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RESUMO  
 

A Tindziva é uma espécie de grande importância na alimentação, carpintaria e medicina 

tradicional. No entanto, ela enfrenta desafios relacionados com técnicas para a sua propagação. 

Aliado a isto, muitas espécies da família Fabaceae, na qual a Tindziva é pertencente, têm a sua 

germinação limitada pela dormência física. Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito da 

germinação ex e in vitro de sementes de Tindziva no desenvolvimento inicial das plântulas. O 

experimento foi conduzido na Estufa (ex vitro) e no Laboratório de Biotecnologia (in vitro) do 

Instituto de Investigação Agrária de Moçambique, entre Julho a Agosto de 2024. No 

experimento ex vitro, as sementes foram submetidas a 7 tratamentos, que corresponde 6 tempos 

de escarificação com H2SO4 a 95% (5, 10, 15, 20, 25 e 30 min) e 1 controlo (sem escarificação). 

Foram utilizadas 80 sementes por tratamento, divididas em 4 repetições de 20 sementes cada. No 

experimento in vitro, as sementes tiveram o tegumento removido e foram incubadas em dois 

meios de cultura de tecidos (MS – Murashige and Skoog e WPM – Woody Plant Medium), tendo 

sido utilizadas 40 sementes por tratamento, em 4 repetições de 10 sementes cada. Os 

experimentos foram conduzidos seguindo um delineamento completamente casualizado (DCC) 

com a duração total de 45 dias (ex vitro) e 15 dias (in vitro). As variáveis avaliadas foram a 

duração, percentagem e velocidade de germinação, variáveis biométricas e taxa de 

sobrevivências das plântulas. Os resultados mostraram que a germinação ex vitro iniciou no 12° 

dia para os tempos 5, 20 e 30 min, com melhores índices de germinação nos tratamentos por 10 

min (68%) e 20 min (74%). A germinação in vitro começou no 2° dia, atingindo 100% de 

germinação e velocidade de germinação de 3.8 em ambos meios MS e WPM. Por outro lado, na 

ex vitro, os tempos de 10 e 25 min apresentaram os melhores resultados de crescimento das 

plântulas, enquanto, in vitro resultou em desempenho similar tanto no meio MS quanto WPM. A 

correlação ex vitro mostrou fortes relações entre área foliar com o número de raízes e a altura da 

plântula, enquanto, na in vitro mostrou relações fortes entre todas variáveis. As melhores taxas 

de sobrevivência ex vitro foram observadas por 20 min (95%) e 10 min (96.3%), enquanto, na in 

vitro ambos os meios WPM e MS acima 95%. Dessa forma, foi possível demonstrar que através 

dos protocolos testados no presente estudo uma boa germinação de Tindziva. 

 

Palavras-chaves: Tindziva, dormência física, escarificação química, meios de cultura. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Contextualização 
  

A Tindziva (Dialium schlechteri (Harms)) é uma planta dicotiledónea pertencente à família 

Fabaceae, nativa das florestas de Moçambique e do leste da África do Sul, e amplamente 

utilizada na nutrição, medicina tradicional, carpintaria e como combustível lenhoso (Burrows et 

al., 2018; Palgrave, 1983).  

A Tindziva é uma nativa apreciada, que, como para muitas outras frutas nativas da África, 

ainda não foram desenvolvidas técnicas para a sua propagação, protecção, produção e 

processamento (Awodoyin et al., 2015). Como resultado, essas fruteiras são exploradas quase 

exclusivamente em seus ambientes naturais, o que limita o aproveitamento do seu potencial de 

rendimento, qualidade e utilidade (Negash, 2021). A propagação natural dessas fruteiras nativas 

em seus ambientes de crescimento depende maioritariamente da dispersão das sementes 

botânicas, resultando em alta variabilidade genética, o que afecta as características da fruta e 

outros produtos proveniente da espécie. Contudo, a propagação sexual de espécies fruteiras é 

crucial para a produção de porta-enxertos, melhoramento genético e propagação da própria 

espécie (Hartmann et al., 2013). 

A germinação da semente é considerada um dos estágios mais críticos no desenvolvimento 

das plantas, envolvendo processos fisio-metabólicos complexos que activam o embrião e 

permitem a protrusão da radícula, exigindo condições químicas e físicas favoráveis para a 

germinação (Hartmann et al., 2013). Muitas espécies de Fabaceae, família da qual Tindziva é 

pertencente, apresentam germinação limitada devido a vários factores como dormência física de 

sementes, que, embora seja uma condição adaptativa, é um obstáculo ao uso agronómico das 

sementes (Embrapa, 2012; Costa et al., 2010).  

Diversos métodos de quebra de dormência de sementes incluindo o químico, com o uso de 

substâncias como o ácido sulfúrico, têm sido amplamente estudados para superar essa barreira, 

promovendo o processo germinativo e garantindo a propagação das espécies (Baskin & Baskin, 

2014). Além disso, a germinação in vitro (germinação em condições de laboratório, em meio de 

cultura estéril) apresenta-se como uma alternativa valiosa e eficiente para a propagação de 

espécies com baixa germinação ex vitro (germinação em condições naturais, fora do laboratório), 

pois, possibilita uma maior taxa e uniformidade da germinação, em menor período de tempo e 
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espaço (Carvalho et al., 2012; George et al., 2008). Contudo, as espécies vegetais podem 

responder de formas diferentes aos tratamentos para estimular a germinação e, por isso, conhecer 

as condições ideais de germinação é essencial para o sucesso na produção de mudas ou porta-

enxertos, uma etapa fundamental para a viabilidade da fruticultura, em especial para a Tindziva 

(Chen et al., 2007). Assim, torna-se crítico a realização de estudos com vista a identificar 

estratégias para melhorar o sucesso de germinação de sementes de espécies com problemas de 

dormência física como é o caso da Tindziva. 
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1.2. Problema de Estudo e Justificação 
 

A flora Moçambicana é rica em espécies fruteiras nativas com grande potencial nutricional e 

socioeconómicas, tanto local quanto nacionalmente (Simone, 2001). Contudo, o conhecimento 

científico e técnico sobre propagação e gestão de viveiros dessas espécies são escassos, em 

particular a Tindziva (Awodoyin et al., 2015), assim como acontece com o conhecimento sobre 

as oportunidades de negócio em novas cadeias que estas espécies apresentam. Como factor 

agravante, a transferência de conhecimento indígena tem sido negligenciada em programas de 

pesquisa e pouco valorizada socioeconomicamente (Santo-António & Goulão, 2015).  

A maioria desses frutos nativos são colhidas em áreas naturais, pois as árvores nativas 

raramente são cultivadas em explorações agrícolas (Simitu et al., 2009). Sendo que, a reprodução 

sexuada das árvores nativas é comum na produção comercial de mudas, garantindo a diversidade 

genética da espécie, obtenção de porta enxertos e permitindo estudos inicias de exploração da 

espécie (Ferreira & Santos, 1997). No entanto, na família Fabaceae, na qual a Tindziva é 

pertencente, a dormência tegumentar é comum, constituindo um desafio para projectos florestais 

e uso agronómico das sementes, devido a atrasos, desuniformidade ou falhas na emergência das 

plântulas (Oliveira et al., 2003). Entretanto, uma germinação rápida e uniforme, seguida pela 

imediata emergência das plântulas, é desejável, pois plântulas que demoram a emergir são mais 

vulneráveis a diversas condições ambientais (Martins et al., 2009).  

Neste contexto, o ácido sulfúrico vem sendo utilizado como alternativa eficaz para quebrar a 

dormência tegumentar e acelerar a germinação de sementes, com a sua eficiência dependente do 

tempo de exposição da semente ao ácido, concentração do ácido e da espécie propagada 

(Albuquerque et al., 2007). Por exemplo, Neto et al. (2012) obtiveram níveis de germinação de 

98 e 100%, na Adenanthera pavonina L. ao submeterem as sementes ao H2SO4 (98%) por 10 e 

20 min, respectivamente. Por outro lado, Mota et al. (2018) obtiveram uma germinação 96% e 

100% em sementes de Enterolobium schomburgkii Benth, imersas ao H2SO4 (95%) por 12 e 13 

min, respectivamente, enquanto, Cipriani et al. (2019) obtiveram 86% e 89% de germinação em 

sementes de Senna macranthera (DC. ex Collad), imersas ao H2SO4 (98%) por 15 e 30 min, 

respectivamente. Com base nesses estudos de facto H2SO4 é eficaz de acordo com tempo para 

cada espécie. Por outro lado, tem-se também usado a propagação in vitro como uma 

possibilidade para obtenção de mudas, a qual garante uma produção de mudas em larga escala 
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com qualidade superior e em menos tempo e espaço (Paiva et al., 2002; Moura et al., 2012). Por 

exemplo, Pergolotti et al. (2023) obtiveram taxas de germinação de 73 – 78%, a partir do 4 dia 

do início de germinação na Rubus idaeus L. in vitro, do que 26% de germinação com o inicio da 

germinação após 1 mês, in vivo. Já Samanthi et al. (2013) obtiveram alta germinação (90-100%) 

na H. cannabinus Kenaf dentro de 2 a 3 dias. Enquanto, Bhattacharya & Khuspe (2001) 

obtiveram uma germinação de 96% durante 7 dias em diferentes variedades de Carica papaya na 

condição in vitro, do que na condição ex vitro com 68% de germinação, o que representa redução 

no tempo necessário para a germinação de sementes.  

Portanto, ainda não foram registados estudos similares para a Tindziva, no que diz respeito a 

escarificação com ácido sulfúrico e incubação a meios de cultura, tornando-se assim necessário 

preencher essa lacuna no conhecimento de estratégias que possam garantir o sucesso da 

germinação (ex vitro e in vitro) da semente de Tindziva. Assim, este estudo representa um passo 

inicial fundamental para integrar a Tindziva em programas de propagação, conservação e 

valorização de espécies nativas. Desta forma, o presente estudo propõe-se a investigar até que 

ponto o uso de H2SO4 de forma simples ou combinado com meios de cultura de tecidos podem 

assegurar o sucesso de produção de mudas de Tinziva um primeiro passo muito importante, para 

garantir o aproveitamento em pleno do potencial e utilidade agronómica e social desta espécie. 

1.3. Objectivos  

1.3.1. Objectivo geral 

 Avaliar o efeito da germinação ex e in vitro de sementes de Tinziva (Dialium schlechteri 

Harms) no desenvolvimento inicial das plântulas. 

1.3.2. Objectivos específicos 

 Descrever o período de ocorrência da germinação ex e in vitro de sementes de Tindziva; 

 Determinar a percentagem e o índice velocidade de germinação de sementes de Tindziva 

sob efeito de ácido sulfúrico (ex vitro) e meio de cultura MS e WPM (in vitro); 

 Examinar a relação entre as variáveis biométricas (altura da plântula, área foliar, numero 

de folhas e raízes e o comprimento da raiz) das plântulas de Tindziva produzidas ex e in 

vitro; 

 Monitorar o estabelecimento e sobrevivência das mudas de Tindziva produzidas ex e in 

vitro. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Origem, Descrição Botânica e Importância da Tinziva 

A Tindziva (Dialium schlechteri Harms) é uma planta dicotiledónea, pertencente à família 

Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae, género Dialium e espécie Dialium schlechteri (Burrows 

et al., 2018). Esta espécie é nativa das florestas do Este da África do Sul (Kwazulu-Natal) e Sul 

de Moçambique (ao Sul do rio Save) (Palgrave, 2002). No entanto, a Tinziva apresenta nomes 

vernaculares que variam de uma zona para outra e mesmo dentro da mesma zona, a destacar: 

Tinziva, Enziva, Tintsiva, Insiba, Tsiba, Ziva (Ronga, Tsonga) e Zulo Podberry (Inglês) 

(Burrows et al., 2018). 

