Carneiro (1998) e Tonin (2004), a forma mais barata de
introduzir leguminosas em pastagens € utilizar as vacas como “plantadeiras”, ou seja, o
produtor introduz sementes na dieta das vacas ou no sal mineral para bovinos, para que
ocorra quebra da dorméncia, e os proprios animais fazem a disseminagdo. Apesar de varios
estudos terem sido realizados para avaliar vérias formas de introdugdo de leguminosas em
pastagem (Valentim et al., 2002; Ribeiro et al., 2007), poucos sdo os trabalhos que buscam
o desenvolvimento da técnica de dispersdo de sementes, por meio da introdugdo de
sementes em concentrado ou mistura mineral para bovinos, caprinos, ovinos e/ou equinos
(Deminicis et al., 2007, Rezende et al. 2007 e Silva 2008). Atualmente muitos produtores
estdo tentando consorciar suas pastagens com o estilosantes por meio da mistura destas
sementes no sal fornecido ao rebanho, pois acreditam que ao ingerir o sal no cocho, os
animais ingerem as sementes e estas encontram ambiente propicio para germinagdo quando
sdo excretadas (Rezende et al., 2007). Intimeros pesquisadores avaliaram e continuam
avaliando em laboratério o que acontece com os alimentos no trato digestorio de
ruminantes, no entanto, poucos se preocuparam em avaliar os danos sofridos pelas
sementes introduzidas na alimentacdo de ruminantes, para a dispersdo de espécies
forrageiras, no intuito de melhorar ou recuperar as pastagens.

Desta forma, danos causados pela ingestdo, mastiga¢do e ruminagdo sdo pouco
conhecidos. Simplesmente, porque o movimento da mandibula para incisdo, trituragdo e

pulverizacdo dos alimentos, assim como das sementes ingeridas, € dificil de quantificar,
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porque depende de individuo, de pardmetros nutricionais dos alimentos, da estrutura do
alimento ou semente, além disso existe grande dificuldade em se obter o material para
andlise logo apds mastigacdo, sem considerar a ruminagdo. No trato digestério ocorre o
processo anaerdbio por bactérias proteoliticas e celuloliticas e o processo enzimatico
ligado ao abomaso e intestino grosso, no qual as sementes sao banhadas em acido (pH 2-5)
e enzimas proteoliticas, amiloliticas e lipoliticas. Apesar dessas informacgdes certamente
serem uteis, elas ndo sdo conclusivas, pois a sobrevivéncia de sementes de vdrias espécies,
apo6s passagem pelo trato digestorio dos ruminantes, é pouco conhecida. Desta forma, este
trabalho pretendeu analisar a mastigacdo simulada e a digestdo dcido-enzimatica de

sementes de quatro leguminosas tropicais.

MATERIAL E METODOS

Mastigacao simulada

Este trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Fitotecnia da UENF, em Campos dos
Goytacazes - RJ, entre os meses de outubro e novembro de 2007. As espécies utilizadas
foram: Clitorea ternatea, Stylosanthes spp. cv. Campo Grande, Neonotonia wightii e
Macrotyloma axillare. Primeiramente foi conduzido um ensaio para observar o percentual
de sementes destruidas pela mastigacdo por bovinos, com delineamento experimental
inteiramente casualizado, 4 leguminosas com 6 repeti¢des. Para simular a mastigacdo foi
escolhido o método descrito por Bonn (2004), onde € possivel avaliar a sensibilidade das
sementes a tensdo mecanica. Para isso foi utilizada uma barra de ferro com uma 4rea de
contato de 2 cm? e comprimento de 1,3 m, uma pessoa com peso de aproximadamente 70
kg manteve a barra a 90° com o solo, girando a 90° lateralmente e tencionando-a para
baixo. A base fixa onde as sementes foram colocadas foi construida com uma estilha de
madeira, um recipiente plastico, duas camadas de fita de borracha e um prego com cabeca
(2cm?), para simular o contato das sementes com a gengiva e os dentes. Para simular
algum tipo de alimento, foram adicionados, ao recipiente pldstico, aproximadamente 3
gramas de Paspalum notatum picado a 2,5 cm (Figura 1).

A 4area de mastigacdo foi ajustada exatamente dentro do recipiente plastico que foi
anexado ao pedaco de madeira “representando” a mandibula. As sementes foram colocadas

(10 g) no recipiente em uma tnica camada cobrindo a drea de contato com as borrachas e a
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cabeca do prego e sobre elas, as 3g de Paspalum notatum, sendo entdo as sementes
“mastigadas” trés vezes (3 rotacdes a 90° e pressdo para baixo). Todas as sementes
contidas nos 10 gramas utilizados foram previamente contadas e, apds ‘“mastigacio”,
foram separadas, contadas e pesadas. Permitindo que se chegasse ao valor percentual de
sementes que ndo foram destruidas pela “mastigacio”.

Outro ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x4 (4 leguminosas, 4 tratamentos), com seis repeti¢des.
Os tratamentos foram os seguintes: A) sementes intactas; B) escarificadas com lixa d’agua
n°100; C) “mastigadas” e D) “mastigadas” e escarificadas.

A justificativa deste ensaio foi observar e comparar o comportamento germinativo
das espécies utilizadas apds ‘“‘mastigacdo”, escarificagio com lixa para quebra de
dorméncia do tegumento, “mastigacdo” com posterior escarificacdo com lixa e sem
nenhum tratamento (controle, ou seja, intactas). Para a confeccdo do tratamento controle,
foram escolhidas 50 sementes intactas, ou seja, sementes que ndo passaram por nenhum
tratamento experimental. Para o tratamento sementes escarificadas foram selecionadas 60
sementes intactas, sendo que, apds escarificacdo com a lixa, foram escolhidas 50 sementes
por repeti¢do para realizacdo do teste de germinacdo. Para o tratamento mastigacdo, foi
realizada a simulacdo da mastigagdo com posterior selecdo de 50 sementes nao destruidas,
por repeticdo, para o teste de germinagdo. Para o tratamento mastigagdo com posterior
escarificacdo, foi realizada a simulagdo da mastigacdo e selecdo de 60 sementes ndo
destruidas, sendo que estas foram escarificadas e selecionadas 50 sementes por repeti¢do
para realizacdo do teste de germinacao.

O teste de germinagdo foi realizado, de acordo com Brasil (1992), em cidmara de
germinacgdo do tipo BOD a 25°C, com 12 horas de luz, onde as sementes foram colocadas
para germinar em rolo de papel germiteste autoclavado (120°C/20 minutos) e umedecidos
com &agua destilada na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel. A avaliagdo do teste de
germinagdo (plantulas normais) foi realizada no 10° dia apés a montagem do teste. A
classificacdo das plantulas como normais ou anormais foi realizada de acordo com Brasil
(1992), considerando normais as plantulas com todas as estruturas essenciais em perfeito
desenvolvimento. Ao final dos dois ensaios, pode-se chegar a porcentagem de
sobrevivéncia das sementes pela férmula: Porcentagem de sementes que ndo foram
destruidas pela “mastiga¢do” x Porcentagem de germinagdo das sementes “mastigadas” e
escarificadas x 10", Os resultados da germinacgdo foram expressos em porcentagem, sendo

submetidos a andlise da variancia, utilizando o teste de Tukey, a 5% de significancia para a
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comparagdo das médias. Todos os valores foram transformados, para fins de andlise de

variancia, em arcosenVx/100.

Digestao dcido-enzimdtica in vitro

Segundo Hungate (1966), a digestibilidade in vivo pode ser predita em
procedimentos in vitro que recriam as condi¢cdes do rimen e do abomaso. Por este motivo,
foi desenvolvido o ensaio de digestibilidade gravimétrico de dois estigios, sendo que a
primeira fase deste método trata de recriar as condi¢des do rimen e a segunda etapa trata
de recriar as condi¢des do abomaso (Vélasquez, 2006). A segunda fase deste método é que
trataremos de estudar no presente ensaio.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x6 (4 leguminosas, 6 tratamentos), com quatro repeti¢cdes. Foi realizado a adicao
de cerca de 40 mL de HCl a 6 N e 8 g de pepsina (Sigma EC 3.4.23.1) em cada erlenmeyer
de 250 mL, mantendo-se a 39°C. A pepsina foi previamente dissolvida em 34 mL de H,O,
destilada a 35°C durante cinco minutos em agitador, mantendo-se o pH da solugdo entre
2,0 a 3,5 (HOLDEN, 1999). Em cada erlenmeyer, foram acondicionadas 50 sementes de
somente uma espécie, totalizando o uso de 96 erlenmeyeres, nais quais as sementes
permaneceram por: A) 0; B) 2; C) 4; D) 8; E) 12 e E) 24 horas. O CO; foi inoculado por
cerca de 30 segundos, antes e ap6s a adicdo das sementes. Ao término dos periodos de
incubagdo, os jarros foram drenados e as sementes lavadas no préprio jarro, cinco a seis
vezes com 4gua destilada. Sequencialmente as sementes foram levadas para a realizacio do
teste de germinagdo. O teste de germinacdo foi realizado em cdmara de germinacao do tipo
BOD a 25°C, sob luz branca por 12 horas, utilizando-se quatro repeti¢cdes de 50 sementes
por repeticdo, colocadas para germinar em rolo de papel germiteste umedecidos com 4dgua
destilada na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel. A avaliacdo do teste de germinacdo
(plantulas normais) foi realizada no 10° dia ap6s a montagem do teste. Os resultados
obtidos no teste de germinagdo foram transformados em arcsen Vx/100 e submetidos 2

analise de varidncia e regressdo utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Mastigacao simulada

Os resultados obtidos neste trabalho encontram-se na Tabela 1. No primeiro ensaio,
a andlise da varidncia mostrou efeito significativo (P<0,05) para espécies quanto a
porcentagem de sementes ndo destruidas. O percentual de sementes destruidas foi maior
nas espécies cunhd e estilosantes. A espécie macrotiloma e a soja perene apresentaram
menores valores de sementes destruidas, ou seja, maior nimero de sementes nao
destruidas, mas ndo diferiram significativamente entre si.

No segundo ensaio, a andlise da varidncia mostrou efeitos significativos (P<0,05)
para os tratamentos sobre o percentual de germinagdo das sementes das quatro espécies
estudadas. Sendo que, para todas as espécies, o maior percentual foi obtido no tratamento
com escarificagio com lixa. Porém, para macrotiloma e cunhd a porcentagem de
germinagdo das sementes “mastigadas” e escarificadas ndo diferiu significativamente da
porcentagem obtida no tratamento escarificacdo. Para o estilosantes, o percentual de
germinacdo obtido nos tratamentos escarificagio e controle ndo diferiram
significativamente, mas a porcentagem de sementes germinadas foi maior no tratamento
escarificacdo. Estes resultados sugerem que o estilosantes possui pequeno ndmero de
sementes duras em relacdo aos demais, ndo necessitando, portanto, de tratamento para a
superacdo da dorméncia de suas sementes. Entretanto, Carmona et al. (1986) sugerem que
a escarificacdo de sementes de estilosantes (S. macrocephala e S. capitata) com lixa, até a
perda de brilho do tegumento, seja utilizada para esse fim. Deminicis et al. (2006)
aconselham que este tratamento seja utilizado para a superagdo da dorméncia de sementes
de cunhd, macrotiloma e soja perene, pois apresenta melhores resultados para porcentagem
média de germinag@o e para indice médio de velocidade de emergéncia.