A Tindziva é uma árvore perene e caducifólia, de pequeno a médio porte (5-15 m), encontrada 

em florestas arenosas e costeiras. Geralmente, possui um caule ramificado com uma copa densa e 

arredondada e casca rachada longitudinalmente (Palgrave, 2002). A casca é de cor cinza clara, 

lisa e manchada. As folhas são verde, compostas, opostas, subpostas a alternadas, com 7-11 

folíolos e um terminal e ficam amarelas antes de caírem (Burrows et al., 2018; Van Wyk, 1997). 

A floração ocorre de Setembro a Novembro e a frutificação de Dezembro a Junho (Palgrave, 

2002). As flores são pequenas, dispostas em panículos terminais, com pétalas creme-

esverdeadas, anteras amarelas e ovário castanho-chocolate. As flores atraem as abelhas 

favorecendo a polinização. Os frutos são redondos a ovais (10-20 mm de diâmetro), de cor 

castanho-escuro, minuciosamente aveludado, com casca fina e quebradiça A semente está 

envolvida por um arilo seco de cor laranja brilhante (Burrows et al., 2018). Os frutos costumam 

nascer em profusão a partir do outono (Palgrave, 2002). Esta árvore pode ser propagada a partir 

de sementes, no entanto, ela é sensível à geada e pode ser difícil de cultivar em áreas onde 

ocorrem frequentemente geadas de inverno (Palmer & Pitman, 1974).  

Esta espécie tem várias aplicações. Os frutos são procurados pela população do sul de 

Moçambique e pelas crianças Zulos, pois o arilo comestível da polpa fina que envolve as 

sementes tem um agradável sabor ácido e é muito saboroso (Burrows et al., 2018). A polpa é 

misturada com água ou com leite para fazer uma bebida refrescante (Palgrave, 2002). Os frutos 

são vendidos em mercados locais. E ainda, os zulos transformam a casca em pó e aplicam nas 

queimaduras (Palmer & Pitman, 1974). Além disso, a madeira tem uma boa superfície, cor 

avermelhado, dura, pesada e, é resistente há insectos (Palgrave, 2002).  
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2.2. Germinação de sementes 

A palavra "semente" (originada do latim seminilla, diminutivo de sémen, que significa 

esperma) refere-se ao órgão que assegura a reprodução e a perpetuação da espécie vegetal. A 

semente pode ser definida como um óvulo maduro, contendo um eixo embrionário, reservas 

nutritivas e um envoltório protector chamado tegumento ou casca (Figura 1, Damião Filho & 

Môro, 2001). Neste sentido, a semente é a precursora da geração seguinte na vida de uma planta, 

garantindo a reprodução e a sobrevivência da espécie, destacando-se no estabelecimento, 

expansão, diversificação, desenvolvimento da agricultura e na alimentação (Silva, 2003).  

O processo germinativo pode ser definido como uma sequência ordenada de actividades 

metabólicas que levam ao reinício do crescimento e desenvolvimento do embrião, resultando na 

formação de uma plântula (Silva, 2019). Fisiologicamente, a germinação começa com a 

embebição de água pela semente, seguida pela retomada do crescimento do embrião quiescente e 

finaliza com a protrusão da radícula através do tegumento (Vieira & Carvalho, 2023). De acordo 

com Hartmann et al. (2011) pode-se distinguir três fases neste processo de germinação:  

a) Fase I – Reidratação/embebição de água pela semente: A semente absorve uma 

grande quantidade de água, resultando em um aumento na actividade respiratória. Essa 

absorção se dá em função do gradiente de energia livre de água (∆ψw) estabelecido entre 

o potencial métrico da semente e o potencial de água do substrato. 

b) Fase II – Germinação: Há uma drástica redução na taxa de absorção de água, enquanto 

a digestão das reservas solúveis, difusíveis e simples, se intensifica em direcção aos 

pontos de crescimento do embrião, iniciando o processo de assimilação nas principais 

actividades celulares que incluem maturação mitocondrial, síntese de proteínas, 

metabolismo de reserva de armazenamento e activação de enzimas específicas. 

c) Fase III – Crescimento: Aqui ocorrem modificações morfológicas visíveis nas 

sementes, como o alongamento da radícula (protusão da raiz primária, Figura 1). Tanto a 

respiração quanto a absorção de água pelas sementes volta a aumentar. Nesta fase ocorre 

a mobilização das reservas e um crescimento mais pronunciado, por isso, caracteriza-se 

por uma intolerância à dessecação e é irreversível, pois a semente origina uma nova 

plântula ou morrerá. 
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Figura 1. Constituição de semente e o processo germinativo (protrusão radicular). Fonte: 

Hartmann et al., 2011. 

2.3. Factores que influenciam na germinação de sementes 

De acordo com a literatura (Embrapa, 2010; Lisboa, 2017 e Vieira & Carvalho, 2023) 

diversos factores podem influenciar o processo de germinação de sementes, os quais podem estar 

relacionados com factores internos da semente que incluem viabilidade, ausência de dormência, 

sanidade e vitalidade da semente, mas também por factores externos, tais como água, 

temperatura, luz, gases e o substrato. A interacção entre esses factores é determinante para o 

processo germinativo. 

Para que germinação das sementes ocorra de forma bem-sucedida, é necessário que as 

sementes apresentem condições internas fundamentais. A viabilidade da semente é um dos 

principais factores, pois a semente quiescente deve ser viável, ou seja, deve ser capaz de 

germinar quando colocada em condições favoráveis. Outro aspecto importante é a ausência de 

dormência é essencial que a semente não esteja dormente, pois, embora vivas, uma semente 

dormente não pode germinar. A sanidade da semente também é essencial, uma vez que a 

presença de agentes patogénicos pode comprometer o processo germinativo e reduzir a taxa de 

emergência das plântulas. Além disso, a vitalidade da semente deve ser garantida, pois apenas 

sementes viva e sem dormência podem assegurar uma germinação bem-sucedida.   

2.3.1. Factores externos 

Entretanto, a germinação não depende apenas das características internas da semente, mas 

também de um conjunto de factores externos que condicionam o ambiente ao redor do embrião. 
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a) Água e Gases 

A água desempenha um papel importante na reactivação das actividades metabólicas do 

embrião, principalmente no que diz respeito à respiração. O teor de água mínimo para a 

germinação depende da espécie, variando, geralmente, entre 40% e 60%, com base no peso da 

semente ainda fresca (Embrapa, 2010).  

O oxigénio é essencial para as reacções oxidativas do processo respiratório. A presença de 

oxigénio é indispensável para que a germinação ocorra de maneira eficaz (Vieira & Carvalho, 

2023). Diferentemente o CO2, em concentrações elevadas pode impedir ou dificultar a 

germinação (Fachinello et al., 2005). 

b) Temperatura e Luz 

A temperatura influencia especialmente por modificar as velocidades das reacções químicas 

que irão accionar a divisão, o transporte de reservas e a ressíntese de substâncias para a plântula 

(Pacheco Júnior, 2010). Para a maioria das espécies tropicais, a temperatura óptima de 

germinação encontra-se entre 15 e 30 °C e a máxima varia entre 35 e 40 °C (Machado et al., 

2002). No entanto, as espécies florestais, em especial as nativas pode variar em função da 

condição fisiológica da semente associada ao grupo ecológico ao qual a espécie pertence 

(Ferreira et al., 2007).  

A luz é um factor ecológico que regula a taxa germinativa, além de agir na superação de 

dormência induzida por pigmentos como o fitocromo (Bewley & Black, 1994). A luz influencia 

na germinação, pois a maioria das espécies é fotoblástica facultativa, o que significa que suas 

sementes podem germinar tanto na presença quanto na ausência de luz. Geralmente os factores 

luz e temperatura têm efeito interactivo sobre a germinação de sementes fotossensíveis (Nassif et 

al., 1998). 

c) Substrato 

O substrato tem o papel de fornecer humidade às sementes e criar condições ideais para a 

germinação e o desenvolvimento das plântulas. No entanto, é essencial que o substrato equilibre 

a humidade e a aeração, evitando a formação de uma camada de água que possa impedir a 

entrada de oxigénio e favorecer patógenos (Alves et al., 2015). Portanto, diversos materiais, 

como solo, areia branca, turfa, papel de filtro e papel absorvente, podem ser usados como 

substratos para testes de germinação, no entanto, o substrato não deve formar uma crosta na 

superfície, pois isso dificultaria a emergência das folhas (Lisboa, 2017). 



9 
 

2.4. Dormência das sementes  
 

A dormência é uma condição em que algumas sementes não germinam mesmo quando 

expostas a condições ambientais favoráveis (Embrapa, 2012), embora seja um mecanismo 

benéfico para a sobrevivência da espécie na natureza, pois faz com que a germinação seja 

distribuída ao longo do tempo, bem como permite que ela somente ocorra quando as condições 

ambientais forem favoráveis para a germinação da semente (Borghetti & Ferreira (2004). Em 

contrapartida, é um problema na produção comercial de mudas, em que se deseja que grandes 

quantidades de sementes germinem em curto espaço de tempo e uniforme (Embrapa, 2010).  

A dormência das sementes pode ser classificada de diferentes formas, de acordo com sua 

origem e os mecanismos fisiológicos envolvidos. Segundo Taiz et al. (2017), a dormência pode 

ser primária ou secundária. A dormência primária é aquela que já está presente nas sementes 

recém-dispersas, geralmente induzida pelo ácido abscísico e giberelinas. Enquanto, a dormência 

secundária é aquela que ocorre devido a alterações fisiológicas após a exposição das sementes a 

condições desfavoráveis à germinação.  

De acordo com os mecanismos envolvidos, Hartmann et al. (2011) classificam a dormência 

das sementes, em dois grandes grupos: endógeno e exógeno. A dormência endógena tem origem 

no interior da semente, causada por substâncias inibidoras, imaturidade do embrião ou dormência 

do próprio embrião. Esse tipo de dormência é subdividido em fisiológica, morfológica e 

morfofisiológica. Por outro lado, a dormência exógena é aquela causada pelos envoltórios da 

semente, como tegumento, endocarpo e pericárpio. Esse tipo de dormência está relacionado com 

à impermeabilidade do tegumento (absorção de água e trocas gasosas) ao efeito mecânico e/ou a 

presença de substâncias inibidoras dos tecidos, e é subdividida em física, química e mecânica. 

Além disso, a dormência pode ocorrer independentemente uma da outra ou simultaneamente 

na mesma semente, que se denomina dupla dormência (Fowler & Bianchetti, 2000). Na literatura 

(ex: Baskin & Baskin, 1998; Cardoso, 2009 e Hartmann et al., 2011), já foram descritos alguns 

mecanismos de superação da dormência em função do tipo e natureza da dormência, conforme 

descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1. Descrição de natureza, causa, mecanismos e métodos de superação de dormência 

Tipo e 

Natureza 

Causas Mecanismos Prováveis Métodos de Superação 

Endógenos 

Fisiológica 

(Primária ou 

secundária) 

Inibição da natureza 

fisiológica. 

Inibidores químicos; 

Resistência dos envoltórios e 

potencial de crescimento do 

embrião; 

Balanço hormonal. 

Ácido giberélico-GA3; 

Estratificação quente;  

Estratificação fria;  

Armazenamento. 

Morfológica 

(Primária) 

Embrião subdesenvolvido 

(rudimentar). 

Embrião na fase de 

crescimento lento devido 

factores ambiente. 

Armazenamento das 

sementes. 

 

Morfo - 

fisiológica 

(Primária) 

Combinação da 

dormência fisiológica e 

morfológica. 

Embrião precisa atingir um 

tamanho crítico; 

Balanço entre promotores e 

inibidores; 

Inibidores químicos. 

Estratificação quente 

(temperatura ≥ 15° c);  

GA3; 

Estratificação fria 

(temperatura 0-10°c). 

Exógenas 

Físicas 

(Primária) 

Inibição devido estrutura 

do tegumento e ou do 

pericárpio. 

Resistência e 

impermeabilidade dos 

envoltórios. 

 

Embebição (24-48h); 

Escarificação mecânica (uso 

de lima ou lixa de papel); 

Escarificação química 

(ácido sulfúrico, ácido 

úrico). 

Química 

(Primária) 

Inibidores químicos na 

semente ou no pericárpio. 

Inibição do processo de 

germinação. 

Remoção do pericárpio ou 

lixiviação dos frutos. 

Mecânica 

(Primária) 

Estrutura lenhos/pétrea do 

endocarpo ou mesocarpo. 

Impede crescimento do 

embrião.  

Mesmo procedimento que a 

dormência física. 

Fonte: Lopes & Nascimento, 2012. 

2.4.1. Escarificação com ácido sulfúrico (H2SO4) 
 

O tratamento com ácido sulfúrico (H2SO4) é utilizado para quebrar a dormência de sementes 

com tegumento duro de algumas espécies, causando fissuras no tegumento impermeável (FAO, 

2004). No entanto, é utilizado por períodos de tempo que variam de espécie para espécie. Após o 

tempo de tratamento, as sementes devem ser lavadas em água corrente por alguns minutos para 

remover o ácido, e seguidamente as sementes podem então ser semeadas. De acordo com 
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Borghetti & Ferreira (2004) e Embrapa, (2012) este método de escarificação apresenta as 

seguintes vantagens: a) quebra rápida da dormência tegumentar, permitindo a entrada de água e a 

germinação de espécies; b) uniformidade na germinação; c) custo acessível de aquisição do 

ácido, sendo atractivo para pequenos agricultores. Entretanto, segundo Borghetti & Ferreira 

(2004) e Embrapa (2012) existe inconvenientes inerentes ao uso de ácido sulfúrico como: a) O 

uso excessivo ou exposição prolongada pode causar danos severos às sementes, como 

descamação do tegumento, favorecendo fungos, ou afectar o eixo embrionário, resultando em 

perda de vigor e viabilidade das sementes; b) é uma substância altamente corrosiva e tóxica, que 

requer precauções, como o uso de roupas adequadas, luvas e protecção ocular; c) o descarte 

inadequado pode causar a contaminação de solo e água. 

Nesse sentido, o ácido sulfúrico vem sendo utilizado como alternativa na quebra doe 

dormência e aceleração da germinação de sementes com tegumento duro (Albuquerque et al., 

2007). Entretanto, não há registo no seu uso em sementes de Tindziva. Mas, a sua eficiência foi 

comprovada por Cipriani et al. (2019) onde obtiveram níveis de germinação 79% na 

Chloroleucon acacioides Ducke e 86% a 89% na Senna macranthera ao submeterem as 

sementes ao H2SO4 (98%) por 30, 15 e 30 min, respectivamente. Para Mota et al. (2018) 

obtiveram uma germinação 96% e 100% em sementes de Enterolobium schomburgkii Benth, 

imersas ao H2SO4 (95%) por 12 e 13 min, respectivamente. Já silva et al. (2021) obtiveram 

100% de germinação na Erythrina velutina Willd em H2SO4 (98%) por 25 min. Enquanto, Neto 

et al. (2012) obtiveram níveis de germinação de 98% e 100%, na Adenanthera pavonina L. ao 

submeterem as sementes ao H2SO4 (98%) por 10 e 20 min, respectivamente. Dessa maneira, este 

estudo propõe testar diferentes tempos de exposição de sementes de Tindziva ao ácido sulfúrico 

(95%), com intuito de identificar o tratamento mais eficiente para promover uma germinação 

uniforme e satisfatória. Espera-se, assim, contribuir para o aprimoramento dos métodos de 

superação de dormência e optimização do desempenho germinativo de Tindziva. 

2.5. Germinação de sementes in vitro  

O cultivo in vitro consiste em técnicas que permitem o a multiplicação e o desenvolvimento 

de células, tecidos, órgãos ou partes de órgãos de uma planta em um meio nutritivo sintético e 

sob condições assépticas (Carvalho et al., 2011). O cultivo é realizado em recipientes mais ou 

menos herméticos, sob condições de iluminação e temperatura controladas (George et al., 2008).  
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A germinação de sementes in vitro é uma das técnicas que podem ser utilizadas para a 

produção de mudas ou como ponto de partida para a obtenção de explantes saudáveis para 

posterior repicagem (Andrade et al., 2000), ou seja, a partir da germinação in vitro é possível 

alcançar altas taxas de multiplicação, independente de condições climáticas, variações 

estacionais e de factores bióticos, tais como agentes polinizadores, dispersores ou patogénicos 

(Andrade et al., 2000). Segundo Noleto & Silveira (2004) e Pinhal et al. (2011) a germinação in 

vitro facilita o processo germinativo de espécies com dormência ou recalcitrância, tornando mais 

uniforme, rápida e utilizando menos espaços, provavelmente porque as condições in vitro são 

mais adequadas aos processos de germinação e desenvolvimento inicial da plântula. No entanto, 

segundo Cassells (1991) e Debnath (2005) a germinação in vitro apresenta algumas desvantagens 

que incluem: a) custo elevado de infra-estruturas especializadas e mão-de-obra qualificada; b) 

risco de variação somaclonal, pois essas condições artificiais pode causar mutações genéticas 

indesejadas; c) contaminação por fungos e bactérias, quando a falhas no maneio.  

Com relação a estudos de germinação de sementes in vitro de Tindziva, ainda não existe 

informações disponíveis e estudos observados na literatura para propagação desta espécie. Desta 

feita, o processo de germinação de sementes in vitro visando a produção de mudas tem sido 

utilizado em outras espécies e por vários autores como, Samanthi et al. (2013) obtiveram alta 

germinação (90%-100%) na H. cannabinus dentro de 2 a 3 dias. Por outro lado, Bhattacharya & 

Khuspe (2001) obtiveram uma germinação de 96% durante 7 dias em diferentes variedades de 

Carica papaya na condição in vitro, do que na condição ex vitro com 68% de germinação. 

Enquanto, Stein et al. (2007) obtiveram melhores resultados de germinação 96% na Inga vera 

Willd subsp affinis (DC) na condição in vitro, do que 82% na condição ex vitro. Enquanto, 

Daneshvar (2019) obteve a maior percentagem de germinação em sementes de Ficus religiosa L 

na germinação in vitro (83,33%) do que in vivo (42,66%). 

 No entanto, alguns factores são determinantes no cultivo de plantas in vitro a destacar origem 

e tipo do material vegetal, a composição do meio de cultivo, condições de incubação e os 

reguladores de crescimento (Embrapa, 2003). A composição do meio de cultura é fundamental 

para o sucesso do cultivo in vitro e da germinação de sementes, pois influencia directamente o 

crescimento de células e tecidos vegetais (Braga et al., 2009). Existem diversas formulações de 

meios de cultura utilizadas na cultura de tecidos, cada uma oferecendo as condições necessárias 

para o desenvolvimento dos explantes (Phillips & Garda, 2019). 
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2.6. Meios de culturas no cultivo in vitro 

Os meios de cultura fornecem os nutrientes necessários para o desenvolvimento dos tecidos e 

influenciam o padrão de crescimento in vitro. A sua composição baseia-se nas exigências 

minerais das plantas, podendo ser adaptado a necessidades específicas (Paiva & Paiva, 2001). 

Esses meios são constituídos por água, os sais inorgânicos, fonte de carbono (sacarose), 

vitaminas e aminoácidos, podendo ainda receber suplementos opcionais, como amidas, os ácidos 

orgânicos, os reguladores de crescimento (Guerra et al., 2016). Podem apresentar-se em forma 

líquido ou solidificado com ágar ou outro agente (George et al, 2008), com pH ajustado entre 5-

6, faixa que assegura a disponibilidade de nutrientes ao explante (Paiva & Paiva, 2001).  

Diversas formulações de meio de cultura são descritas na literatura, as quais diferem entre 

pela concentração dos sais, que determinam as condições ideais para o crescimento e 

desenvolvimento dos explantes in vitro (Nery et al., 2007; Phillips & Garda, 2019). O meio 

White (White, 1934) foi um dos primeiros desenvolvido, contendo baixos níveis de nitrogénio e 

potássio, e embora limitando, ainda é utilizado em algumas situações (Paiva & Paiva, 2001). 

Posteriormente surgiu o meio de Murashige e Skoog (1961), designado por MS apresenta 

elevadas concentrações de nitrato, potássio e amónio, sendo amplamente utilizado em espécies 

herbáceas, morfogénese, cultura de meristemas e regeneração de plantas (Bertozzo & Machado, 

2010). Ele também o meio utilizado quando não existem protocolos definidos para determinada 

cultura (Costa Júnior, 2011), razão pela qual foi testado no presente estudo em Tindziva. Já o 

meio Woody Plant Medium (WPM), desenvolvido por Lloyd & McCown (1981), possui ¼ das 

concentrações de nitrato e amónio do MS, mas níveis altos de potássio e sulfato, sendo indicado 

para espécies plantas lenhosas (Quisen & Angelo, 2008; Gomes Júnior, 2011).  

Embora não existam estudos relatando o uso de meios de cultura na germinação in vitro 

Tindziva, diferentes formulações têm mostrado resultados variados em outras espécies como 

Gomes Júnior (2011) obteve maiores taxas de germinação e velocidade em Crambe abyssinica 

Hochst nos meios WPM e B5. Rêgo et al. (2009) obtiveram 60% de germinação de Cereus 

jamacaru (DC) no meio MS, enquanto, Costa Júnior (2020) verificou maior vigor em Vitis spp, 

no meio ½WPM. Já Nery et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes de germinação entre 

MS e WPM em Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich. Portanto, neste estudo, propôs investigar o 

desempenho dos meios de cultura MS e WPM na germinação e desenvolvimento in vitro de 

Tindziva. Considerando que o meio MS, amplamente usado em espécies diversas, serve como 
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referencia na ausência de protocolos definidos, enquanto o meio WPM é especifico para espécies 

lenhosa, grupo ao qual Tindziva pertence. 

2.7. Variáveis biométricas na propagação sexuada 

As variáveis biométricas são características mensuráveis das plantas que fornecem dados 

sobre seu crescimento, desenvolvimento e desempenho (Taiz et al., 2010). Essas variáveis são 

usadas para avaliar como diferentes factores, como condições ambientais ou tratamentos 

experimentais, influenciam o comportamento das plantas ao longo do tempo (Taiz et al., 2010). 

De acordo com Borghetti & Ferreira (2004) e Taiz et al. (2010) entre as principais variáveis 

biométricas destacam-se a altura da planta, o número de folhas, o comprimento e o de raízes, o 

peso fresco e seco, o diâmetro do caule e a área foliar. 

A altura da planta mede o comprimento total da planta, sendo indicador do vigor do 

crescimento da plântula, uma vez que plantas mais vigorosas tendem a apresentar maiores taxas 

de sobrevivência e desenvolvimento. O número de folhas representa a contagem das folhas 

formadas durante o desenvolvimento da plântula, reflectindo a capacidade fotossintética e o 

estado de crescimento da planta. O comprimento e o número das raízes são parâmetros 

fundamentais para avaliar o estabelecimento da planta, pois estão relacionados a eficiência na 

absorção de água e nutrientes e ao desenvolvimento do sistema radicular.  