Em geral os resultados deste estudo mostraram que as sementes de cunhi,
macrotiloma e soja perene apresentam tegumentos altamente resistentes a tensdo mecénica.
Além disso, mostraram que a mastigacdo promove rompimento do tegumento de parte das
sementes das espécies estudadas, podendo levar as mesmas a germinar ou a morrer, pois 0s
danos decorrentes do processo, no eixo embriondrio sdo letais, mesmo que sua dorméncia
seja superada. Apesar de um percentual de sementes ter sido destruido e outro percentual
ndo ter germinado, por motivo ndo identificado, o percentual de sobrevivéncia das

sementes, foi considerado alto, sendo a cunha a espécie que se destacou neste processo de
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resisténcia (70%). Bonn (2004) observou que a tensdo mecénica proporcionada pela
“mastigacdo simulada” apresenta resultados varidveis entre as 14 espécies, excluindo Lofus
corniculatus e Poa angustifolia, todas as outras espécies estudadas por ela apresentaram
reducdo na viabilidade de suas sementes apds “mastigacio simulada”, entretanto ndao muito

elevada.

Digestdo dcido-enzimdtica in vitro

Foram obtidas, por meio de andlise de regressdo, as equacdes que descrevem o
comportamento da porcentagem de germinagdo (PG%) e porcentagem de dureza (D%) das
sementes submetidas a diferentes periodos de permanéncia em 4cido cloridrico mais
pepsina, Figura 2 e 3.

Quanto a porcentagem de germinacdo, as sementes apresentaram pequeno
acréscimo a medida que se aumentou o periodo de permanéncia no dcido cloridrico mais
pepsina. No entanto, o estilosantes apresentou comportamento contrdrio as demais,
reduzindo o nimero de sementes germinadas, justamente por conta do nimero de sementes
mortas observadas no teste de germinag@o. Este comportamento pode ser justificado pelo
fato de que o estilosantes possui tegumento pouco resistente, haja visto que a
recomendacdo para superagdo de sua dorméncia requer imersdo em 4dcido sulftrico
concentrado durante, no méaximo, 10 minutos (Seiffert, 1982). O comportamento da
percentagem de sementes duras em todas as espécies foi semelhante (Figura 2), ou seja,
houve redugcdo do nimero de sementes duras a medida que aumentou o tempo de
permanéncia no acido mais pepsina, embora o estilosantes tenha apresentado acentuada
reducdo logo nas primeiras horas. Contudo, as espécies macrotiloma, cunha e soja perene
apresentaram alta resisténcia e sobrevivéncia de suas sementes, justamente pela dureza do
tegumento das mesmas. Este comportamento sugere que a escarificacio dcido-enzimadtica
das sementes tenha provocado pequeno efeito sobre a permeabilidade do tegumento das
sementes, pelo menos em trés das espécies estudadas. E que as sementes de estilosantes
sofrem danos letais quando submetidas a digestdo dcido-enzimética, independente do
periodo de permanéncia.

A literatura relaciona diversas técnicas para superar a impermeabilidade do
tegumento, entre as quais se destacam a escarificagdo dcida, que ocasiona o desgaste do
tegumento, promovendo a permeabilidade da semente. Apesar disto, Alves et al. (2007)

observaram que a escarificacio 4acida interfere drasticamente na germinacio de sementes
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de Schinopsis brasiliense, porque além de superar a dorméncia de seu tegumento, causa a
morte de quase todas as sementes submetidas a este tratamento.

Com base nestes resultados, poderiam ser avaliados tempos de imersdo mais
prolongados na solugdo 4cida, para verificar se hd aumento significativo da germinagdo das
sementes. Contudo, fica claro que se as sementes sobreviverem a degradagcdo ruminal e a
T o ~ .

digestdo dcido-enzimdtica, permanecendo dormentes, poderdo germinar nas fezes de

bovinos, quando as mesmas forem introduzidas na dieta destes animais.

CONCLUSOES

A mastigacdo simulada de sementes em laboratério, com uma barra metalica,
permite observar que as sementes das leguminosas testadas, por possuirem tegumentos
duros e impermedveis, quando submetidas a mastigacdo por bovinos, possuem maior
potencial de resisténcia e, desta forma, maiores sdo suas chances de passar pelo trato
digestdrio dos bovinos, sendo capazes de germinar quando defecadas nas pastagens.

A digestdo 4acido-enzimdtica apresenta baixo risco as sementes de cunhd, soja
perene e macrotiloma.

O estilosantes ndo deve ser inserido na alimentacdo de bovinos com o fim de
introduzi-lo nas pastagens, justamente por ser sensivel a etapa de digestdo &cido-
enzimética que ocorre no abomaso dos bovinos.

Novos estudos devem ser realizados para permitir maior clareza dos resultados e

para verificar a possibilidade do uso da introducdo de leguminosas por bovinos em

pastagens.
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Tabela 1. Resultados da porcentagem de sementes nio destruidas (%N Destruidas)

pela mastigacdo simulada, porcentagem de germinacido (%PG) obtidas nos

tratamentos e porcentagem de sobrevivéncia de sementes de macrotiloma, soja

perene, cunha e estilosantes.

Iten\Espécie macrotiloma soja perene cunhd estilosantes CV%
%N Destruidas 91,50 a 87,97 a 82,09 b 81,07 b 2,80

%PG intactas 6,33 Cd 32,00 Cb 22,00 Cc 85,33 Aa 10,72
%PG escarificadas 64,67 Ab 60,00 Ab 92,00 Aa 87,33 Aa 4,35

%PG mastigadas 19,00 Bc 37,67 BCb 39,67 Bab 45,00 Ba 12,18
%PG mastigadas e escarificadas 58,00 Ab 42,33 Bc 86,00 Aa 39,33 Bc 10,87
% sobrevivéncia 47,02b 3721c 70,62 a 35,96 ¢ 11,53

* Medias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e mintiscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 1. Metodologia de “mastigacao simulada”.
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Figura 2. Porcentagem de germinacao (PG %) de cunha, macrotiloma, estilosantes cv.

Campo Grande e soja perene em funcao dos periodos de digestao acido-enzimatica.
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Figura 3. Porcentagem de sementes duras (D %) de cunha, macrotiloma, estilosantes

cv. Campo Grande e soja perene em funcdo dos periodos de digestao acido-

enzimatica.
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SEMENTES DE LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS SUBMETIDAS A
TECNICA DE FERMENTACAO in vitro E in situ

Resumo: O presente experimento foi desenvolvido com a finalidade de avaliar a
sobrevivéncia de sementes de quatro leguminosas forrageiras tropicais submetidas ao
ensaio de fermentacdo in vitro e ao ensaio in situ. As espécies utilizadas foram: cunha,
estilosantes, soja perene e macrotiloma. No ensaio in vitro o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x6 (quatro espécies, seis periodos de
fermentacdo), com quatro repeti¢des, sendo colocado o equivalente a 50 sementes de
apenas uma espécie em cada erlenmeyer de 250 mL, por repeti¢do. Para o ensaio in sifu,
foram utilizadas quatro vacas mesticas holandés x zebu munidas de fistula ruminal, e o
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, em esquema fatorial 4 x 6 (quatro
espécies x 6 tempos de incubacio), com quatro repeti¢des. No ensaio in situ, foi colocado o
equivalente a 50 sementes de apenas uma espécie por saquinho de ndilon por repeticdo, de
tamanho 10x15 cm. Os tempos de fermentagcdo foram: 6, 12, 24, 48, 96 e 144 horas, e o
tempo zero foi realizado no laboratério. Foram determinadas as porcentagens de
germinacdo de cada espécie em cada tempo de fermentacdo. Os resultados permitem
observar que as sementes de leguminosas, por possuirem tegumentos duros e
impermedveis, quando submetidas a fermentacdo in vitro e a digestdo ruminal in sifu,
apresentam alto potencial de resisténcia, e, desta forma, maiores sdo suas chances de passar
pelo trato digestorio dos bovinos, sendo capazes de germinar quando defecadas nas
pastagens. Contudo, o estilosantes ndo deve ser inserido na alimentagdo de bovinos com

este propdsito, pois ndo resiste a fermentagdo ruminal.

Termos para indexagdo: germinagdo, liquido ruminal e digestdo ruminal.
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LEGUMES FORAGE SEEDS SUBMITTED TO in vitro AND in situ
FERMENTATION TECHNIQUES

Abstract: The experiment was carried out to evaluate survival of four tropical legumes
seeds submitted to different periods of ruminal incubation simulated by in vitro and in situ
fermentation. The species studied were butterfly pea, stylosanthes, archer and perennial
soybean. Four dairy cows Holstein fistuled in rumen was used in the in situ stage. In vitro
stage a completely randomized design in a factorial arrangement 4x6 (four species, six
treatment periods) was used with four repetitions and a randomized complete block design,
arranged in a factorial 4 x 6 (four species x six incubation periods), with four repetitions,
was used in in situ stage. The seeds (50 units of only one specie at each repetition) were
put in the erlenmeyer (250 mL) and in vitro stage they’re put in the nylon sack and this had
10x15 cm. The times of incubation were: 6, 12, 24, 48, 96 and 144 hours and the time zero
was estimate in the laboratory. The results enable us to observe the legume seeds, by
having hard and impermeable teguments, when submitted to ruminal incubation showed
high resistance potential, and, this way, larger chances of passage through the
gastrointestinal tract of bovine, when defecated in the pastures are able to germinate.
However, not recommended inserted the stylosanthes in the bovine feeding with this

purpose, because it doesn't resist to the ruminal digestion.

Index terms: germination, ruminal liquid and in vitro/in situ digestion.
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INTRODUCAO

O uso de leguminosas surge como alternativa para diminui¢io do processo erosivo,
recupera¢do e manutengdo da fertilidade do solo das pastagens brasileiras. Os beneficios da
insercdo de leguminosas nas pastagens sdo inquestiondveis, infelizmente o seu nivel de
participacdo nos sistemas de produgdo pecudrios € diminuto. Além disso, no Brasil, sdo
poucos os trabalhos que buscam o desenvolvimento de tecnologia de dispersdo de
sementes de leguminosas por meio da introducdo de sementes na alimentagdo de bovinos,
caprinos, ovinos e/ou equinos (Valentim e Carneiro, 1998, Deminicis et al., 2007, Silva et
al., 2007). Por outro lado, muitos estudos, utilizando a coleta de esterco de bovinos sob
pastejo documentam que muitas espécies de plantas sdo capazes de sobreviver a passagem
pelo trato digestorio dos ruminantes (Stender et al., 1997 e Pakeman et al., 2002). Mas, até
hoje, a dispersdo de sementes de espécies leguminosas € tratada muito diferentemente na
Ecologia e na Zootecnia, contudo, o tema para ambas ¢ de grande relevincia em se
tratando de dinadmica de populagdes de plantas nas pastagens brasileiras.