O peso fresco e peso seco reflectem a quantidade de água e biomassa acumulada pela planta, 

sendo medidas importantes de crescimento e sucesso inicial da germinação. O peso seco, em 

particular, reflecte o conteúdo de matéria orgânica, indicando a produtividade da planta. O 

diâmetro do caule: Medida da espessura do caule, expressa a robustez da planta, enquanto área 

foliar: corresponde a área total ocupada pelas folhas, um indicador da eficiência fotossintética. 

Portanto, essas variáveis são indicadores directos de crescimento inicial da plântula, utilizados 

como parâmetro de qualidade para previsão de sobrevivência e desempenho em campo (Taiz et 

al., 2010), razão pela qual, foi utilizado neste estudo. Neste contexto, propôs estudar as seguintes 

variáveis: altura da planta, número de folhas, área foliar, comprimento e número de raízes. Essas 

variáveis foram escolhidas por ser amplamente utilizados na literatura, de fácil mensuração, não 

exigem a destruição das plantas e permitirem uma avaliação do desenvolvimento das plântulas 

ao longo do experimento. 

 



15 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1.  Descrição do período e local de estudo 

 

O estudo foi conduzido no período de Julho a Agosto de 2024, na Estufa e no Laboratório de 

Biotecnologia do Instituto de Investigação Agrária de Moçambique, situado na cidade de Maputo 

(Figura 2). O clima segundo a classificação de Koppen é AW, tropical chuvoso de savana.  

 

  

Figura 2. Mapa da área de estudo (Instituto de Investigação Agraria de Moçambique). Fonte: 

Cena carta, 2024. 

3.2. Colecta e preparação das sementes  

 

No estudo foram usadas sementes de Tindziva, extraídas manualmente de frutos maduros e de 

peco médio de 0.27g, colectados no distrito de Matutuíne, em Junho de 2024. As sementes foram 

separadas com auxílio de uma pinça, lavadas em água corrente para retirada dos resíduos de 

polpa e de casca. De seguida, as sementes foram seleccionadas, eliminando-se sementes mal 

formadas, quebradas ou danificadas pelo ataque de insectos. Para a obtenção da quantidade 

necessária à realização dos tratamentos, as sementes foram contadas, sendo, em seguida, 

acondicionadas em um recipiente de vidro e fechado para posterior uso.  
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3.3. Escarificação e germinação (ex e in vitro) das sementes 

 

3.3.1. Experimento 1: Germinação ex vitro de sementes 

 

Delineamento experimental e tratamentos 

 

O experimento da avaliação da germinação das sementes ex vitro foi efectuado numa estufa 

(coberta por rede branca, fina e com permeabilidade parcial de luz solar e água) e teve duração 

de 45 dias. O experimento foi constituído por sete (7) tratamentos (tabela 2) que consistiram em 

diferentes tempos de exposição (5 a 30 min) da semente ao ácido sulfúrico à uma concentração 

de 95%, e 24h de embebimento de sementes em água para o tratamento controlo, seguindo um 

delineamento completamente casualizado (DCC). A unidade experimental para cada tratamento 

foi constituída de 20 sementes, com quadro réplicas, perfazendo um total de 80 sementes por 

tratamento e 560 sementes no experimento. 

 

Tabela 2. Composição dos tratamentos de escarificação das sementes para a germinação ex vitro 

Tratamentos Descrição do Tratamento 

T0 Embebição das sementes em água por 24h (sem H2SO4, Controlo) 

T1 Imersão das sementes por 5 min em solução 95% H2SO4 

T2 Imersão das sementes por 10 min em solução 95% H2SO4 

T3 Imersão das sementes por 15 min em solução 95% H2SO4 

T4 Imersão das sementes por 20 min em solução 95% H2SO4 

T5 Imersão das sementes por 25 min em solução 95% H2SO4 

T6 Imersão das sementes por 30 min em solução 95% H2SO4 

 

Modelo estatísticos  

Yĳ = µ + τi + εĳ 

Onde: 

Yĳ – valor observado na repetição j que recebeu o tratamento i 

µ – Mediana geral  

τi – Efeito do tempo de escarificação  

εĳ – Erro experimental  
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a) Escarificação e sementeira  

As sementes foram acondicionadas dentro de um recipiente de vidro previamente etiquetado 

de acordo com o tempo de imersão (Figura 3). De seguida, adicionou-se aos recipientes solução 

concentrada (95%) de ácido sulfúrico (H2SO4), e manteve-se as sementes por diferentes tempos 

de imersão (5, 10, 15, 20, 25 e 30 min, tabela 2). As sementes foram retiradas do ácido sulfúrico 

e lavadas em água destilada por 6 min, e imersas em água destilada por 18 horas para permitir a 

lavagem do ácido sulfúrico (Embrapa, 2012). Após esta lavagem foi feita a sementeira à uma 

profundidade de aproximadamente 2 cm (Macia, 2011), em bandejas de isopor, usando-se o 

substrato comercial Coco mix (contendo 60% casca de pinheiro e 40% fibra de coco), 

humedecido com água (Figura 3). A rega foi feita diariamente com um borrifador manual.  

 

 

Figura 3. Experimento I-Germinação ex vitro. (A) Selecção e contabilização de sementes; (B) 

Imersão de sementes em diferentes tempos no H2SO4; (C-D) Preparação do substrato coco mix 

na estufa; (E-D) Sementeira. 

 

 

 

A B C 

D E F 
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3.3.2. Experimento 2: Germinação in vitro de sementes 

 

Delineamento experimental e tratamentos 

O experimento para a avaliação da germinação das sementes in vitro foi conduzido no 

laboratório de Biotecnologia e teve a duração de 15 dias. O experimento foi constituído por dois 

tratamentos nomeadamente: (i) meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) desenhado para 

espécies herbáceas e, (ii) WPM (Woody Plant Medium) – meio de cultivo de tecidos para plantas 

lenhosas como é o caso da Tindziva. Embora o meio MS tenha sido concebido para espécies 

herbáceas, o mesmo tem sido referência em trabalhos com plantas lenhosas, servindo de base 

comparativa, sobretudo quando não existe protocolos de propagação pré-estabelecido para 

determinada cultura (Costa Júnior, 2020), razão pela qual foi considerada para o presente estudo. 

No entanto, o delineamento usado foi completamente casualizado (DCC), tendo sido utilizada 

uma unidade experimental constituída por 10 sementes, repartidas em 4 repetições, totalizando 

40 sementes por tratamento e 80 no experimento. 

 

Modelo estatísticos  

Yĳ = µ + αi + εĳ 

Onde: 

Yĳ – valor observado na repetição j que recebeu o tratamento i 

µ – Média geral  

αi – Efeito do meio de cultura  

εĳ – Erro experimental  

 

a) Escarificação, desinfecção e incubação de sementes 

Para a quebra de dormência, as sementes foram submetidas à escarificação química com ácido 

sulfúrico (H2SO4) a 95% por 20 min, tempo de imersão seleccionado com base no melhor 

desempenho deste tratamento no Experimento 1 (germinação ex vitro) comparativamente aos 

outros tratamentos. Em seguida, as sementes foram lavadas com água destilada autoclavada para 

remover o ácido e mantidas em água destilada autoclavada por 24 horas, a fim de as intumescer e 

facilitar a remoção do tegumento para a superação da dormência física e melhorar a germinação 
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(Rego et al., 2014). Após esse processo, as sementes foram transferidas para a câmara de fluxo 

laminar, onde ficaram imersas em álcool etílico a 70% por 5 min. Em seguida, passaram por uma 

tripla lavagem com água destilada autoclavada durante 6 min, para garantir a remoção do álcool 

etílico na semente (Figura 4). 

As sementes foram condicionadas em tubos de ensaio (25x150 mm) contendo 10 mL de meio 

de cultura MS (4.4g/L) e WPM (2.30g/L), acrescidos de 30g de sacarose, 0.1 g/L de mio-inositol 

(SIGMA
®

) e sem ágar, resultando em um meio liquido. O pH foi ajustado para 5.7 e, em seguida, 

introduziu-se papel de filtro nos tubos de ensaio para garantir que as sementes permanecessem 

submersas no meio. Os tubos de ensaio sem sementes foram então autoclavados à 125°C e 1.2 

atm de pressão por 15 min. Após a esterilização, removeu-se o tegumento da semente e 

inoculou-se as sementes. Após a inoculação, os tubos foram mantidos em sala de crescimento 

sob as seguintes condições: fotoperíodo de 16 horas, temperatura de 25±1°C e irradiância de 32 

µmol m
-2

 s
-1

, fornecida artificialmente por lâmpadas de LED (díodos emissores de luz, Figura 4) 

segundo o procedimento recomendado por Paiva & Paiva (2001). 

 

 

Figura 4. Experimento II-Germinação in vitro. (A) Escarificação de sementes; (B) Sementes 

antes e depois da escarificação; (C) Preparação de meio de cultura; (D) Desinfecção de sementes; 

(E) Remoção do tegumento e inoculação; (F) Sala de crescimento. 

 

A B C 

D E F 
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3.4. Procedimento de amostragem e colecta das variáveis do estudo 
 

Para fins de recolha dos dados das variáveis estudadas no primeiro experimento de 

germinação ex vitro foi considerada uma amostragem aleatória estratificada que consiste em 

especificar quantos elementos da amostra serão retirados em cada estrato (Barbetta, 2006). Cada 

tratamento foi considerado um estrato e dentro de cada um, foi seleccionado aleatoriamente as 

plântulas para garantir que todas as repetições estejam representadas na amostra. Desta feita, foi 

colectada uma amostra de 25% das plântulas de cada tratamento. Cada repetição foi sorteada 

aleatoriamente 5 números para seleccionar 5 plântulas de cada repetição, resultando em um total 

de 20 plântulas por tratamento. Enquanto, na germinação in vitro para fins de recolha de dados 

foi utilizada amostragem aleatória simples que é aquela todos os elementos da população têm a 

mesma probabilidade de pertencer amostra, e cada elemento é sorteado (Barbetta, 2006). De 

seguida foi colectada uma amostra de 50% das plântulas de cada tratamento. Cada repetição foi 

sorteada aleatoriamente 5 números para seleccionar 5 plântulas, resultando em um total de 20 

plântulas por tratamento.  

Para as leituras da germinação e o índice de velocidade de germinação, foram feitas 

observações diárias na parte da manhã por volta das 08:00 horas. No final de 45 dias (ex vitro) e 

15 dias (in vitro), foram avaliados a taxa de sobrevivência e as variáveis biométricas, 

nomeadamente: o número de folhas por plântula, altura das plântulas, área foliar, número de 

raízes por plântula, comprimento da raíz principal. Em seguida, são descritos os procedimentos 

usados para a medição de cada uma das variáveis analisadas.  

a) Percentagem de germinação (%G): foi determinada através da razão entre as sementes 

germinadas e o total de sementes submetidas ao tratamento (para cada repetição), usando-se a 

equação 1, descrita por Borghetti & Ferreira (2004). Para o primeiro experimento (germinação ex 

vitro) considerou-se germinada a semente que emergiu do substrato (Figura 5A), enquanto que, 

no segundo experimento (germinação in vitro) foi considerada germinada a semente que emitiu a 

radicula (raiz primária, Figura 5B, Borghetti & Ferreira, 2004). Segundo Msanga (1999) a 

percentagem de germinação é classificada em: Muito boa (80-90%); Boa (60-79%); Suficiente 

(30-59%); Baixa (1-29%) e Nula (0%). 

 
   

                         

                    
      

 

(1) 
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b) Índice de velocidade de germinação (IVG): esta variável foi medida paralelamente a 

percentagem de germinação, através da razão entre o número de sementes germinadas a cada dia 

e o respectivo número de dias transcorridos desde a sementeira, segundo a fórmula de Maguire 

(1962) (Equação-2). A equação relaciona-se com número de sementes germinadas/dia. Quanto 

maior valor do IVG, maior a velocidade de germinação, o que permite inferir que mais vigoroso 

é o conjunto de sementes relativo a espécie e a condição do tratamento (Ranal & Santana, 2004).  