As vantagens da utilizacdo da técnica in vitro, para a determinagdo da
sobrevivéncia de sementes apds digestdo ruminal, residem na sua rapidez, na uniformidade
fisico-quimica do microambiente de fermenta¢do e na conveniéncia de ndo se manter
animais fistulados. A maioria dos métodos in vitro, no entanto, pode apresentar falhas por
ndo se utilizar adequadamente o indculo, os tampdes ou 0s equipamentos que garantam as
condicdes de pH, anaerobiose, nimero de microrganismos e nutrientes essenciais para os
mesmos (VAN SOEST, 1994). A principal desvantagem do método in vitro é a de ndo
reproduzir perfeitamente o ambiente in vivo. Entretanto, esta desvantagem pode reverter-
se, quando os objetivos do ensaio sdo os de determinar a sobrevivéncia/germinagdo de
sementes apds digestdo ruminal, pois as condi¢des in vitro podem ser controladas de
maneira a prevenir as flutuagdes fisico-quimicas do ambiente.

Desta forma, este trabalho pretendeu analisar o efeito da fermentagcdo ruminal de
sementes de quatro leguminosas forrageiras tropicais, utilizando-se a técnica de

fermentacg@o in vitro e in situ sobre a sobrevivéncia/germinagdo das mesmas.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Zootecnia e Nutricio Animal
e no Laboratério de Fitotecnia da UENF, em Campos dos Goytacazes - RJ, entre agosto de
2007 e fevereiro de 2008. As espécies utilizadas foram: Clitorea ternatea, Stylosanthes
spp. cv. Campo Grande, Neonotonia wightii e Macrotyloma axillare.

No ensaio in vitro, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4 x 6 (quatro espécies x seis tempos de fermentacgdo),
com quatro repeticdes. As sementes das quatro espécies (50 sementes de apenas uma
espécie por repeticdo) foram colocadas com liquido ruminal obtido via fistula ruminal
acrescido de um tampao, simulando a digestdo no reticulo — rimem e omaso, a temperatura
de 39 °C, e pH de 6,9. O liquido ruminal foi colhido antes da alimentacdo matinal via
fistula ruminal, utilizando-se bomba a vicuo e um Kitassato, com capacidade para 2000
mL, mantido sempre em banho-maria a 39°C. Os preparos dos inéculos foram feitos de
acordo com Tilley e Terry (1963), modificado conforme Santos et al. (1996). As sementes
foram acondicionadas nos erlenmeyeres de 250 mL contendo 10 mL de liquido ruminal e
40 mL de solugdo tampao, a temperatura de 39 °C. Os tempos de fermentacdo foram: 6, 12,
24, 48, 96 e 144 horas, e o tempo zero foi realizado no laboratério. O CO, foi inoculado
por cerca de 30 segundos, antes e apds a adi¢do do liquido ruminal. Ao término dos
periodos de fermentacdo, os jarros foram drenados e as sementes lavadas no préprio jarro,
cinco a seis vezes com agua destilada. Sequencialmente as sementes foram levadas para a
realizacdo do teste de germinacdo. As sementes foram colocadas em germinador tipo BOD
(12 horas de luz) a 25 °C, onde permaneceram durante 10 dias, utilizando-se quatro
repeticdes de 50 sementes por repeticdo, colocadas para germinar em rolo de papel
germiteste umedecidos com 4gua destilada na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel.
Foram determinadas as porcentagens de germinagdo de cada espécie em cada tempo de
fermentac@o.

No ensaio in sifu, foram utilizadas bovinos mesti¢os (Holandés x zebu), com peso
vivo de 500 kg, providos de fistula ruminal, alojados em baias individuais. A dieta foi
constituida de capim elefante picado, sal mineral e d4gua a vontade. A quantidade total de
alimento oferecida, diariamente, foi dividida em dois hordrios, sendo os animais
alimentados duas vezes ao dia, as 8 e 18 horas, e a quantidade oferecida foi ajustada em
funcdo da sobra observada diariamente, sendo que esta foi controlada para que fosse 10%

da quantidade oferecida no dia anterior, de modo a garantir o consumo voluntario dos
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animais. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, sendo quatro
espécies e quatro repeticdes. Foi colocado o equivalente a 50 sementes de apenas uma
espécie por saquinho de ndilon por repeticdo, de tamanho 10x15 cm. Os tempos de
incubacdo foram: 6, 12, 24, 48 96 e 144 horas, e o tempo zero foi realizado no laboratdrio.
Na incubacio, os saquinhos foram atados com fio de ndilon e presos a uma barra cilindrica
de ferro inox com 540 g de peso, que por sua vez, foi presa por uma corrente de ferro de 50
cm de comprimento na canula, durante o periodo de incubacdo. Apds a incubacdo “in situ”,
os saquinhos passaram por um processo de lavagem em dgua destilada, e as sementes
foram levadas para a realizacdo do teste de germinacdo. As sementes foram colocadas em
germinador tipo BOD (12 horas de luz) a 25 °C, onde permaneceram durante 10 dias.
Foram determinadas as percentagens de germinacdo de cada espécie em cada tempo de
incubagdo. Apés o teste de germinacdo das sementes, observou-se alta porcentagem de
sementes duras, exceto no caso do estilosantes. Desta forma, procedeu-se a escarificacao
com lixa d’4gua n°100 destas sementes “intactas” ou ‘“duras”, até serem observadas
ranhuras no tegumento das sementes para a quebra da dorméncia. Apds a escarificacio, foi
realizado o teste de germinag@o, onde as sementes foram colocadas em germinador tipo
BOD a 25°C, com 12 horas de luz.

Os resultados da germinacdo (nos dois ensaios) foram expressos em porcentagem,
sendo submetidos a anélise da varidncia, utilizando o teste de Tukey, a 5% de significincia
para a comparacdo das médias, seguida de uma andlise de regressdo. Todos os valores

foram transformados, para fins de andlise de varincia, em arcosenVx/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas, por meio de andlise de regressdo, as equacdes que descrevem o
comportamento da porcentagem de germinagdo (PG%) e porcentagem de dureza (D%) das
sementes submetidas a diferentes periodos de fermentacdo in vitro com liquido ruminal
mais saliva artificial (Figura 1 e 2) e da porcentagem de germinagdo (PG%) e porcentagem
de dureza (D%) das sementes submetidas a diferentes periodos de incubacido ruminal — in
situ, (Figura 3 e 4).

Quanto a porcentagem de germinacdo, as sementes apresentaram pequeno
acréscimo a medida que se aumentou o periodo de fermentacdo até 48 horas, apds este

periodo os valores decresceram ligeiramente. No entanto, as sementes do estilosantes
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tiveram comportamento contrério as demais, reduzindo rapidamente o nimero de sementes
germinadas, justamente por conta do nimero de sementes mortas observadas no teste de
germinagdo. Este comportamento pode ser justificado pelo fato de que o estilosantes possui
tegumento pouco resistente, haja visto que a recomendacdo para superacdo de sua
dorméncia requer imersdo em acido sulfirico concentrado durante, no maximo, 10 minutos
(Seiffert, 1982). Prasad et al., (2006) estudando o processo de dispersdo de sementes de
Phyllanthus emblica por ruminantes em florestas tropicais, observaram que o cervo (Axis
deer) regurgita sementes intatas de Phyllanthus emblica apés té-las retido no rumen por 7-
27 h, e que uma fracdo considerdvel (22%) de sementes germinam, embora a porcentagem
de germinacdo original das sementes consumidas seja de 72%, sugerindo que o tamanho e
a dureza das sementes asseguram o regurgitamento das mesmas, ao invés de serem
defecadas.

O comportamento da porcentagem de sementes duras em todas as espécies foi
semelhante, ou seja, houve reducdo do nimero de sementes duras a medida que se
aumentou o tempo de incubacdo ruminal, apesar da inclinagdo das curvas apresentarem-se
diferentes, ou seja, mais ou menos acentuadas, uma em relagdo a outra. Contudo, as
espécies macrotiloma, cunhi e soja perene apresentaram alta resisténcia e sobrevivéncia de
suas sementes, justamente pela dureza de seus tegumentos. Janzen et al. (1985), em um
estudo sobre a germinacdo de sementes de Enterolobium cyclocarpum escarificadas e nio
escarificadas, submetidas a técnica de fermentacdo in vitro usando liquido ruminal
(bovino) e inéculo cecal (equino), observaram que, apés 24 horas de exposicdo a
fermentag@o in vitro, 90% das sementes escarificadas morre e que todas as sementes nio
escarificadas germinaram no teste de germinacdo. Este comportamento sugere que a
escarificagdo das sementes promovida pela microbiota, temperatura e imersdo em liquido
ruminal tenha provocado pequeno efeito sobre a permeabilidade do tegumento das
sementes de cunhd, soja perene e macrotiloma, e que as sementes de estilosantes sofrem
danos letais quando submetidas a passagem pelo rumen, independente do periodo de
permanéncia. Pesquisando a germinacdo de sementes incubadas no rimen de ovinos e
caprinos, Robles e Castro (2002) observaram elevada taxa de germinacdo se o
revestimento for corroido, o que ocorre quando as sementes sdo incubadas no rimen (32%
até 48h de incubacdo ruminal contra 12% para o controle). Mouissie et al. (2005),
estudando a sobrevivéncia de sementes de 25 espécies de plantas introduzidas na

alimentacdo de cervos (Dama dama L), observaram que 24 das 25 espécies de plantas que

tiveram sementes ingeridas pelos animais sobreviveram e germinaram nas fezes (0,5 —
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42% das sementes ingeridas) e que 50% de todas as sementes foram recuperadas no
periodo de até 25 h, variando de 13 a 38 h.

As leguminosas apresentam laténcia fisica das sementes devido a presenca de um
tegumento duro e impermedvel, assim precisam ser escarificadas para germinar (Izhaki e
Ne’Eman, 1997). Em Salta, provincia da regido do Chaco da Argentina, Ortega et al.
(2001) examinando a germinagdo de sementes Caesalpinia paraguariensis apds passagem
pelo trato digestério de bovinos, notaram baixa taxa de germinagdo das sementes e que a
porcentagem de germinag@o ndo aumenta, isto porque as sementes vidveis estdo dormentes
devido ao seu forte tegumento impermedvel. Para Peco et al. (2006), espécies com
tegumentos impermedveis apresentam maiores porcentagens de germinacao apds passagem
pelo trato digestério de bovinos, embora nenhuma diferenga significativa possa ser notada
na sobrevivéncia ou na velocidade de germinagdo. A hipétese de que a laténcia se rompe
quando as sementes passam pelo trato digestério de animais, ¢ amplamente aceita, no
entanto, existem resultados contraditérios (Janzen, 1981; Peinetti et al., 1993; Izhaki e
Ne’Eman, 1997; Campos e Ojeda, 1997; Ortega, 1999; Manhdes et al., 2003; Chang et al.,
2005), e que podem ser confirmados pela observacdo das Figuras 5 e 6, as quais mostram
que ndo houve quebra da dorméncia em grande parte das sementes submetidas a
fermentacdo, seja ela in vitro ou in situ, contudo estes resultados sugerem que grande parte
sobrevive e podera germinar. Fica claro que as sementes introduzidas na dieta destes
animais que sobreviverem a degradacdo ruminal, permanecendo dormentes, poderdo

germinar nas fezes de bovinos.