     (    ⁄ )  (    ⁄ )  (    ⁄ ) (2) 

 

 Onde: N1, N2: número de plantas emergidas no dia 1, 2, 3…n;  

 E1, E2: número de dias 1, 2, 3,…n, para as sementes germinarem. 

c) Altura da plântula (HP, cm) e comprimento da raiz (CR, cm): medidos com recurso a 

uma régua graduada de 30 cm, a altura da plântula foi considerada como sendo o comprimento 

entre base do caule até ao ápice do caule, enquanto o comprimento da raiz principal foi o 

comprimento desde o colo até a extremidade da raiz (Figura 5A e B).  

d) Área foliar (AF, cm
2
): foi estimada com o uso de uma régua graduada de 30 cm, 

posicionada nas duas extremidades da folha para obter o comprimento (C) e a largura (L). O 

cálculo foi realizado como o produto das duas dimensões (Benincasa, 2003, Equação - 3) como 

sendo:  

                                           (3) 

 

e) Número de folhas (NF) e número de raízes secundárias (NR): foram obtidos pela 

contagem de cada folha por plântula, enquanto, no número de raízes foi feita pela contagem de 

raízes secundárias, descartando-se as terciárias devido ao emaranhamento radicular, alto número 

de amostras e à exaustividade do procedimento, considerando o tempo para análise. 

 f) Taxa de sobrevivência (TS%): foi determinada com base na razão entre o número de 

plantas vivas no final do experimento e o número inicial de plântulas, usando-se a seguinte 

fórmula (Dias et al., 2024, Equação - 4): 

     (    ⁄ )       (4) 
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em que: Ni = número inicial de plântulas viva; Nf = número final de plântulas viva no viveiro.  

       

Figura 5. Germinação de semente de Tindziva e respectivas mensurações biométricas. (A) 

Emergência da semente e medição do comprimento da raiz principal ex vitro. (B) Protrusão da 

radícula e medição da altura da plântula in vitro. 

 

3.5. Análise de dados 

  

No primeiro experimento de germinação ex vitro, para a determinação da percentagem e 

índice de velocidade fez-se a análise de variância (ANOVA), porém os dados violaram o 

pressuposto de homogeneidade de variâncias, mesmo utilizando a transformação angular 

        √      ,    ( ) e √ , aplicadas para estabilizar variâncias e normalidade de 

tratamentos (Borghetti & Ferreira, 2004). Como alternativa, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis 

para comparar os tratamentos, e procedeu-se com o teste de Dunn (0,05) a fim de identificar os 

pares de medianas com diferenças significativas. O efeito dos tratamentos entre as variáveis 

biométricas aplicou-se também o teste de Kruskal-Wallis e Dunn. Para obtenção da relação entre 

as variáveis biométricas usou-se a análise de correlação de Pearson, e para qualificar essas 

relações foram usadas as classes propostas por Schober et al. (2018) Tabela 3.  

No segundo experimento de geminação in vitro para a determinação da percentagem e o 

índice de velocidade de germinação aplicou-se o teste t de Student, considerando um nível de 

significância de 5%. Tendo sido, inicialmente verificado os pressupostos estatísticos necessários 

para a aplicação do teste t Student, que inclui o teste de Normalidade (Shapiro Wilks) e 

Homogeneidade de variâncias (Levene). Além disso, o efeito dos tratamentos foi submetido ao 

teste de Mann-Whitney (alternativa ao teste t Student). Para obtenção da relação entre as 

variáveis biométricas recorreu-se a análise de correlação de Pearson, e para qualificar também 

A B 
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foi usado as classes da Tabela 3. Portanto, para ambos os experimentos as análises foram 

realizadas no software RStudio.  

 

Tabela 3. Classes de coeficiente de correlação de Pearson 

Classes do 

coeficiente de 

Pearson 

Descrição da correlação entre as variáveis   

0.0 – 0.19 Muito fraca  

0.2 – 0.39 Fraca (ligeira relação entre variáveis) 

0.40 – 0.69 Moderada (correlação estatisticamente significativa para além de 1%) 

0.70 – 0.89 Forte (correlação que torna possíveis predições do grupo de que são dignas) 

0.90 – 1.00 Muito forte (íntima relação entre as variáveis correlacionadas) 

[-] Denotação para casos de uma correlação negativa entre as variáveis.  

Fonte: Schober et al., 2018. 

Por outro lado, durante a execução deste estudo, verificaram-se algumas limitações de ordem 

técnica e metodológica que condicionaram, em certa medida, a obtenção e análise dos resultados. 

A análise estatística mostrou-se limitada devido à variabilidade dos dados, dificultando a 

aplicação de teste de análise de variância (ANOVA). Houve dificuldades na remoção do 

tegumento das sementes e na definição de um protocolo adequado de germinação in vitro, pela 

ausência de estudos prévios sobre a Tindziva, o que exigiu a adaptação de protocolos baseados 

outras espécies. Apesar dessas limitações, o trabalho proporcionou resultados relevantes e 

indicativos, que servirão de base para ajustes futuros nos protocolos de desinfecção, 

escarificação e germinação in e ex vitro, contribuindo para o avanço do conhecimento sobre a 

propagação de espécies nativas de Moçambique, em particular da Tindziva.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1. Experimento 1: Efeito da escarificação com ácido sulfúrico na germinação ex vitro 

de sementes de Tinziva 
 

O foco neste experimento foi analisar o efeito de diferentes tempos (5, 10, 15, 20, 25 e 30 

min) de imersão de sementes de Tindziva ao ácido sulfúrico (95%) na germinação de sementes, 

características biométricas, estabelecimento e sobrevivência das plântulas, comparados com a 

embebição das sementes em água pura por 24h (tratamento controlo). 

Nesse experimento houve germinação em todos tratamentos, com excepção do T0 (Controlo) 

Tabela 4. Não foi verificada uma relação clara entre os diferentes tratamentos e o início ou final 

da germinação de sementes. 

Tabela 4. Duração do tempo de germinação ex vitro 

Tratamentos Germinação Inicial Germinação Final 

T0 Nenhuma Nenhuma 

T1 12º Dia 40º Dia 

T2 14º Dia 42º Dia 

T3 19º Dia 41º Dia 

T4 12º Dia 42º Dia 

T5 19º Dia 41º Dia 

T6 12º Dia 43º Dia 

 

Os resultados obtidos para o T0 (embebição das sementes em água por 24 horas) diferem dos 

observados por Macia (2011), que verificou germinação ex vitro após 14 dias em sementes de 

Tindziva embebidas por 72 horas. Essa diferença pode estar relacionada ao maior tempo de 

embebição das sementes (72horas) usado por Macia (2011), o que favorece a permeabilidade do 

tegumento e a absorção de água. De acordo com Lopes & Nascimento (2012), para espécies com 

tegumento rígido, a imersão em água entre 24 a 48 horas pode aumentar o sucesso da 

germinação em até 90%. Estas constatações sugerem que, em experimentos futuros, o tempo de 

embebição das sementes em água seja de, no mínimo, 48 horas antes da sementeira, a fim a 

germinação.  
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Em relação aos tratamentos com o ácido sulfúrico, os resultados diferem com os observados 

por Neto et al (2012), verificaram o início no 7° dia em sementes Adenanthera pavonina L, 

tratadas com H2SO4 (98%) por 10 e 20 min, enquanto Dias et al (2022) observaram germinação 

no 4° dia em Leucaena leucocephala (Lam) de Witt, submetida ao H2SO4 (95%) por 5 min. As 

diferenças entre os resultados podem estar relacionadas às características das sementes das 

espécies (dureza do tegumento) usadas pelos autores, à concentração do ácido e ao tempo de 

exposição, conforme afirma Nascimentos et al (2009). Estes resultados sugerem que, para 

garantir o sucesso da germinação em experimentos futuros, a escarificação com ácido sulfúrico a 

sua concentração deve ser no mínimo 95% e o tempo de exposição de 5 e 20 min. Ressalta-se, 

contudo, que a o efeito da escarificação com ácido sulfúrico varia conforme a espécie, no 

processo germinativo. 

4.1.1. Percentagem de germinação de sementes (%G) 
 

O teste de Kruskal-Wallis revelou a existência de diferenças significativas (p <0.05) entre os 

tratamentos na percentagem de germinação de sementes. A análise de comparações múltiplas 

pelo teste de Dunn (Figura 6) revelou que todos os tratamentos com ácido não diferiram 

estatisticamente entre si, mas tiveram todos um desempenho superior ao tratamento controlo na 

promoção da germinação de sementes. Enquanto, no T0 não germinou nenhuma semente, o T4 

teve tendência a promover uma maior germinação com cerca de 75% de sementes germinadas, 

seguido do T2 (68%), T3 (60%), T5 (60%), T1 (58%) e por último T6 (48%). 

 

  



26 
 

 

Figura 6. Percentagem de germinação ex vitro de sementes de Tinziva, expostas a diferentes 

tempos de tratamento com ácido sulfúrico. Medianas seguidas pelas mesmas letras não diferem 

estatisticamente entre si (p <0.05) pelo teste de Dunn. As barras de erro representam o intervalo 

interquartil. 

Os resultados obtidos para T0 (0%) diferem dos observados por Macia (2011), o qual obteve 

9% a 21% de germinação em sementes de Tindziva semeadas em Dezembro e embebidas em 

água por 72 horas. Essa diferença pode estar relacionada tanto ao período de sementeira, 

realizado em época fria e seca (Julho) no presente estudo, em contraste com a época quente e 

chuvoso (Dezembro) observado por Macia (2011), quanto ao maior tempo de embebição (72 

horas, contra 24 horas neste estudo). Segundo Souza et al. (2007) e Pacheco (2014), a 

germinação é influenciada pela temperatura, sendo que as espécies tropicais germinarem melhor 

em condições mais quentes. Além disso, Baskin & Baskin (2014) explicam que, sementes com 

tegumento duro quanto mais tempo permanecerem imersas na água, maior será a possibilidade 

de acelerar o rompimento do tegumento e iniciar o processo germinativo, aumentando assim a 

taxa de germinação. Assim, a ausência de germinação reforçam a necessidade de fazer a 

sementeira em épocas quentes e prolongar o tempo de embebição de sementes em água.  

Em relação aos tratamentos com o ácido sulfúrico diferem com os observados por Neto et al. 

(2012) obtiveram taxa de germinação de 98% e 100% em Adenanthera pavonina L submetidas 

ao H2SO4 (98%) por 10 e 20 min, enquanto, Gazola et al. (2015) obtiveram 96% de germinação 

em Schizolobium parahyba (Vell), submetida ao H2SO4 (95%) por 10 min, uma diferença que 

pode ser justificada tanto pela diferença nas espécies estudadas assim como na concentração do 
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ácido testado, conforme relatado por Albuquerque et al. (2007). De acordo com a escala de 

classificação da germinação de espécies nativas proposta por Em Msanga (1999), os resultados 

obtidos neste estudo podem ser classificados como bons para T2, T3, T4 e T5, que apresentaram 

uma percentagens de germinação entre 60 – 79%, suficiente para T1 e T6 (30 – 59%) e nulo para 

T0 (0%). As diferenças observadas entre os tratamentos no presente estudo (Figura 7), podem 

dever-se às características individuais de vigor das sementes, ocasionado pelas variações 

genéticas e ao tempo de exposição ao ácido (Albuquerque et al., 2007 e Montanari Júnior., 

2008).  