CONCLUSOES

A digestdo ruminal, simulada pelas técnicas de fermentagdo in vitro e in situ,
mostraram que as sementes com tegumentos resistentes tém alto potencial para serem
introduzidas na dieta de bovinos, pois a digestdo ruminal apresenta baixo risco,
especialmente as sementes de cunhd, soja perene e macrotiloma.

Nas condi¢des deste estudo, o estilosantes ndo deve ser inserido na alimentag@o de
bovinos, com o fim de introduzi-lo nas pastagens, justamente por ser sensivel a etapa de

digestdo ruminal.
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Novos estudos devem ser realizados para permitir maior clareza dos resultados e
para verificar a possibilidade do uso da introducdo de leguminosas por bovinos em

pastagens.
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in vitro.
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RECUPERACAO E GERMINACAO DE SEMENTES DE LEGUMINOSAS
FORRAGEIRAS TROPICAIS EM FEZES DE BOVINOS

Resumo: O presente experimento foi desenvolvido com a finalidade de avaliar a
recuperagdo e sobrevivéncia de sementes de leguminosas forrageiras tropicais submetidas
ao trato digestério de bovinos e, também, avaliar a germinagdo destas sementes em placas
fecais de bovinos em casa de vegetacdo, com intuito de constatar a possibilidade de
introduzi-las em uma pastagem ja estabelecida. Para avaliar a recuperacdo das sementes,
foi realizado ensaio em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com
quatro repeticdes, sendo analisada a recuperagdo e germinacdo de sementes em fungdo do
periodo de excre¢do. Para estudar a germinac¢do das sementes nas placas fecais, foi
realizado um ensaio com delineamento experimental inteiramente ao acaso, em um
esquema fatorial 4 (espécies) x 3 (periodos de dispersdo) com 4 repeti¢cdes, sendo analisada
a presenca de plantas nas placas fecais em func¢fo do periodo de excrecdo. Em ambos
ensaios foi oferecida aos animais a quantidade de 50 g de sementes misturadas a 150 g de
suplemento mineral, por bovino, por repeticdo. No ensaio de recuperacio, foram utilizadas
as espécies cunhd, estilosantes, soja perene e macrotiloma e as fezes bovinas foram
coletadas até 60 horas apds a ingestdo das sementes, de onde as sementes foram separadas
através de tamises, utilizando-se de dgua, luvas de procedimento e pingas; posteriormente,
foram contadas e divididas em intactas e intumescidas. Para o teste de germinagdo das
sementes recuperadas, foram utilizadas 75 sementes por repeti¢do (25 in natura, 25 intactas
e 25 sementes intumescidas, respectivamente). No ensaio de germinagfo nas placas fecais,
foram utilizadas as espécies cunhd, soja perene e macrotiloma, onde as fezes bovinas
foram coletadas entre 12 e 30 horas apds a ingestdo das sementes, no qual, aos 120 dias,
foram avaliadas a quantidade total de plantas emergidas dentro do periodo estudado (entre
12 e 30 horas), bem como o nimero médio de plantas emergidas por placas fecal. A partir
dos resultados obtidos pode-se concluir que: os bovinos constituem facilitadores na
dispersdo de cunhd, macrotiloma e soja perene, mas ndo de estilosantes. E o melhor
desempenho quanto ao ndmero médio de plantas germinadas nas placas fecais foi

alcangado pela espécie macrotiloma, sendo seguido pelas espécies cunhd e soja perene.

Termos para indexacgdo: Dispersao, pastagens, dorméncia de sementes e placa fecal.
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BOVINE DUNGS

Abstract: The present experiment was developed with the purpose of evaluating the
recovery and survival of tropical legume seeds submitted to the digestive treatment of
bovine rehearsal and evaluating the seeds germination of this seeds in bovine dungs in
greenhouse, with intention to verify the possibility to already introduce them in a pasture
established. For study the seeds recovery an assay was accomplished with a completely
randomized design (DIC), with four repetitions (cows) was used, being analyzed the
recovery of seeds in function of the period powders - ingestion and the germination. For
study the seeds germination in bovine dungs an assay was accomplished with a entirely
randomized design, in factorial arrangement 4 (species) x 3 (dispersion periods) with a 4
repetitions, being analyzed the presence plants in the fecal plates in function of the period
powder-ingestion in that were excreted. In both assays the amount of the 50 g of seeds with
150 g of mineral supplement for bovine was offered to the animals for repetition. In assay
of recovery the used species were: butterfly pea, stylosanthes, archer, and perennial
soybean and the bovine feces were collected up to 60 hours after the ingestion of the seeds.
The seeds were separate from the feces, through sieves, being used for this end, water,
procedure gloves and tweezers, later they were counted and divided in intact and swollen.
For the germination test 75 seeds were used by repetition (25 in natura, 25 intact and 25
swollen seeds, respectively). In the assay of seeds germination in bovine dungs the used
species were: butterfly pea, archer, and perennial soybean and the bovine dungs were
collected between 12 and 30 hours after the ingestion of the seeds, allocated in vases and
stayed 120 days in that. Starting from the obtained results it can be ended that: The bovine
constitute the dispersion facilitators for butterfly pea, archer and perennial soy bean, but
not of stylosanthes. The best acting with relationship to the medium number of plants
germinated in the fecal lates it was reached by archer, being followed by the butterfly pea

and perennial soy bean.

Index terms: Dispersion, pastures, seeds dormancy and bovine dung.
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INTRODUCAO

A adocdo de sistemas de pastagens consorciadas entre gramineas e leguminosas
forrageiras € uma alternativa interessante para incrementar a produtividade animal e esta
estratégia tem a finalidade de integrar a produtividade das gramineas forrageiras com o alto

valor nutricional e a fixacdo de nitrogénio que as leguminosas forrageiras atribuem ao
sistema (Bennetti et al., 1999, Aita et al., 2001, Souza et al., 2002; Aroeira et al., 2005).

Um dos principais entraves na adocdo de pastagens consorciadas entre gramineas e
leguminosas, onde a primeira ji se encontra estabelecida, € o custo de implantagdo destas
ao sistema de exploragdo.

Nas ultimas décadas, pesquisadores tém constatado que a dispersao de sementes por
animais herbivoros pode influenciar no processo de colonizag¢do de pastagens, afetando a
estrutura e a composicdo das comunidades vegetais (Levine e Murrell, 2003; Andrade et
al., 2008).

Apesar da visdo cldssica de que a passagem das sementes pelo trato digestério dos
animais auxilia no processo germinativo, alguns estudos tém ressaltado que os efeitos da
digestdio na germinacdo podem variar consideravelmente, podendo a capacidade
germinativa aumentar, diminuir, ou ndo sofrer alteragdes, quando comparadas com
sementes que ndo foram ingeridas (Figueroa e Castro, 2002). Embora seja reconhecida a
importancia da ressemeadura natural na renovacio e persisténcia de espécies em pastagens,
o papel desempenhado pelos bovinos nesse processo € um assunto pouco conhecido
(Blackshaw e RODE, 1991). Entretanto, € certo que sementes pequenas de espécies de
forrageiras se mantém vidveis depois de passarem pelo trato digestério de ruminantes
(Bray et al., 1998).

A utiliza¢do de bovinos como agentes dispersores ¢ uma tecnologia interessante a
longo prazo para que esses vegetais possam ser disseminados em grandes areas, uma vez
estabelecidas, as leguminosas tendem a se perpetuarem no espaco através do tempo (Silva
et al., 2007).

Baseado nestas informagdes, este trabalho teve como objetivo avaliar a recuperacio
de sementes, a influéncia do trato digestério dos bovinos na emergéncia de plantulas e
avaliar a germinagdo/sobrevivéncia das sementes pela observacdo da presenga de plantas

em placas fecais bovinas.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, conduzidos nas instalacdes do Setor de
Forragicultura e Nutricdo de Ruminantes do Laboratério de Zootecnia e Nutrigdo Animal,
no Setor de Sementes e na Casa de Vegetacdo do Laboratério de Fitotecnia (com nivel de
sombra obtido com uso de sombrite de 50% de interceptacdo luminosa), pertencentes ao
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, entre
dezembro de 2007 a abril de 2008. O primeiro experimento tratou de avaliar a recuperacio
de sementes em fezes bovinas e a sua sobrevivéncia e o segundo experimento tratou de
estudar a germinagdo das sementes nas placas fecais.

No ensaio de recuperacdo de sementes nas fezes, foram oferecidos 50 g de sementes
de cunha (Clitorea ternatea), estilosantes cv. Campo Grande (Stylosanthes capitata e
Stylosanthes macrocephala), macrotiloma (Macrotyloma axillare) e soja perene
(Neonotonia wightii) a bovinos mesticos (Holandés x zebu), com peso vivo de 500 kg,
correspondendo a aproximadamente 1.000 sementes de cunhd, 17.500 sementes de
estilosantes, 149.500 de soja perene e 5.000 de macrotiloma; todas in natura, cuja umidade
se encontrava em torno de 22,7%; 12,3%; 25,9%; 27,8, respectivamente. As sementes
foram oferecidas, de uma sé vez, misturadas em 150 g de mistura mineral para bovinos,
durante a alimentagdo matinal. Os rejeitos dos bovinos foram coletados até 60 horas apds a
ingestdo das sementes, justamente porque neste periodo ndo se constatou mais a presenca
de sementes nas fezes. As fezes dos animais foram coletadas e levadas para o laboratério,
onde as sementes foram separadas, através de tamises, utilizando-se, para este fim, agua,
luvas de procedimento e pingas. Logo, em seguida, as sementes foram contadas e divididas
em duas classes: sementes intactas (sementes cujo tegumento ndo foi afetado na ingestao e
digestdo) e sementes intumescidas.

Para o teste de germinagdo, foram utilizadas 75 sementes por repeticdo (25 in natura,
25 intactas e 25 sementes intumescidas). Vale ressaltar que, como é possivel retirar
sementes digeridas das fezes para a contagem, a diferenca entre o nimero de sementes
ingeridas e o nimero de sementes encontradas nas fezes foi considerada como o nimero de
sementes digeridas. As sementes intactas e as in natura foram escarificadas com lixa
d’dgua n°100, até serem observadas ranhuras no tegumento das sementes para a quebra da
dorméncia. Apds a escarificagdo, foi realizado o teste de germinacdo, em que as sementes

foram colocadas em germinador tipo BOD a 25°C, com 12 horas de luz. As sementes
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intumescidas niao foram escarificadas, foram postas diretamente para germinar. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeti¢des (bovinos), sendo analisada a recuperacio de sementes em func¢io do periodo de
excrecdo, sendo as plantas normais o parametro analisado no teste de germinagdo, tendo
seu término 22 dias apds a data do semeio, sendo os resultados submetidos a andlise de
variancia e teste de médias (Tukey a 5%) para a comparagdo das médias.