Por outro lado, observou-se uma tendência de aumento na proporção de sementes podres com 

o prolongamento do tempo de escarificação em ácido sulfúrico, passando de 0% no T0 para 

56.3% no T6, sugerindo que exposições prolongadas ao ácido podem ser prejudiciais, conforme 

também observado por Silva et al. (2021) em sementes de Erythrina velutina Willd submetidas a 

tempos crescentes de imersão em H2SO4. Tal efeito pode estar relacionado aos danos causados 

pelo ácido sulfúrico no embrião, pois a escarificação química degrada o tegumento e pode 

danificar células vitais, o que favorece as injúrias mecânicas e a invasão de fungos, prejudicando 

a emergência da plântula e a viabilidade das sementes, mesmo após sucessivas lavagens para a 

remoção do ácido na superfície das sementes (Rolston, 1978; Beltrame & Lopes, 2011). Assim 

pode-se indicar, a utilização do ácido sulfúrico para a obtenção satisfatória de germinação (75% 

e 68%) de sementes de Tinziva em programas de reflorestamento, onde se pretende a 

maximização de produção mudas. No entanto, apesar da sua eficiência comprovada, a 

escarificação com este tratamento não deve ser prolongada (deve ser entre 10 a 25 min), devido 

ao seu potencial efeito corrosivo capaz de comprometer a viabilidade das sementes. 

  

 

Figura 7. Desenvolvimento inicial da germinação ex vitro de Tinziva após 45 dias, resultante de 

escarificação ao ácido sulfúrico: (A) T1-5min; (B) T2-10min; (C) T3-15min; (D) T4-20min; (E) 

T5-25min; (F) T6-30min. 
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4.1.2. Índice de velocidade de germinação de sementes (IVG)  
 

Em relação ao vigor germinativo, o teste de Kruskal-Wallis detectou diferenças significativas 

(p <0.05) entre os tratamentos. A análise de comparações múltiplas pelo teste de Dunn (Figura 8) 

revelou que todos os tratamentos com ácido sulfúrico (T1 a T6) não diferiram estatisticamente 

entre si, embora a maioria destes tratamentos tenham apresentado um desempenho 

significativamente superior ao T0. No entanto, o T4 teve tendência a apresentar uma maior 

velocidade, com 0.66 sementes germinadas por dia, seguido de T1 e T2 (0.53), T3 e T5 (0.51) e 

por último T6 (0.39).  

 

 

Figura 8. Índice de velocidade de germinação ex vitro de sementes de Tinziva, expostas a 

diferentes tempos de tratamento com ácido sulfúrico. Medianas seguidas pelas mesmas letras não 

diferem estatisticamente entre si (p <0.05) pelo teste de Dunn. As barras de erro representam o 

intervalo interquartil. 

Os resultados de velocidade germinação verificados para T0 (embebição de sementes por 24 

horas) diferem com os resultados observados por Macia (2011), ao avaliar o efeito da embebição 

de sementes de Tinziva em água por 72 horas, o qual obteve uma velocidade de germinação de 

0.61 de sementes germinadas por dia, o que pode estar relacionado ao maior tempo de 

embebição das sementes (24 horas versos 72 horas). Isso ocorre segundo Silva et al (2021), 

devido a dureza e impermeabilidade do tegumento, que restringe a entrada de água e oxigénio, 

inibindo o desenvolvimento do embrião, retardando a germinação e muitas vezes, a depender de 

longos períodos de exposição aos factores adversos do solo e climáticos. Embrapa (2012) 

a 

b 
b 

b 

b 

b 

b 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6

IV
G

 

Tratamentos 



29 
 

apontam que, sementes com tegumento duro podem germinar mais rapidamente após embebição 

em água, por um período de 24 a 48 horas, podendo ainda o tempo ser prolongado de acordo 

com a espécie vegetal. Estas constatações sugerem que, para garantir um sucesso no vigor 

germinativo, o tempo de embebição das sementes em água deve ser prolongado por 72 horas 

antes da sementeira.  

Por outro lado, observou-se um padrão na percentagem de germinação (Figura 6) e índice de 

velocidade de germinação (Figura 8), haver uma tendência positiva entre o valor superior para o 

tempo de imersão por 20 min, sugerindo uma a maior percentagem de germinação relacionado 

com a maior velocidade de germinação. Esse padrão está de acordo com a literatura, que 

evidenciam a existência de uma tendência de maior valor de percentagem de germinação estarem 

associados a maior média de velocidades de germinação (Albuquerque et al., 2007). Uma 

correlação positiva entre essas variáveis também foi observado por vários autores como Neto et 

al. (2012) na Adenanthera pavonina L e Andrade et al. (1997) na Bowdichia virgilioides Kunth, 

considerando que estes autores também testaram diferentes tempos de imersão das sementes ao 

ácido sulfúrico.  

Contudo, resultados diferentes de velocidade de germinação de sementes em resposta à 

escarificação com ácido sulfúrico foram observados por outro autores como Neto et al. (2012) 

obtiveram velocidade de 1.88 em Adenanthera pavonina L., submetendo ao H2SO4 (98%) por 10 

e 20 min, enquanto, Gazola et al. (2015) obtiveram 0.96 de velocidade de germinação na 

Schizolobium parahyba (Vell), submetido ao H2SO4 (95%) por 10 min, uma diferença que pode 

ser justificada tanto pela diferença nas espécies estudadas, na concentração do ácido testada, 

tempo de exposição ao ácido assim como provavelmente nas condições ambientais do estudo 

conforme sustentado por Maguire (1962) e Vieira et al. (2021). Esses resultados sugerem que 

embora a escarificação química das sementes de Tinziva com ácido sulfúrico permita a quebra de 

dormência, a mesma pode não afectar directamente a velocidade de germinação o qual parece ser 

mais afectado pelas características da própria do que por tratamentos externos. Com isso, esses 

resultados pode gerar implicações negativas para viveiros comunitários no que diz respeito a 

atractividade da propagação da espécie, aumento de custos operacionais (como irrigação, maneio 

e adubação) e ocupação prolongada do espaço no viveiro. 
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4.2. Experimento 2: Efeito do meio de cultivo na germinação in vitro de sementes de 

Tinziva 

O foco neste experimento foi analisar o efeito de diferentes meios de cultura de tecidos (MS 

para espécies herbáceas e WPM para espécies lenhosas) na germinação de sementes Tinziva, 

características biométricas, estabelecimento e sobrevivência das plântulas. Neste experimento, 

para ambos tratamentos (MS e WPM), houve excelente germinação de sementes, marcada pela 

protrusão da radícula (Figura 9) e com o seu início registado logo no 2° dia após a incubação 

(DAI) e o seu término ao 4° DAI. Estes resultados de germinação não diferem dos observados 

em outros estudos tais como o de Samanthi et al. (2013) que obtiveram excelente germinação in 

vitro na Hibiscus cannabinus Kenaf num período de 2 a 3 dias com o uso do meio MS e WPM, 

enquanto, Ayadi et al. (2011) obtiveram boa taxa de germinação em um período de 3 dias, em 

sementes escarificadas de Hibiscus cannabinus usando o meio MS. Vieira et al. (2021) apontam 

que uma rápida germinação de sementes é desejável para o viveiristas uma vez que melhora a 

viabilidade do negócio devido à rápida produção de mudas, permitindo vários ciclos de produção 

ao longo do ano. Além disso, em programas de melhoramento possibilita a selecção precoce de 

características desejadas, o que acelera programas de melhoramento genéticos e permite a 

redução de custos operacionais (Watson et al., 2020). Diante desses resultados, pode-se indicar, 

para obtenção de uma satisfatória germinação em curto espaço de tempo o meio MS ou WPM, 

na germinação in vitro de sementes de Tinziva.  

  

 

 

 

 

 

Figura 9. Estágios de desenvolvimento de sementes in vitro de Tinziva. Na ordem, protrusão da 

radicula (A), crescimento da radicula (B), emissão de cotilédones (C), abertura dos cotilédones 

(D), plântulas já com folhas modificadas (E). Legenda: ct - cotilédones; fm – folha modificadas; 

hp – hipocótilo; pf – primórdios foliar; rd - radicula; rp – raiz primária; ep – epicótilo. 
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4.2.1. Percentagem de germinação de sementes (%G) 
 

De acordo com o teste de t Student, não houve diferenças estatisticamente significativas (p> 

0.05) entre os tratamentos (MS e WPM) na percentagem de germinação. Ambos os meios 

apresentaram alta eficiência, com 100% das sementes germinadas (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Percentagem de germinação in vitro de semente de Tinziva inoculadas em diferentes 

meios de cultura. As médias não diferem estatisticamente (p> 0.05) pelo teste t Student.  

O resultado da percentagem de germinação (100%) verificada no experimento in vitro em 

ambos meios de cultura pode estar relacionado com o pré-tratamento apropriado das sementes 

que em parte consistiu na remoção total do tegumento das sementes melhorando a exposição do 

embrião ao meio, o que acelera o processo de embebição, a primeira fase do processo 

germinativo, o qual a germinação não ocorre (Hartmann et al., 2011). Rego et al (2014) indicam 

que a retirada do tegumento das sementes apresenta-se como um método de superação de 

dormência física facilitando a germinação de sementes no cultivo in vitro, trazendo, porém, uma 

maior necessidade de sanidade do ambiente de propagação devido a maior exposição dos 

cotilédones e embrião aos agentes fitopatogénicos decorrente da perda da protecção física 

imposta pela presença do tegumento. A importância da remoção do tegumento já foi relatada em 

vários estudos como sendo fundamental para a germinação in vitro. Por exemplo, Pinheiro et al. 

(2001) e Moraes et al. (2010) estudando a germinação de sementes de Hancornia speciosa G e 

Cynara cardunculus L, respectivamente, em diferentes meios de cultura, observaram que as 
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sementes sem tegumento obtiveram maior germinação (90% e 77.5%, respectivamente), 

enquanto, as mantidas com o tegumento intacto tiveram baixa germinação (25% e 0%, 

respectivamente). 

Estes resultados de germinação não diferem dos observados em outros estudos como o de 

Soares (2005) que obteve alta germinação (90%) in vitro na Hancornia speciosa (Gomes) 

usando meio WPM e MS/2, enquanto, Nery et al. (2008) obtiveram 100 – 98% de germinação 

em sementes de Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich usando o meio MS e WPM, respectivamente. 

Esse resultado tem implicações práticas relevantes nos programas de melhoramento genético e 

de conservação, pois permite o aproveitamento máximo dos genótipos (ciclos mais rápidos), 

redução de perdas genéticas, formação de bancos de germoplasma eficiente e obtenção de uma 

base sólida para reintrodução em ambientes naturais (FAO, 2004). Portanto, para garantir o 

sucesso e eficácia da germinação (100%) em experimentos futuros, a remoção do tegumento 

deve ser feita antes da inoculação reforçando a teoria de que a presença do tegumento realmente 

constitui uma barreira física à germinação de sementes de Tinziva e pode-se indicar, a utilização 

do meio MS ou WPM na obtenção satisfatória de germinação in vitro, dependendo da 

disponibilidade dos meios.  

4.2.2. Índice de velocidade de germinação de sementes (IVG) 
 

Em relação à velocidade de germinação, a análise pelo teste de t Student não revelou 

diferenças estatisticamente significativas (p> 0.05) entre os tratamentos. Ambos os meios 

apresentaram desempenho semelhante em termos de vigor germinativo (Figura 11), com médias 

de 3.8 sementes germinadas por dia. 
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Figura 11. Índices de velocidade de germinação in vitro de sementes de Tinziva inoculadas em 

diferentes meios de cultura. As médias não diferem estatisticamente (p> 0.05) pelo teste t 

Student.  