No ensaio de germinag@o de sementes nas placas fecais bovinas, foram oferecidas 50
g de sementes de cunhd (Clitorea ternatea), estilosantes cv. Campo Grande (Stylosanthes
capitata e Stylosanthes macrocephala), macrotiloma (Macrotyloma axillare) e soja perene
(Neonotonia wightii) a bovinos mesticos (Holandés x zebu), com peso vivo de 500 kg,
alojados em baias individuais. Isto corresponde a aproximadamente 1.000 sementes de
cunhd, 17.500 sementes de estilosantes, 149.500 de soja perene e 5.000 de macrotiloma,
todas in natura, cuja umidade se encontrava em torno de 22,7; 12,3; 25,9 e 27,8%,
respectivamente. As sementes foram oferecidas, de uma s6 vez, misturadas em 150 g de
mistura mineral para bovinos, durante a alimentacdo matinal. Os rejeitos dos bovinos
foram coletados totalmente entre 12 e 30 horas apds a ingestdo das sementes (subdividdias
em 12-18, 18-24 e 24-30 horas). As fezes coletadas foram levadas em sacolas plésticas
para a casa de vegetacdo e dispostas em vasos cilindricos (altura 15,0 cm, didmetro
superior 32,0 cm, diametro inferior 18,0 cm e volume 7,0 1) com prato (altura 2,0 cm e
diametro 21,0 cm), preenchidos com areia lavada, com o objetivo de reproduzir condi¢des
de campo de solo degradado, onde permaneceram por 120 dias. A areia utilizada foi
peneirada em malha de 2 mm, sendo, em seguida, tratada durante 36 horas, com &4cido
cloridrico PA, diluido em 4gua, numa propor¢do de 600 mL de acido para cada 10 L de
dgua, mantendo-se 1dmina de 10 cm da solucgdo 4cida acima do nivel da areia, em baldes de
polietileno. Apds esse periodo, a areia foi lavada com agua corrente, até que fosse retirado
o excesso de acido, alcancando o pH préximo de 7,0 em 4dgua deionizada. Durante todos os
dias de condugdo do experimento, as fezes foram irrigadas diariamente com 6 mm de agua,
equivalente a 6 litros de dgua por metro quadrado de drea, de acordo com a precipitagdao
média didria local, no periodo de verdo-outono. Aos 120 dias, as plantas presentes nas
placas foram simplesmente contadas. Na Figura 1, estdo resumidos os passos
metodoldgicos deste estudo, para devida compreensdo. O delineamento experimental
adotado foi inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 4 (espécies) x 3 (periodos de

dispersdo) com quatro repeticdes, sendo analisada a presenga deplantas nas placas fecais
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em funcdo do periodo de excrecdo em que foram excretadas e o nimero médio de plantas
por placa fecal.

A composi¢do da mistura mineral “completa” para gado de corte utilizada foi a
seguinte (por kg do produto): Ca =172,93 g; P=41,8 g; Na=157,09 g; Mg="7,14 g; S =
26,39 g; Fe = 1598,8 mg; F = 418 mg; Co = 80 mg; Cu = 1250 mg; [ = 97,6 mg; Se = 37,5
mg; Zn = 3800 mg; Mn = 764,4 mg e Solubilidade do P em 4c. Citrico a 2% = 90%.
Sendo o teor de sédio da mistura mineral utilizada (15%) semelhante ao teor encontrado
em sal branco para bovinos (16%).

Nos dois experimentos os animais permaneceram em baias individuais de 5 x 5 m,
consumindo dgua a vontade e submetidos a uma dieta basica de capim-elefante picado e
concentrado na proporcao de 70:30 com base na matéria seca, balanceados para atingirem
a exigéncia de mantenca dos animais. O oferecimento do alimento foi realizado as 09:00 e
as 15:00 horas. Sete dias antes do oferecimento das sementes, os animais foram confinados
e privados do oferecimento de suplementacdo mineral. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia e teste de médias (Tukey a 5%) para a comparacdo das médias. Todos

os valores foram transformados, para fins de anélise de variancia, em arcosenvx/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Recuperagdo e sobrevivéncia das sementes

Os resultados obtidos neste trabalho encontram-se na Tabela 1. A andlise da
variancia mostrou efeito significativo (P<0,05) para espécies e para a forma com que as
sementes se apresentaram nas fezes.

O ndmero de sementes recuperadas nas fezes apresentou variacdo entre animais,
embora estes animais tenham sido selecionados por raca, peso e idade e manejados em
baias. Essas variacdes também foram observadas por Lisboa et al. (2009). Do total de
sementes colocado no cocho, com suplemento mineral, e ingerido, uma quantidade
estimada de 28,5; 56,8; 30,3 e 2,1% de sementes de macrotiloma, cunhd, soja perene e
estilosantes, respectivamente, foi recuperado nas fezes. A passagem de sementes inteiras
pelo trato digestério de ruminantes tem sido observada em espécies de gramineas e
leguminosas, cultivadas e nativas. Valores semelhantes foram encontrados por alguns

autores, como Lisboa et al. (2009) e Deminicis et al. (2009). Nos resultados obtidos
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constatou-se que, do total de sementes fornecidas aos animais (ingeridas), 14,0; 33,8; 15,5
e 0,08% das sementes apresentaram-se intactas, e 14,5; 23,0; 14,8 e 2,0% apresentaram-se
intumescidas, para macrotiloma, cunha, soja perene e estilosantes, respectivamente.

De acordo com os testes de germinacdo pdde-se constatar germinagdo de 49,5; 94,3;
50,5 e 36,0%, para macrotiloma, cunhd, soja perene e estilosantes, respectivamente. Assim,
desconsiderando alguns fatores externos como ataque de insetos e de animais as sementes,
e considerando as condicdes favordveis de germinagdo, estima-se que das 14,1; 53,5; 15,4
e 0,8% de sementes de macrotiloma, cunhd, soja perene e estilosantes, respectivamente,
que sdo ingeridas pelos bovinos estdo aptas a germinar nas fezes.

Foram obtidas, por meio de andlise de regressdo, as equagdes que descrevem o
comportamento da porcentagem de sementes recuperadas e germinadas, apds passagem
pelo trato digestério dos bovinos (Figura 2). Mouissie et al. (2005), estudando a
sobrevivéncia de sementes de 25 espécies de plantas introduzidas na alimentagdo de cervos
(Dama dama L.), observaram que 24 das 25 espécies de plantas ingeridas pelos animais
sobreviveram e germinaram nas fezes (0,5 - 42% das sementes ingeridas) e que 50% de
todas as sementes foram recuperadas no periodo de até 25 h, variando de 13 a 38 h, o que
estd de acordo com os resultados obtidos neste estudo. Brathen et al. (2007) estudaram a
lotacdo animal (alces) sobre a endozoocoria, abrangendo diversos contextos ecoldgicos e
encontraram efeitos da lotacdo sobre a escala espacial de dispers@o e verificaram que as
densidades mais elevadas de alces na pastagem proporcionaram maior abundancia de fezes
e estas contendo poucas espécies de plantas emergentes. Além disso, ndo observaram
efeito das densidades mais elevadas de animais, sobre o nivel de agrupamento das excretas.
A composi¢do botanica do pasto foi considerada como um fator ecoldgico importante, pois
as espécies mais abundantes sdo as mesmas que possuem o maior nimero de plantulas
emergidas nas fezes, dominando assim os pastos. Os resultados deste estudo demonstram
que os ruminantes podem neutralizar o impacto negativo do pastejo pelo retorno de

sementes viaveis em suas fezes.

Germinagdo das sementes nas placas fecais

Os resultados obtidos neste ensaio encontram-se nas Figuras 3 e 4. Ao analisar a

varidvel nimero total de plantas observado nas placas fecais excretadas entre 12 e 30 horas

apos a ingestdo, foi constatado que, apds 120 dias, a espécie macrotiloma apresentou uma
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média aproximadamente de 64 plantas, caracterizando um melhor desempenho frente as
demais espécies sob as condi¢des impostas neste experimento.

As espécies soja perene e cunha apresentaram médias intermedidrias (ambas
apresentaram 48 plantas), enquanto que a espécie estilosantes obteve baixos resultados (3
plantas/placa). Tais resultados estdo relacionados principalmente com a eficiéncia da
quebra de dorméncia das sementes de cada leguminosa analisada, através da passagem
pelo trato digestério dos bovinos, além da resisténcia do tegumento e do embrido.
Entretanto, outros fatores podem ter sido determinantes para os resultados obtidos, dentre
eles sdo destacados: a fermentagfo das fezes, a alta contaminacgio por fungos e bactérias, o
posicionamento das sementes no bolo fecal, a espessura do bolo fecal, a desidratagdo da
superficie do bolo fecal.

Bruun e Poschlod (2006), investigando a dispersdo por endozoocoria de sementes
através trato digestério de bovinos e a abundancia de sementes em amostras de fezes
relacionadas aos atributos da semente, observaram que as sementes ingeridas que passaram
através do trato digestério dos bovinos, sobreviveram em grande propor¢do, produzindo a
drea de unidade na vegetacdo pastejada, mas nenhum efeito foi encontrado entre o
potencial de dispersdo (medido como a abundéncia de sementes nas amostras de fezes) e os
atributos da semente, tais como a massa da semente, a forma e espessura do revestimento
da semente. Isto mostra a evidente importincia do nimero de sementes produzidas por
planta na habilidade de dispersdo das espécies vegetais. Além disso, mostra que o pastejo
pode constituir um vetor importante de dispersdo para muitas espécies de plantas
classificadas convencionalmente como invasoras. Silva et al. (2007), avaliando também a
germinagdo de 5 leguminosas distribuidas em placas fecais a campo, relataram que a
espécie macrotiloma apresentou média de 13 plantas por placa fecal, concordando com os
resultados desse trabalho, apesar das quantidades de sementes ingeridas neste estudo serem
menores que as utilizadas no estudo realizado pelos referidos autores. Além disso, no
experimento destes autores as placas fecais foram observadas em uma pastagem ja
estabelecida, onde a competicdo por luminosidade, umidade e fertilidade € acirrada entre as
plantas. A resposta da soja perene (9,6 plantas por placa) e do Stylosanthes (3 plantas por
placa) foram similar a observada por Silva et al. (2007), podendo ser evidenciados na
Figura 3 e 4.

O desempenho do macrotiloma destaca a grande superioridade com relagdo as
outras espécies utilizadas, demonstrando seu grande potencial quando utilizado neste

método de disseminagcdo em 4areas de pastagem. Contudo, esses resultados ndo devem
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atribuir a esta espécie a condicdo de melhor planta para esse fim, uma vez que deve ser
levada em consideragdo a porcentagem de sementes germinadas em relacdo as sementes
ingeridas. Neste sentido, como sabemos que aproximadamente foram ingeridas 1.000
sementes de cunhd, 17.500 sementes de estilosantes, 149.500 de soja perene e 5.000 de
macrotiloma, podemos estimar que apenas 1,27; 0,95; 0,95 e 0,06% das sementes de
macrotiloma, cunhd, soja perene e estilosantes germinard nas placas fecais, até os 120 dias
apoés serem excretadas, e que, possivelmente, sementes de outras forrageiras podem estar
nas placas fecais aguardando uma situagdo mais adequada para germinarem. Jones et al.
(1991) avaliaram a germinacao de sementes de diversas espécies por 11 anos no estado de
Queensland, sudeste da Australia, coletando fezes bovinas em 2 tipos de pastagem de
Setaria sphacelata (consorciada com Macroptilium atropurpureum e nao consorciada) sob
diferentes taxas de lotagcdo (alta e baixa), na primavera, verdo, outono e inverno. E
observaram que a porcentagem de sementes germinadas nas fezes foi mais elevada no
verdo-outono do que no inverno-primavera, € nos piquetes com altas taxas de lotacdo do
que nos com baixas taxas de lotagdo, o que provavelmente seja efeito da quantidade e

disponibilidade de sementes ingeridas por esses animais, durante o periodo das chuvas.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que: os bovinos constituem
facilitadores na dispersdo de cunhd, macrotiloma e soja perene, mas ndo de estilosantes.