Os resultados de velocidade de germinação idênticos verificados no experimento in vitro em 

ambos os meios de cultura, pode estar relacionado com as condições do cultivo in vitro como a 

disponibilidade de humidade e a ausência de estresses ambientais (ex: oscilações na temperatura 

e disponibilidade de luz). Além disso, a alta velocidade de germinação das sementes pode ter 

sido favorecido pelo pré-tratamento das sementes que consistiu na remoção do tegumento 

melhorando a exposição do embrião ao meio de cultivo, o que facilitou a embebição da semente, 

a qual constitui a fase inicial do processo germinativo (Hartmann et al., 2011).  

Estes resultados não diferem dos observados em outros estudos como o de Nery et al. (2008) 

que obtiveram alto vigor germinativo in vitro na Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich, tanto com o 

uso do meio MS assim como WPM. Da mesma forma, Soares (2005) obteve alto vigor 

germinativo in vitro na Hancornia speciosa (Gomes) usando o meio WPM e MS/2. Embrapa 

(2003) explica que, a composição nutricional, embora importante, pode não ser o factor 

determinante isolado para o sucesso da germinação in vitro, sendo influenciado também por 

características da semente como a viabilidade e dormência. Com base nesses resultados, pode-se 

inferir que tanto o MS quanto o WPM podem ser utilizadas na propagação sexual in vitro de 

Tinziva sem prejuízos na velocidade de germinação. Costa Júnior (2020) explica que, um bom 

vigor germinativo das sementes representa uma vantagem significativa diante da necessidade dos 

viveiristas de obter mudas rápidas em curto período de tempo, permitindo vários ciclos de 
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produção de novas mudas ao longo do ano. De acordo com Vieira et al., (2021) explica que, ter 

mais germinações em menos tempo permite ter uma disposição de mudas padronizado em menos 

tempo, características desejáveis em viveiro para produção de mudas comercial ou não. Assim 

como, tem implicações em programas de melhoramento e conservação, possibilitando a redução 

do tempo entre as gerações, maior eficiência na produção de mudas em escala, rapidez na 

multiplicação de indivíduos e aceleração do ciclo de melhoramento genético.  

 

No presente experimento de propagação in vitro, observou-se o início da germinação ao 2º dia 

após a inoculação, com conclusão até ao 4º dia, diferendo substancialmente da germinação no 

experimento ex vitro que ocorreu entre o 19º e 40º dia, demonstrando que a técnica in vitro 

permite acelerar o processo germinativo da Tinziva em cerca de 10 vezes, alcançando uma taxa 

de sucesso de 100%, independentemente do meio de cultura utilizado. Essa diferença 

significativa demonstra o potencial do cultivo in vitro como método eficiente para superar a 

dormência e reduzir o tempo necessário para a emergência de sementes. Além disso, o ambiente 

controlado in vitro favoreceu a obtenção de mudas sadias, uniformes e com maior controlo de 

qualidade, o que é vantajoso em produção comercial. Do ponto de vista prático e produtivo, o 

uso da germinação in vitro pode permitir a realização de vários ciclos de produção de mudas ao 

longo do ano, optimizando espaço, tempo e recursos. Contudo, há que ter-se em conta os custos 

operacionais do cultivo in vitro é, em geral, superior aos dos métodos convencionais como o de 

germinação ex vitro, pelo que, há uma necessidade de estudos de viabilidade económica do uso 

do método para produção de mudas de Tinziva visto que os custos de produção afectam o preço 

final das mudas assim como a margem liquida.  

 

4.3. Efeito da escarificação de sementes de Tinziva com H2SO4 (ex vitro) e dos meios de 

cultivo (in vitro) nas variáveis biométricas das plântulas 

 

De acordo com análise de Kruskal-Wallis, verificou-se diferença significativa (p <0.05) para a 

altura da plântula (HP) na germinação ex vitro, com maiores valores nos tratamentos T2 (10 min) 

e T5 (25 min) (6 cm) e diferindo com o T1 (5 min) (4 cm). Para área foliar (AF), número de 

raízes (NR) e comprimento de raízes (CR), não houve diferenças significativas (p> 0.05) entre os 

tratamentos (Tabela 4). No experimento in vitro, a análise pelo teste de Mann-Whitney não 

detectou diferença significativa (p> 0.05) entre os meios de cultura MS e WPM para nenhuma 
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das variáveis biométricas avaliadas, embora o meio MS tenha mostrado tendência a maiores 

valores medianos para AF, NR e CR (Tabela 5). 

 
Tabela 5. Efeito de diferentes tempos de escarificação de sementes de Tinziva com H2SO4 e dos 

meios de cultivo no desenvolvimento de plântulas após 45 dias (ex vitro) e 15 dias (in vitro). 

Variáveis Germinação ex vitro Germinação in vitro 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 Md MS WPM Md 

HP 4a 6b 5bc 4.5ac 6bc 4.5abc 4.75 3a 3.3a 3.15 

AF 5.1a 5.6a 5a 5a 5.8a 5.1a 5.1 2.6a 2.1a 2.35 

NR 27.4a 27.6a 23.2a 21.6a 25.3a 20.6a 24.25 4a 3.5a 3.75 

CR 3.8a 4.5a 4a 4.3a 4a 4.8a 4.15 7a 6a 6.5 

Medianas seguidas pela mesma letra na linha não diferem significativamente pelo teste dunn (ex 

vitro) e pelo teste de Mann-Whitney (in vitro) ao nível de 5% de probabilidade. HP = Altura da 

plântula, AF = Área foliar, NR = Numero de raízes, CR = Comprimento das raízes e Md = 

Mediana geral. 

 

Os resultados obtidos indicam que o tempo de imersão no ácido sulfúrico influência o 

desenvolvimento inicial das plântulas de Tinziva quando germinadas ex vitro, especialmente no 

parâmetro altura da plântula (HP). Tempos intermediários de imersão, como 10 e 25 min, 

proporcionaram maior crescimento, sugerindo um equilíbrio entre a remoção da 

impermeabilidade do tegumento e a preservação da viabilidade do embrião. Além disso, 

permitiram produção de plantas mais forte e com maior potencial fotossintético e absorção de 

nutrientes. Uma vez que, tempo curto T2 podem não romper completamente a dormência, 

enquanto tempos muito longos T6 podem causar danos à semente, reduzindo o potencial de 

crescimento inicial. Esse comportamento é semelhante com o relatado por Sakhanokho (2009), 

que observou que a escarificação com H2SO4 por 10 a 20 min aumentou o vigor de plântulas de 

Hibiscus cultivadas tanto in vitro quanto ex vitro. Enquanto, Silva et al. (2021) obtiveram 

maiores médias do comprimento de parte aérea em sementes de Erythrina velutina Willd, 

submetidas ao H2SO4 por 25 min. Esses resultados reforçam que há um intervalo de tempo de 

imersão que maximiza a superação da dormência, 

Na germinação in vitro, a ausência de diferenças significativas entre os meios MS e WPM 

sugere que ambos podem sustentar o crescimento inicial das plântulas de Tinziva. No entanto, os 
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valores numericamente superiores obtidos no meio MS corroboram estudos que destacam sua 

maior eficiência devido a composição nutricional mais concentrada e rica, especialmente no 

fornecimento de macronutrientes essenciais para o desenvolvimento inicial (Paiva & Paiva, 

2001). Resultados similares foram observados por Pierine et al. (2019) obtiveram maior 

crescimento aéreo e radicular em sementes de Muntingia calabura submetidas no meio MS. 

Por outro lado, na germinação in vitro, mesmo com um período de cultivo reduzido (15 dias), 

as plântulas apresentaram maior CR em comparação com as cultivadas ex vitro por 30 dias. Esse 

comportamento pode estar associado às condições controladas do ambiente in vitro, que 

favorecem a disponibilidade de nutrientes, humidade e a ausência de estresses ambientais, 

factores que estimulam o alongamento radicular (Salehi et al., 2020). Além disso, meios líquidos 

aumentam substancialmente o sistema radicular devido ao maior contacto com meio, facilitando 

a absorção de nutrientes e água (Costa et al., 2020). Esses resultados tem implicações na 

conservação e melhoramento genético, uma vez que, possibilita escolher o meio com base em 

critérios práticos (como custo, disponibilidade, facilidade de preparo ou adaptação a outras 

etapas do cultivo), selecção genética ocorra de forma mais confiável, sem víeis devido ao meio, 

Com isso, esses resultados indicam que tempos de imersão entre 10 e 25 min no ácido sulfúrico 

são os mais adequados para promover maior vigor inicial ex vitro, enquanto, no in vitro, a 

escolha do meio MS pode potencializar o desenvolvimento inicial de Tinziva. 

 

4.4. Relação entre as variáveis biométricas das plântulas de Tinziva produzidas ex e in 

vitro 

 

A análise de correlação de Pearson verificou-se através das estimativas que houve correlação 

forte entre as variáveis biométricas avaliadas na germinação ex vitro (Figura 12A) e in vitro 

(Figura 12B).  

Na germinação ex vitro, observou-se correlação forte entre AF e NR (r = 0.76), sugerindo que 

um sistema radicular mais desenvolvido contribui para maior área foliar, possivelmente pela 

maior capacidade de absorção de água e nutrientes (Silva et al., 2017). Da mesma forma, a forte 

correlação entre AF e HP (r = 0.7) demonstra que plantas mais altas tendem a desenvolver maior 

área foliar, o que melhora a captação de luz e a fotossíntese, o que promove o crescimento da 

parte aérea (Taiz et al., 2017). As demais correlações apresentaram valores intermediários e 

negativos baixos (entre -0,29 e 0,29), sem indicação de dependência forte, o que reflecte 

A B 
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interacções biológicas complexas e influenciadas por múltiplos factores ambientais, tornando a 

germinação ex vitro mais heterogénea.  

 

Figura 12. Correlação entre as variáveis biométricas de germinação ex vitro (A) e in vitro (B): 

altura da plântula (HP), número de folhas (NF), área foliar (AF), número de raízes (NR) e 

comprimento de raiz (CR) de Tinziva. 

 

Por outro lado, na germinação in vitro observou-se correlação perfeita positiva (r = 1) entre 

todas as variáveis, com excepção da altura da planta (HP), que apresentou correlação perfeita 

negativa (r = -1) com todas as demais. Este comportamento indica que, sob condições 

controladas do cultivo in vitro, as variáveis biométricas (excepto altura) variaram de forma 

idêntica, resultando em um crescimento proporcional da parte aérea e radicular. Estudos 

similares foram observados na Muntingia calabura L. (Pierine et al., 2019) e Vigna unguiculata 

(Castro et al., 2024), onde obtiveram correlações positivas entre o desenvolvimento aéreo e 

radicular durante a germinação in vitro. A HP seguiu direcção oposta, sugerindo que o 

alongamento da parte aérea ocorresse em detrimento do desenvolvimento foliar e radicular, 

possivelmente como resposta a factores como baixa intensidade luminosa, alta humidade relativa 

e ausência de estímulos mecânicos típicas do cultivo in vitro. Segundo Kanashiro (2005) aponta 

que diversas variáveis, entre as quais o comprimento das plantas, podem ser influenciadas pelas 

concentrações diluídas de macronutrientes no meio WPM, assim como, em concentrações não 

diluídas no meio MS nas fontes e pela espécie.  
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4.5. Efeito da escarificação de sementes de Tinziva com H2SO4 (ex vitro) e dos meios de 

cultivo (in vitro) no estabelecimento e sobrevivência das plântulas 

 

Na germinação ex vitro (Figura 13), a aplicação do ácido sulfúrico resultou em taxa de 

sobrevivência variando de 85.5% a 96.6% de acordo como os tempos de exposição (5, 10, 15, 

20, 25 e 30 min). O maior índice de sobrevivência (96.3%) foi observado no T2, seguido de 95% 

(T4), 94% (T3), 93.9% (T5) e 93.6% (T1), enquanto o tempo mais prolongado atingiu o valor 

mínimo de 85.7% (T6). De forma geral, verificou-se que a sobrevivência das plântulas é boa 

sugerindo que uma vez quebrada de dormência das sementes de Tinziva, desde que se forneçam 

condições adequadas de cultivo, as possibilidades de sucesso no estabelecimento das mudas são 

muito maiores.  

Por outro lado, a taxa de sobrevivência das plântulas obtidas a partir da germinação in vitro 

(Figura 14) de sementes de Tinziva foi de 98% no MS e 96% no WPM. Esse resultado pode ser 

atribuído à composição balanceada de nutrientes presentes em ambos os meios, indicando que as 

condições dos meios de cultura (MS e WPM) e os protocolos adoptados foram eficazes na 

manutenção das plântulas em desenvolvimento. Os resultados do presente estudo, não diferem 

dos observados por outros autores que relataram altas taxas de sobrevivência in vitro em espécies 

arbóreas, conforme Silveira et al. (2016) que obtiveram 93.3% de sobrevivência na germinação 

in vitro de Calophyllum brasiliense, enquanto, Silva et al. (2018) obtiveram 96.67% de 

sobrevivência na germinação in vitro de sementes de Caesalpinia ferrea Mart. Com base nos 

resultados, esse desempenho evidencia a eficiência desses meios no suporte às exigências 

fisiológicas de sementes de Tinziva, garantindo condições apropriadas para o estabelecimento 

inicial in vitro. 

Portanto esses resultados de sobrevivência tanto na germinação ex vitro quanto in vitro, tem 

implicações relevantes nos viveiros e reflorestamentos, pois garante um protocolo eficiente e 

seguro que sustenta alta taxa de mudas viáveis, aumentando a produtividade e reduzindo perdas. 

Além disso, assegura maior sucesso no estabelecimento das mudas no campo optimizando 

recursos financeiros e humanos, e contribui para restauração rápida e efectiva de áreas 

degradadas.  
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Figura 13. Aspecto visual de estágios de desenvolvimento de plântulas ex vitro de Tinziva. Na 

ordem, desenvolvimento do hipocótilo e desprendimento do tegumento (A), emissão dos 

cotilédones (B), abertura dos cotilédones e emissão de folhas (C), plântulas já com folhas e 

raízes modificadas (D), planta desenvolvidas (E). Legenda: hp - Hipocótilo; ct - cotilédones; pf- 

Primórdios foliar; rp – Raiz principal; rs – Raízes secundárias; ep – Epicótilo. 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 14. Aspecto visual da germinação in vitro de Tinziva: Plântulas no meio MS (A); 

Plântulas no meio WPM (B); Plântulas já com folhas e raízes modificadas (C); Plantas 

aclimatizadas em substrato orgânico (Coco mix e Buskompost) (D). 
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5. CONCLUSÕES 

 

Nas condições em que foram realizados estes experimentos, pode-se concluir que: 

 A germinação das sementes ex vitro ocorreu a partir do 12° dia para os tempos de 

escarificação por 5, 20 e 30 min, enquanto, na germinação in vitro ocorreu no 2° dia.  

 

 Os tempos de escarificação por 10 min (68%) e 20 min (75%) apresentaram os melhores 

resultados de percentagem e velocidade de germinação, com valores de 0.53 e 0.66, 

respectivamente. Já no experimento in vitro, ambos meios MS e WPM proporcionaram 

100% de germinação e velocidade de germinação de 3.8.  

 

 Na germinação ex vitro a escarificação por 10 e 25 min apresentou os melhores 

resultados de crescimento em altura, área foliar e o número de raízes, enquanto, na 

experiência in vitro, ambos os meio MS e WPM, tiveram desempenhos semelhantes no 

crescimento das plântulas, com comprimento das raízes (6.5 cm) maior que o de ex vitro 

(4.5 cm). No experimento ex vitro mostrou correlações fortes entre área foliar com o 

número de raízes e a altura da plântula, enquanto, no experimento in vitro mostrou 

correlações fortes entre todas as variáveis. 

 
 

 As melhores taxas de sobrevivência de plântulas produzidas ex vitro foram observadas na 

escarificação por 20 min (95%) e 10 min (96.3%). Enquanto, no experimento in vitro 

ambos os meios WPM e MS levaram a acima de 95% de sobrevivência das plântulas. 
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6. RECOMENDAÇÕES 

 

Com base nos resultados e aprendizados do presente estudo, pode-se recomenda-se que: 

 

 Para a época de sementeira e embebição das sementes de Tindziva em experimentos 

futuros, elas devem ser feitas em época quente chuvosa e manter as sementes durante um 

período de 72 horas em água para aumentar o sucesso de germinação conforme 

demonstrado em estudos anteriores.   

 A escarificação de sementes Tinziva com ácido sulfúrico não deve ser prolongada (deve 

ser entre 10 a 25 min), devido ao seu potencial efeito corrosivo capaz de comprometer a 

viabilidade das sementes.  

 No cultivo in vitro de Tinziva pode-se indicar, a utilização tanto do meio MS ou WPM 

para obtenção de resultados satisfatórios de germinação e sobrevivência das plântulas. 

Contudo, há que ter-se em conta custos operacionais deste método, tornando necessária a 

avaliação de sua viabilidade económica na produção de mudas de Tinziva.  
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8. ANEXOS 

 

Análise de dados  

Teste de Kruskal-Wallis 

Ho: Todos as medianas são iguais  

Ha: Pelo menos uma mediana é diferente  

Anexo 1.Teste de Kruskal-Wallis de percentagem de germinação ex vitro de Tinziva 

.Y. N° de 

observação 

Estatística 

(x
2
) 

Grau de 

liberdade 

P-valor Decisão 

%G 175 25.9 6 0.00026 Rejeita Ho. 

 

Anexo 2. Comparação de p-valor de percentagem de germinação ex vitro de Tinziva pelo teste de Dunn (0.05) 

Grupos P-valor Diferença 

T0 T1 00280 S 

T0 T2 0.000128 S 

T0 T3 0.0365 S 

T0 T4 0.00399 S 

T0 T5 0.00356 S 

T0 T6 0.00574 S 

T1 T2 1 

NS 

T1 T3 1 

T1 T4 1 

T1 T5 1 

T1 T6 1 

T2 T3 1 

T2 T4 1 

T2 T5 1 

T2 T6 1 

T3 T4 1 

T3 T5 1 

T3 T6 1 

T4 T5 1 

T4 T6 1 

T5 T6 1 
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Anexo 3. Teste de Kruskal-Wallis do índice de velocidade de germinação ex vitro de Tinziva 

.Y. N° de 

observação 

Estatística 

(x
2
) 

Grau de 

liberdade 

P-valor Decisão 

IVG 175 25.88 6 0.00025 Rejeita Ho. 

 

Anexo 4. Comparação de p-valor do índice de velocidade de germinação ex vitro de Tinziva pelo teste de Dunn 

(0.05) 

 

 

Teste de normalidade  

Ho: Os dados seguem uma distribuição normal  

Ha: Os dados não seguem uma distribuição normal. 

Anexo 5. Teste de normalidade (Shapiro Wilks) de percentagem de germinação in vitro de Tinziva 

Tratamentos Estatística (x
2
) P-valor Decisão 

MS 0.876 0.290 Não rejeita-se Ho 

WPM 0.892 0.365 Não rejeita-se Ho 

 

 

Grupos P-valor Diferença 

IVG0 IVG1 00206 S 

IVG0 IVG2 0.000162 S 

IVG0 IVG3 0.0418 S 

IVG0 IVG4 0.00351 S 

IVG0 IVG5 0.0451 S 

IVG0 IVG6 0.00583 S 

IVG1 IVG2 1 

NS 

IVG1 IVG3 1 

IVG1 IVG4 1 

IVG1 IVG5 1 

IVG1 IVG6 1 

IVG2 IVG3 1 

IVG2 IVG4 1 

IVG2 IVG5 1 

IVG2 IVG6 1 

IVG3 IVG4 1 

IVG3 IVG5 1 

IVG3 IVG6 1 

IVG4 IVG5 1 

IVG4 IVG6 1 

IVG5 IVG6 1 
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Anexo 6. Teste de normalidade (Shapiro Wilks) de velocidade de germinação in vitro de Tinziva 

Tratamentos Estatística (x
2
) P-valor Decisão 

MS 0.891 0.364 Não rejeita-se Ho 

WPM 0.846 0.182 Não rejeita-se Ho 

 

Teste de Homoskedasticidade  

Ho: As variâncias dos grupos são iguais  

Ha: As variâncias dos grupos não são iguais. 

Anexo 7. Teste de Homoskedasticidade (Levene) de percentagem de germinação in vitro de Tinziva 

Grupo Grau de liberdade Estatística (x
2
) P-valor Decisão 

%G 1 0.0233 0.8824 Não rejeita-se Ho 

 

Anexo 8. Teste de Homoskedasticidade (Levene) de velocidade de germinação in vitro de Tinziva 

Grupo Grau de liberdade Estatística (x
2
) P-valor Decisão 

IVG 1 0.009 0.9763 Não rejeita-se Ho 

 

Teste t Student  

Ho: As médias dos dois grupos são iguais  

Ha: As médias dos dois grupos são diferentes  

Anexo 9. Teste t Student de percentagem de germinação in vitro de Tinziva 

.Y. Group1 Group2 Intervalo de 

confiança 

Estatística 

(x
2
) 

P-valor Decisão 

%G MS WPM [-11.55306; 11.55306] 0 1 Não rejeita-se Ho 

 

Anexo 10. Teste t Student de velocidade de germinação in vitro de Tinziva 

.Y. Group1 Group2 Intervalo de 

confiança 

Estatística 

(x
2
) 

P-valor Decisão 

IVG MS WPM [-4.94387; 5.06387] 0.02765 0.9786 Não rejeita-se Ho 
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Anexo 11. Ficha de recolha de dados diários de germinação ex e in vitro de Tinziva 

TRATAMENTOS 

Ex vitro In vitro 

 

Dias 

T1 

5min 

T2 

10min 

T3 

15min 

T4 

20min 

T5 

25min 

T6 

30min 

 

Dias 

 

MS 

 

WPM 

12 6 0 0 5 0 3 1 0 0 

13 0 0 0 0 0 0 2 17 14 

14 0 1 0 1 0 0 3 13 18 

15 2 1 0 2 0 0 4 10 8 

16 1 1 0 0 0 1 5 0 0 

17 0 0 0 0 0 0 6 0 0 

18 0 0 0 0 0 0 7 0 0 

19 4 10 10 8 7 3 8 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 9 0 0 

21 8 7 6 9 7 3 10 0 0 

22 3 2 4 0 2 4 11 0 0 

23 3 3 1 8 8 1 12 0 0 

24 0 0 0 0 0 0 13 0 0 

25 0 0 0 0 0 0 14 0 0 

26 7 8 15 10 11 5 15 0 0 

27 2 3 5 6 2 1 - - - 

28 2 2 4 3 3 1 - - - 

29 1 2 1 3 5 4 - - - 

30 0 0 1 0 2 0 - - - 

31 0 0 0 0 0 0 - - - 

32 0 0 0 0 0 0 - - - 

33 2 3 1 1 0 2 - - - 

34 0 1 1 0 0 0 - - - 

35 0 0 0 0 0 0 - - - 

36 3 1 0 0 1 1 - - - 

37 0 0 0 0 0 0 - - - 

38 0 0 0 0 0 0 - - - 

39 0 0 0 0 0 0 - - - 

40 3 1 0 2 0 0 - - - 

41 0 4 1 0 1 3 - - - 

42 0 2 0 1 0 1 - - - 

43 0 0 0 0 0 2 - - - 

44 0 2 0 0 0 0 - - - 

45 0 0 0 0 0 0 - - - 

 

  

 