As sementes com tegumento mais resistente a digestdo sdo os propigulos com
maior dorméncia, consequentemente, permanecem no campo por mais tempo, até
encontrarem condicdes adequadas para a germinagao.

Os bovinos contribuem para o processo de colonizacdo de pastagens, pois se

constituem dispersores efetivos das referidas espécies.
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Tabela 1. Resultados da porcentagem de sementes intactas, intumescidas,
digeridas, porcentagem de germinacio das sementes e porcentagem de sementes
recuperadas em fezes bovinas e germinadas, de macrotiloma, soja perene, cunha e
estilosantes.
Espécie Intactas % Intumescidas % Digeridas % PG% % Recuperadas germinadas
macrotiloma 14,00 Bb 14,50 Bb 71,5 Ab 49,50 b 14,08 b
cunhd 33,75 Aa 23,00 Ba 4325Aa 9425a 53,49 a
soja perene 15,50 Bb 14,75 Bb 69,75 Ab  50,75b 1541c
estilosantes 0,075 Bc 2,00 Bc 97,92 Ac  36,00c 0,75 ¢
CV % 12,62 18,53 5,24 5,85 11,79

* Médias seguidas da mesma letra maitiscula na linha e mindscula na coluna e nao diferem entre si pelo teste

6
7 de Tukey (5%)
8
9
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1
2
3 Figural. Oferecimento das sementes misturadas com o suplemento mineral aos
4  animais, coleta de fezes, colocacao das placas fecais nos vasos em casa de vegetacio e
5 observacao da presenca das plantas germinadas nas placas fecais bovinas.
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Figura 3. Nuamero total de plantas observadas em placas fecais excretadas entre
12 e 30 horas poés-ingestiao (* Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)).
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Figura 4. Nimero médio de plantas de leguminosas por placa fecal em funcio do

periodo pds-ingestio em que foram excretadas (12 e 18, 18 e 24, 24 e 30 horas), em
casa de vegetacao. (* Médias seguidas da mesma letra miniiscula nas nao diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%)).
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PRODUCAO DE MATERIA SECA, COMPOSICAO QUIMICA E PRODUCAO
RADICULAR DE LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS SEMEADAS POR
FEZES BOVINAS

Resumo: O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar a produgdo de matéria
seca, composi¢do bromatdlogica de plantas e produgdo radicular de plantas de cunha,
macrotiloma e soja perene que apds terem suas sementes passadas pelo trato digestério de
bovinos, germinaram e se desenvolveram em placas fecais bovinas. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualisado, em um esquema fatorial 3 (espécies) x
3 (periodos de dispersdo) com quatro repeticdes. Foram oferecidos 50 g de sementes
misturadas a 150 g de suplemento mineral para bovinos por repeti¢do. As fezes bovinas
foram coletadas entre 12 e 30 horas apds a ingestdo das sementes e foram alocadas em
vasos, onde permaneceram por 120 dias. Ao fim deste periodo, as plantas presentes nas
fezes foram contadas, cortadas e encaminhadas ao laboratério para determinacido da
producdo de matéria seca da parte aérea, teor de proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente 4dcido (FDA), também foi realizada a extracdo de todas
as raizes presentes nos vasos. As plantas desenvolvidas nas fezes foram capazes de
expressar boa producido de matéria seca. A passagem de sementes das espécies estudadas
pelo trato digestério dos bovinos nio implica necessariamente, na redu¢do ou no aumento
da produtividade de matéria seca pelas plantas. O macrotiloma foi a espécie que apresentou
a maior producdo de matéria seca por hectare. Os teores de PB, FDN e FDA néo sofreram
alteracdes dentro dos periodos de dispersdo em que as sementes foram cultivadas. A
espécie soja perene apresentou o maior teor de PB e o menor de FDA e valor intermedidrio
para FDN, desta forma, foi a espécie que apresentou qualidade nutricional superior dentre
as estudadas. As leguminosas estudadas apresentaram diferencas na morfologia, produgdo
por hectare e distribui¢do radicular, mas ndo apresentaram diferencas na producdo
individual por planta e na densidade radicular. O macrotiloma foi a espécie que apresentou

a maior producdo de matéria seca de raizes dentre as estudadas.

Termos para indexacgdo: folha, haste, sementes, raizes, macrotiloma, cunha e soja perene.
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DRY MATTER PRODUCTION, CHEMICAL COMPOSITION AND ROOTS
PRODUCTION OF TROPICAL FORAGE LEGUMES SOWED BY BOVINE
DUNG

Abstract: The objective of this study was evaluated dry matter production, chemical
composition and roots production of butterfly pea, archer, and perennial soybean plants
after your seeds pass for the bovine digestive system, germinated and they grew in bovine
dungs. The experimental design used was entirely randomized, in factorial arrangement 3
(species) x 3 (dispersion periods) with 4 repetitions. The amount of the 50 g of seeds with
150 g of mineral supplement for bovine was offered to the animals for repetition. The
bovine dungs were collected between 12 and 30 hours after the ingestion of the seeds,
allocated in vases and stayed 120 days in that. At 120 day the present plants in the dung
were counted, cut and directed to the laboratory for determination of the dry matter content
and dry matter production, crude protein (CP), neutral detergent fiber (NDF) and acid
detergent fiber (ADF), also was extracted all present roots. The plants developed, in dungs,
were capable to express good dry matter production. The passage of seeds of the studied
species for the bovine digestive system doesn't necessarily implicate in the reduction or
increase of the dry matter productivity for the plants. The archer species presented the
largest production of dry matter for hectare. A significant effect was not observed for the
values CP, NDF and ADF of the legumes in each dispersion periods. The perennial
soybean presented the largest values of CP and the smallest of ADF and intermediate value
for NDF, in this way, that presented superior quality nutritional among studied them. The
studied legumes differences in the morphology, production for hectare and roots
distribution, but didn't present in individual production for plant and in roots density. The

archer was presented the largest production of roots dry matter among studied them.

Index terms: leafs, stem, seeds, roots, archer, butterfly pea and perennial soybean.
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INTRODUCAO

A pecudria brasileira, apesar de esforcos com aprimoramento de tecnologias e
recursos investidos, ainda apresenta indices de produtividade baixos. A adocdo de sistemas
de pastagens consorciadas entre gramineas e leguminosas forrageiras é uma alternativa
interessante para incrementar a produtividade animal e esta estratégia tem a finalidade de
integrar a produtividade das gramineas forrageiras com o alto valor nutricional e a fixacdo
de nitrogénio que as leguminosas forrageiras atribuem ao sistema (Padua et al., 2006).

Os consoércios de pastagens com leguminosas sdo importantes porque podem
proporcionar reducio do custo de produgdo, podem minimizar os impactos ambientais da
pecudria, aumentando a sustentabilidade do sistema forrageiro, além de aumentar a
producdo e a qualidade da matéria seca ingerida pelos animais (Dias et al., 2006). Uma
grande vantagem da introdugdo de leguminosas forrageiras na produ¢@o de ruminantes € a
incorporagdo de nitrogénio atmosférico, por meio da simbiose entre bactérias que
colonizam as raizes dessas plantas como o Rhizobium, podendo fornecer quantidades
considerdveis de N ao sistema solo-planta-animal (Pereira, 2001). A contribuicdo pode ser
feita pela transferéncia indireta do N fixado para a graminea, o que aumenta a capacidade
de suporte da pastagem e prolonga sua capacidade produtiva, e diretamente, pela melhora
na qualidade da dieta animal, o que se verifica com leguminosas de alta palatabilidade,
refletindo em melhoria de atributos forrageiros, como teor de proteina e maior capacidade
produtiva, o que se traduz por maior capacidade de suporte (Cantarutti et al., 2002).

Um dos principais entraves na adog@o de pastagens consorciadas entre gramineas e
leguminosas, onde a primeira ji se encontra estabelecida, € o custo de implantagdo destas
ao sistema de exploragdo. A utilizacdo de bovinos como agentes dispersores ¢ uma
tecnologia interessante a longo prazo para que esses vegetais possam ser introduzidos em
grandes dreas, pois uma vez estabelecidas as leguminosas tendem a se perpetuarem no
espaco através do tempo (Silva et al., 2007).

Outra vantagem das leguminosas € a menor variagdo estacional no seu valor
nutritivo, em comparacdo com as gramineas forrageiras (Jingura et al., 2001). A
persisténcia das leguminosas forrageiras em pastagens depende, entre outros fatores, da
drea de solo explorado pelo sistema radicular e de sua eficiéncia na absor¢io de dgua e de
nutrientes, bem como do conteddo de reservas organicas. A densidade de raizes e dos
teores de reservas orginicas pode indicar a adaptacdo da planta forrageira, principalmente

considerando a intensidade, a frequéncia e a época de desfolha (BURT et al., 1983). As
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leguminosas de porte herbdceo-subarbustivas possuem raizes que exploram camadas de
solo mais profundas do que as gramineas, contribuindo para a reciclagem de nutrientes,
para a habilidade competitiva e para a tolerancia a seca (CROWDER e CHHEDA, 1982).
Baseado nestas informagdes, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de
matéria seca, o teor de matéria seca, a composi¢ao bromatdlogica e a produgdo radicular de
plantas de cunhd, macrotiloma e soja perene que, apds terem suas sementes passadas pelo
trato digestério de bovinos, germinaram e se desenvolveram em placas fecais bovinas em

casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas instalacdes do Setor de Forragicultura e
Nutricdo de Ruminantes do Laboratério de Zootecnia e Nutricdo Animal, no Setor de
Sementes e na Casa de Vegetacdo do Laboratério de Fitotecnia, pertencentes ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, entre dezembro de
2007 e abril de 2008.

Foram oferecidos 50 g de sementes de cunhd (Clitorea ternatea), macrotiloma
(Macrotyloma axillare) e soja perene (Neonotonia wightii) & bovinos mesticos (Holandés x
zebu), com peso vivo de 500 kg. Isto corresponde a aproximadamente 1.000 sementes de
cunhd, 149.500 de soja perene e 5.000 de macrotiloma, todas in natura, cuja umidade se
encontrava em torno de 22,7%; 12,3%; 25,9%; 27,8 respectivamente. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente ao acaso, em um esquema fatorial 3 (espécies) x 3
(periodos de dispersdo), com quatro repeti¢des.

As sementes foram oferecidas, de uma s6 vez, misturadas em 150 g de mistura
mineral para bovinos, durante a alimentagdo matinal. A composi¢do da mistura mineral
“completa” para gado de corte foi a seguinte (por kg do produto): Ca = 172,93 g; P = 41,8
g; Na=157,09 g; Mg =7,14 g; S = 26,39 g; Fe = 1598,8 mg; F =418 mg; Co = 80 mg; Cu
= 1250 mg; [ = 97,6 mg; Se = 37,5 mg; Zn = 3800 mg; Mn = 764,4 mg e Solubilidade do P
em 4ac. Citrico a 2% = 90%. Sendo o teor de sddio da mistura mineral utilizada (15%)
semelhante ao teor encontrado em sal branco para bovinos (16%).

Os animais permaneceram em baias individuais de 5 X 5 m, consumindo 4gua a

vontade e submetidos a uma dieta basica de capim-elefante picado e concentrado na
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proporcdo de 70:30 com base na matéria seca, balanceados para atingirem a exigéncia de
mantenca dos animais. O oferecimento do alimento foi realizado as 09:00 e as 15:00 horas.
Sete dias antes do oferecimento das sementes, os animais foram confinados e privados do
oferecimento de suplementacido mineral.

As fezes dos bovinos foram coletadas totalmente entre 12 e 30 horas apds a ingestao
das sementes. As fezes coletadas foram levadas em sacolas pldsticas para a casa de
vegetacdo e dispostas em vasos cilindricos (altura 15,0 cm, didmetro superior 32,0 cm,
diametro inferior 18,0 cm e volume 7,0 1) com prato (altura 2,0 cm e diametro 21,0 cm),
preenchidos com areia lavada, com o objetivo de reproduzir condi¢cdes de campo, de solo
degradado, onde permaneceram por 120 dias. A areia utilizada foi peneirada em malha de
2 mm, sendo em seguida tratada, durante 36 horas, com dcido cloridrico PA, diluido em
dgua, numa propor¢do de 600 mL de 4cido para cada 10 L de 4gua, mantendo-se 1amina de
10 cm da solugdo 4cida acima do nivel da areia, em baldes de polietileno. Apds esse
periodo, a areia foi lavada com dgua corrente, até que fosse retirado o excesso de 4cido,
alcangando o pH préximo de 7,0 em dgua deionizada. Durante todos os dias de condugdo
do experimento as fezes foram irrigadas diariamente com 6 mm de 4dgua, equivalendo a 6
litros de dgua por metro quadrado de area, de acordo com a precipitacdo média didria local,
no periodo de verdo-outono.

Aos 120 dias, as plantas presentes nas placas foram contadas, cortadas “rente ao
colo” e a massa coletada foi acondicionada em sacola plastica identificada, pesada e levada
para secagem em estufa, a 65°C por 72 horas, e moidas em moinho tipo Willey,
acondicionadas em vasilhames plésticos e encaminhadas ao laboratério para andlise de
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA).
O corte foi efetuado nas primeiras horas do dia, logo ap6s a dissipacdo do orvalho. Todo
este material fresco foi levado para secagem em estufa a 65 °C, por 72 horas, obtendo-se a
massa seca. As andlises dos teores de PB foram realizadas pelo método semimicro
Kjeldhal, utilizando-se fator 6,25 para conversdo de nitrogénio total em PB, como descrito
por Silva e Queiroz (2002), para a determinacdo dos teores de FDN e FDA foi utilizado o
método descrito por Van Soest e Robertson (1985).

No momento do corte das plantas foi realizada a extrag@o de todas as raizes presentes
nos vasos. Apds a extragdo das raizes, foi realizada a lavagem cuidadosa em 4gua corrente,
com baixa vazdo, sobre peneira de malha de 1 mm, para a separacio das raizes e solo. Em
seguida, as amostras foram enxugadas com papel toalhas pesadas e secas em estufa a 65°C,

por 48 horas, para estimativa da MS e de raizes (BORDIN, 2008).
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Os resultados foram submetidos a andlise da variancia tendo sido utilizado o teste de
Tukey, a 5% de significancia para a comparacdo das médias, utilizando o programa

SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producdo e teor de matéria seca da parte aérea

Pela andlise da variancia foi observada diferenca significativa (P>0,05) apenas para
o teor de matéria seca e producdo de matéria seca em toneladas por hectare entre as
leguminosas, considerando a produgdo acumulada de 120 dias de crescimento (Tabela 1).
A espécie que apresentou maior teor de umidade em seu material forrageiro foi o
macrotiloma (82,1%), semelhante a soja perene (81,5%).

Quanto a produg¢do de matéria seca em gramas por planta, as espécies nao
apresentaram diferenca entre si, em média as plantas produziram 2,54 g de MS, contudo,
quando se avaliou a estimativa de producdo de MS por hectare (ajustada em funcio da
producdo MS das parcelas experimentais), o macrotiloma apresentou valores
significativamente maiores que as demais espécies testadas. A estimativa de producgio de
cerca de 6 toneladas por ha € bastante expressiva, considerando as condi¢des do substrato
utilizado (areia lavada, pH 7,0). Os resultados de produgdo de matéria seca obtidos neste
estudo s@o similares aos encontrados por Padua et al. (2006), com certa ressalva, pois os
valores observados foram ajustados em fun¢do das parcelas experimentais. Estes autores
trabalharam com macrotiloma e soja perene, e verificaram produgdes de 6,0 t/ha e 4,6 t/ha
aos noventa dias de crescimento, para as duas espécies respectivamente.

As espécies soja perene e cunhd ndo diferiram entre si no tocante a estimativa de
producdo de matéria seca por hectare, a soja apresentou 4,28 t/ha enquanto a cunha
apresentou 4,24 t/ha. Teixeira (2008), avaliando a cunha observou produtividade de 13,20
t/ha de MS em 120 dias, mostrando que podem ser alcangadas produtividades elevadas de
MS com a cunhd quando o plantio é realizado por mudas e é realizada a calagem. Estes
resultados mostram que a produgcdo de MS em gramas por planta ndo difere entre as
espécies, todavia a producdo de MS por hectare ndo segue mesmo pradrdo, logicamente
pode-se perceber que a influéncia da quantidade de sementes dispersa pelos bovinos, que

se desenvolvem nas fezes, faz toda diferenga na obtencdo destes resultados, nos sugerindo
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a hipdtese de que a maior quantidade de sementes dispersa por placa fecal proporciona
maiores produtividades de MS, que possivelmente, poderdo ser incrementadas a pastagem

na qual a tecnologia estd sendo adotada.

Composicdo bromatologica

Na Tabela 2, sdo apresentadas as médias para os teores de PB, FDN e FDA das
espécies estudadas. A andlise de varidncia dos teores de PB, FDN e FDA indicou
significancia apenas para diferenca entre espécies, ndo sendo observadas diferencas entre
as plantas das respectivas espécies em diferentes periodos em que foram excretadas. O
maior teor de PB foi encontrado na soja perene (16,0%), ndo sendo observada diferenca
entre cunha (13,6) e macrotiloma (13,1). Em relagcdo ao teor de FDN, foi observado que a
cunhi (66,8%) apresentou o maior valor, seguido da soja perene (63,4%) e, por dltimo, o
macrotiloma (55,0%). Para o teor de FDA foi verificado maior valor para cunha (53,8%),
seguido do macrotiloma (40,5%) e, por ultimo, a soja perene (39,4%). Barros et al. (2004),
trabalhando com cunha, verificaram os seguintes teores: 17,2% de PB e 55,1% de FDN.
Pé4dua et al. (2006), trabalhando com trés leguminosas forrageiras, dentre elas a soja perene
e o macrotiloma, observaram, respectivamente, teores de PB de 16,5 e 15,4%, teores de

FDN de 60,3 e 50,4 e teores de FDA de 40,6 € 39,4%.

Producdo Radicular

Pela andlise da variincia foi observada diferenca significativa (p>0,05), entre as
leguminosas, apenas, para o teor de matéria seca das raizes e producdo de matéria seca em
toneladas de raizes por hectare, considerando a produgdo aos 120 dias de crescimento
(Tabela 3).

Em média, cada planta amostrada acumulou 2,02 gramas de biomassa em suas
raizes, o que equivale a 3,85 toneladas por hectare. Destes, a maior parte representavam
raizes finas, exceto no caso da espécie soja perene, que apresentou raiz pivotante bastante
expessa. Goins e Russele (1996) enfatizaram que a arquitetura radicular das plantas parece
influenciar a absorcdo de nutrientes e a efici€éncia no uso da dgua, assim como afetar a

particdo de assimilados entre a parte aérea e as raizes.
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A espécie que apresentou maior teor de matéria seca em suas raizes foi a cunha
(28,0%), seguida pela soja perene (26,0%). Dados morfoldgicos referentes as fases das
plantas sdo tdo importantes quanto escassos na literatura e, considerando-se o grande
nimero de espécies de leguminosas, fica evidente a necessidade estudos neste sentido
(Oliveira, 2001). A espécie que apresentou maior produgcdo de matéria seca de raizes por
hectare foi o macrotiloma (em média 4,9 t/ha). Em relacdo a densidade de raizes nao foi
observada diferenca entre as espécies, sendo verificada em média 0,29 gramas de matéria
seca de raiz por decimetro cubico. Scaranari e Inforzato (1952), estudando algumas
espécies de leguminosas, verificaram que a produgdo radicular e a profundidade atingida
pelas raizes estd relacionada com o desenvolvimento da parte aérea das plantas. Além
disso, verificaram que € pequena a quantidade de matéria organica deixada no solo pelas
raizes, quando comparada com a que é produzida pela parte aérea, mas que sua agdo é
extremamente importante, pois proporcionam aprecidvel melhora das propriedades fisicas

do solo.

CONCLUSOES

Os bovinos constituem-se em facilitadores na dispersdo de cunhd, macrotiloma e
soja perene, pois as sementes dispersas por eles t€m plena condicdo de expressar seu
potencial em termos qualitativos da forragem produzida.

A espécie macrotiloma apresentou a maior produgcdo de matéria seca, porque teve
maior ndmero de sementes que germinaram e se desenvolveram nas fezes bovinas.

As plantas desenvolvidas nas fezes foram capazes de expressar boa producio de
matéria seca. A passagem de sementes pelo trato digestério dos bovinos ndo implica
necessariamente na redug¢do ou aumento da produtividade se matéria seca pelas plantas.

Os teores de PB, FDN e FDA ndo sofreram alteragdes dentro dos periodos de
dispersdo em que as sementes foram cultivadas.

A espécie soja perene apresentou o maior teor de PB e o menor de FDA e valor
intermedidrio para FDN, desta forma, foi a espécie que apresentou qualidade nutricional
superior dentre as estudadas.

O macrotiloma foi a espécie que apresentou a maior producido de matéria seca de

raizes dentre as estudadas.
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Tabela 1. Teor de matéria seca (MS %) e producao média de matéria seca por planta

em gramas/planta (PMS g/planta) de trés leguminosas forrageiras tropicais.

MS %

Periodo/Espécie macrotiloma soja perene cunhd
Entre 12 e 18 horas 17,33 18,10 29,95
Entre 18 e 24 horas 17,98 18,73 29,17
Entre 24 e 30 horas 18,31 18,63 29,57

Média 17,87 b 18,49 b 29,57 a
CV% 4,55 5,67 12,00
PMS g/planta

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunhd
Entre 12 e 18 horas 2,88 2,36 2,93
Entre 18 e 24 horas 2,32 2,27 1,65
Entre 24 e 30 horas 1,88 3,82 2,79

Média 2,36 a 2,81 a 2,46 a
CV% 27,01 65,63 43,37

** Médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)



108

Tabela 2. Teor de proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra
em detergente acido (FDA) de trés leguminosas forrageiras tropicais, germinadas e

desenvolvidas em fezes bovinas.

RN S
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PB %

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunha
Entre 12 e 18 horas 13,00 15,84 13,44
Entre 18 e 24 horas 13,14 15,85 13,46
Entre 24 e 30 horas 13,17 16,38 13,87

Média 13,10 b 16,02 a 13,59 b
CV% 14,37 4,99 13,98
FDN

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunha
Entre 12 e 18 horas 53,79 60,44 67,04
Entre 18 e 24 horas 53,13 64,56 65,06
Entre 24 e 30 horas 58,02 65,17 68,44

Média 54,98 ¢ 63,39 b 66,84 a
CV% 4,57 3,87 4,10
FDA

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunhi
Entre 12 e 18 horas 39,20 41,25 53,25
Entre 18 e 24 horas 38,74 38,34 54,29
Entre 24 e 30 horas 43,64 38,61 53,90

Média 40,52 b 39,40 b 53,81a
CV% 7,31 5,63 3,09

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (P<0,05).
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Tabela 3. Teor de matéria seca (MS%) das raizes, producdo média de matéria
seca por planta (PMS g/planta) e densidade média de raizes por planta (gMS/dm3) de

trés leguminosas forrageiras tropicais.

Teor MS %

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunha
Entre 12 e 18 horas 20,09 25,85 28,17
Entre 18 e 24 horas 20,14 25,97 28,14
Entre 24 e 30 horas 19,92 26,21 27,68

Média 20,05 c 26,01 b 28,00 a
CV% 1,44 1,43 2,36
PMS (g/planta)

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunha
Entre 12 e 18 horas 2,39 1,74 2,52
Entre 18 e 24 horas 1,94 1,68 1,39
Entre 24 e 30 horas 1,62 2,73 2,16

Média 1,99 a 2,05a 2,03 a
CV% 29,89 70,04 49,14

Densidade de raizes (gMS/dm3)

Periodo/espécie macrotiloma soja perene cunha
Entre 12 e 18 horas 0,34 0,25 0,36
Entre 18 e 24 horas 0,28 0,24 0,20
Entre 24 e 30 horas 0,23 0,39 0,31

Média 0,28 a 0,29 a 0,29 a
CV% 30,90 70,28 49,09

**Médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo desse trabalho foi desenvolver tecnologia de baixo custo para
enriquecimento e/ou recuperacao de pastagens com a introducao e disperséo de
leguminosas pelas fezes bovinas. Pretendeu-se, portanto, avaliar o potencial
fisioldgico das sementes antes e apds sofrerem possiveis danos causados pelo
estresse salino, proporcionado pela permanéncia de sementes em mistura
mineral para bovinos, pela mastigacao, pela passagem pelo trato digestoério e pela
permanéncia nas fezes, utilizando-se para isso testes de germinacao, teste de
vigor e observacdo da germinacao de plantulas nas placas fecais, bem como da
avaliacdo da produgdo de matéria seca, composicdo bromatolégica, producao
radicular das plantas que se desenvolveram nas placas fecais num periodo de
120 dias de crescimento.

No primeiro experimento, sementes de cunha foram submetidas aos
métodos de pré-condicionamento: a) escarificacdo manual com lixa e imersao em
agua por 14 horas a 25°C e b) imersdo em agua a temperatura de 95°C com
manutencdo das sementes na mesma agua por 24 horas a 25°C. ApoOs o pré-
condicionamento, os tegumentos das sementes foram retirados e as sementes
imersas em solug¢des de tetrazdlio a 0,1, 0,3 e 1% por 2 horas e 30 minutos a
25°C. Para comparacdo dos resultados obtidos no teste de tetrazodlio, foram
realizados os testes de germinacao, primeira contagem e indice de velocidade de
germinacdo. O meétodo utilizando escarificagcdo manual com lixa e posterior
embebicdo em &agua por 14 horas, a 25°C apresentou maior eficiéncia no pré-

condicionamento de sementes de cunha e a imersdao das mesmas em solugéo de
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tetrazoélio a 0,3% por 2 horas e 30 minutos, a 25°C, permitiu avaliar a qualidade de
sementes dessa espécie.

No segundo experimento foi avaliado o potencial fisiolégico de sementes
de cunha, estilosantes, macrotiloma e soja perene submetidas a permanéncia em
mistura mineral para bovinos, pelo teste de germinacdo, pelo teste de
envelhecimento acelerado e pelo teste de condutividade elétrica. As sementes
permaneceram na mistura mineral por: 0, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas. O
estresse salino, até 24 horas, ndo representou risco para a germinacdao das
sementes.

O terceiro experimento verificou o efeito da mastigagdo simulada em
laborat6rio, com uma barra metdlica, sobre a sobrevivéncia de sementes e a
sobrevivéncia de sementes de cunhd, estilosantes, macrotiloma e soja perene
submetidas a diferentes periodos de digestdo &cido-enzimatica “in vitro”. Para
isso, foram conduzidos trés ensaios. O primeiro ensaio foi realizado para observar
o percentual de sementes destruidas pela “mastigacao” e o segundo foi para
comparar o comportamento germinativo das sementes das espeécies utilizadas
apos “mastigacdo”, escarificagcdo com lixa, “mastigagdo” com posterior
escarificagdo com lixa e sementes intactas (controle). E, no terceiro ensaio, as
sementes foram incubadas a 39° C com &cido cloridrico mais pepsina por: 0, 2, 4,
8, 12 e 24 horas. Os resultados permitiram observar, que as sementes de
leguminosas, por possuirem tegumentos duros e impermeaveis, quando
submetidas a mastigacéo e a digestdo acido-enzimatica, possuem alto potencial
de resisténcia, e, desta forma, maiores sdo suas chances de passar intactas pelo
trato digestorio dos bovinos, sendo capazes de germinar quando defecadas nas
pastagens. Contudo, o estilosantes ndo deve ser inserido na alimentacao de
bovinos com este fim, pois ndo resiste a digestdo acido-enzimatica.

O quarto experimento avaliou a sobrevivéncia de sementes de cunha,
estilosantes, soja perene e macrotiloma submetidas ao ensaio de fermentacao in
vitro e ao ensaio in situ. No ensaio in vitro, foi colocado o equivalente a 50
sementes de apenas uma espécie em cada erlenmeyer de 250 mL, por repeticdo.
No ensaio in situ, foi colocado o equivalente a 50 sementes de apenas uma
espécie por saquinho de nailon por repeticdo, de tamanho 10x15 cm e foram
utilizadas vacas fistuladas. Os tempos de fermentacdo foram: 6, 12, 24, 48, 96 e
144 horas, e o tempo zero foi realizado no laboratério. Foram determinadas as
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porcentagens de germinacdo de cada espécie em cada tempo de fermentagao.
Os resultados permitiram observar que as sementes de leguminosas, por
possuirem tegumentos duros e impermeaveis, quando submetidas a fermentagéo
in vitro e a digestdo ruminal in situ, apresentam alto potencial de resisténcia, e,
desta forma, maiores sdo suas chances de passar pelo trato digestério dos
bovinos, sendo capazes de germinar quando defecadas nas pastagens. Contudo,
o estilosantes ndo deve ser inserido na alimentacdo de bovinos com este
proposito, pois nao resiste a fermentacao ruminal.

No quinto experimento, foi avaliada a recuperagdo e sobrevivéncia de
sementes submetidas ao trato digestério de bovinos e avaliar a germinacao
destas sementes em placas fecais de bovinos em casa de vegetagao, com intuito
de constatar a possibilidade de introduzi-las em uma pastagem ja estabelecida,
visando melhorar o desempenho das pastagens e, consequentemente,
incrementar a produtividade animal por area sem que haja custo elevado,
principalmente quanto a implantacdo desta tecnologia para o pecuarista. Para
avaliar a recuperagdo das sementes, foi realizado ensaio com delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticoes, sendo
analisada a recuperagao e germinagdo de sementes em fungdo do periodo de
excrecdo. Para estudar a germinagdo das sementes nas placas fecais, foi
realizado um experimento para analisar a presenca de plantas nas placas fecais
em funcdo do periodo de excregdo. Em ambos ensaios, foi oferecida, aos
animais, a quantidade de 50 g de sementes misturadas a 150 g de suplemento
mineral para bovinos por repeticdo. No ensaio de recuperacao, foram utilizadas as
espécies cunha, estilosantes, soja perene e macrotiloma e as fezes bovinas foram
coletadas até 60 horas apds a ingestdo das sementes, de onde as sementes
foram separadas através de tamises, e, posteriormente, foram contadas e
divididas em sementes intactas e intumescidas. Para o teste de germinacédo das
sementes recuperadas, foram utilizadas 75 sementes por repeticado (25 in natura,
25 intactas e 25 sementes intumescidas). No ensaio de germinacédo nas placas
fecais, foram utilizadas as espécies cunha, soja perene e macrotiloma, onde as
fezes bovinas foram coletadas entre 12 e 30 horas apds a ingestao das sementes,
no qual aos 120 dias, foram avaliadas a quantidade total de plantas germinadas
dentro do periodo estudado (entre 12 e 30 horas), bem como o numero médio de
plantas germinadas por placas fecal. A partir dos resultados obtidos pode-se
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concluir que: os bovinos constituem facilitadores na dispersdo de cunh3,
macrotiloma e soja perene, mas nao de estilosantes. E o melhor desempenho
quanto ao numero medio de plantas germinadas nas placas fecais foi alcangado
pela espécie macrotiloma, sendo seguido pelas espécies cunha e soja perene.

No sexto e ultimo experimento foram avaliadas a producdo de matéria
seca, a composicao bromatolégica e a produgéo radicular de plantas de cunh3,
macrotiloma e soja perene, que apds terem suas sementes passadas pelo trato
digestério de bovinos, germinaram e se desenvolveram em placas fecais bovinas.
Foram oferecidos 50 g de sementes misturadas a 150 g de suplemento mineral
para bovinos por repeticao. As fezes bovinas foram coletadas entre 12 e 30 horas
apos a ingestao das sementes e foram alocadas em vasos onde permaneceram
por 120 dias. Ao fim deste periodo, as plantas presentes nas fezes foram
contadas, cortadas e encaminhadas ao laboratério para determinagéo do teor, da
producdo de matéria seca da parte aérea, teor de proteina bruta (PB), fibora em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA); também foi realizada
a extracao de todas as raizes presentes nos vasos. As plantas desenvolvidas nas
fezes foram capazes de expressar boa produgédo de matéria seca. A passagem de
sementes das espécies estudadas pelo trato digestorio dos bovinos nao implica
necessariamente, na reducao ou aumento da produtividade de matéria seca pelas
plantas. O macrotiloma foi a espécie que apresentou a maior produgcédo de matéria
seca por hectare. Os teores de PB, FDN e FDA nao sofreram alteragcdes dentro
dos periodos de dispersdo em que as sementes foram cultivadas. A espécie soja
perene apresentou o maior teor de PB e o menor de FDA e valor intermediario
para FDN, desta forma, foi a espécie que apresentou qualidade nutricional
superior dentre as estudadas. As leguminosas estudadas apresentaram
diferencas na morfologia, na producao por hectare e na distribuicao radicular, mas
nao apresentaram diferencas na producao individual por planta e na densidade
radicular. O macrotiloma foi a espécie que apresentou a maior produgdo de

matéria seca de raizes entre as estudadas.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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