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Teste de tetrazolio para avaliar viabilidade e vigor de sementes
de espécies florestais da Caatinga'

Barbara Franga Dantas?’, Janete Rodrigues Matias?, Renata Conduru Ribeiro?

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo bibliografica e metanalise

sobre os trabalhos publicados e as metodologias propostas para o teste de tetrazolio em sementes de

espécies florestais nativas da Caatinga. Para tanto, foram realizadas buscas de trabalhos cientificos

nos principais programas online. Foram encontrados nas pesquisas baseadas na internet, apenas 15
trabalhos cientificos, referentes a 17 espécies florestais nativas da Caatinga. No entanto, destes, apenas
quatro espécies tiveram suas sementes coletadas em area de Caatinga. A metodologia do teste de

tetrazolio variou entre as espécies, quanto as condi¢des de preparo (tempo e temperatura) e as condigdes

de coloragao concentragao de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio (tempo e temperatura de incubagdo).

Assim, conclui-se que sdo necessarios mais trabalhos de pesquisa para determinar metodologias

adicionais para a avalia¢@o da viabilidade e do vigor de sementes de espécies florestais da Caatinga,
focando-se, principalmente, nas espécies ameagadas de extingao.

Termos para indexagdo: arvores, metodologia, metanalise.

Introducio

A producdo de sementes de espécies florestais ganhou
grande importdncia para a formacdo de mudas a serem
utilizadas em programas de reposi¢do florestal, recuperagio
de areas degradadas, arborizag¢do urbana e a preservacdo das
espécies florestais nativas em extingdo, entre outras atividades,
que necessitam deste insumo (Vieira et al., 2001). Um dos
fatores basicos para o éxito em atividades como na recuperagio
de areas degradadas ¢ a utilizagdo de espécies adequadas ao
habitat de diferentes localidades, bem como usar sementes de
boa qualidade fisiologica (Araujo-Neto et al., 2002). Desta
forma, torna-se necessario um bom conhecimento da espécie
com que se vai trabalhar, evitando-se, assim, situa¢des que
podem inviabilizar o sucesso destas atividades.

De acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
2009), o principal objetivo do teste de tetrazdlio é a distingdo
das sementes viaveis das ndo vidveis. Esse teste reflete a
atividade das enzimas desidrogenases envolvidas no processo
de respiracao (AOSA, 1983). Assim, os tecidos vivos e mortos
das sementes sdo identificados pela presenca ou auséncia da
colorac@o vermelha, respectivamente (Franga-Neto, 1999).

Por ser rapido e simples, esse teste ¢ uma alternativa viavel
para fornecer informagdes aos agricultores ou viveiristas.
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O teste de tetrazdlio vem sendo empregado rotineiramente
na avaliagdo rapida da viabilidade de sementes de varias
espécies, principalmente daquelas que necessitam de longos
periodos para germinar, como € o caso das florestais (Davide
etal., 1997; Fogaga et al., 2006).

O teste de tetrazolio, desenvolvido por Lakon em 1939
e posteriormente aperfeicoado e divulgado por Moore
no ano de 1972 (Prete et al., 1993), tem se destacado para
algumas culturas, devido ao grande numero de informagdes
fornecidas pelo mesmo: além da viabilidade, o teste
proporciona informacdes valiosas sobre o vigor e identifica
os principais problemas que podem afetar a qualidade das
sementes (Franga-Neto, 1999). Além disso, entre os testes
para obtencdo de informacdes rapidas sobre a qualidade
fisioldgica das sementes, o teste de tetrazolio ¢ o mais rapido
e eficiente (Marcos-Filho, 2005). Os critérios adotados para
a sua realiza¢do, como concentra¢do da solucdo do sal de
tetrazolio e o tempo de exposi¢do para a coloragao dependem
da espécie avaliada, do método de preparo das sementes e da
permeabilidade do tegumento (Marcos-Filho et al., 1987).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo
bibliogréafica e metandlise sobre os trabalhos publicados e as
metodologias propostas para o teste de tetrazolio em sementes
de espécies florestais nativas da Caatinga.
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Material e Métodos

Foi realizada uma busca dos termos em portugués “teste de
tetraz6lio; sementes; Caatinga’ e em ingl€s “tetrazolium test; seeds;
Caatinga” em varios programas de busca online. Os programas
mais utilizados foram http://www.google.com; http://www.scielo.
br/; http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/. Foram utilizadas todas
as referéncias cientificas disponiveis, sendo elas artigos e notas
em periddicos cientificos, teses, dissertacoes e monografias. As
espécies florestais foram consideradas nativas da Caatinga apos
confirmagdo em literatura (Giulietti et al., 2006; Maia, 2004) e
sites  (http://www.splink.org.br/; http://floradobrasil.jbrj.gov.br/)
especializados.

Resultados e Discussao

Ainda ha poucos trabalhos na literatura indicando a
utilizacdo do teste de tetrazolio para a avaliagdo da viabilidade
e do vigor de sementes de espécies florestais da Caatinga. Ao
todo, foram encontrados nas pesquisas baseadas na internet,
apenas 15 trabalhos cientificos, sendo destes, dez artigos em
revistas indexadas; uma tese de doutorado, duas dissertagoes
de mestrado e uma monografia de conclusao de curso.

Ospioneirosnaavaliacao doteste detetrazolioem sementes
da Caatinga foram Martins Netto e Faiad (1995), com um
trabalho realizado ha quase vinte anos Estes autores avaliaram
sementes de Aspidosperma sp., Astronium urundeuva (sin:
Myracrodruon urundeuva) e Terminalia fagifolia das familias
Rosaceae, Anacardiaceae e Combretaceae, respectivamente.

A Caatinga possui aproximadamente 4400 espécies
em 170 familias, destas 1300 espécies tem porte arboreo-
arbustivos. Mais de 270 espécies florestais da Caatinga
sdo endémicas (Forzza et al., 2010). Foram encontrados na
literatura indexada em bases de dados online trabalhos sobre
apenas 17 espécies de florestais da Caatinga, referentes as
familias Fabaceae, Rosaceae, Anacardiaceae, Bignoniaceae e
Combretaceae. As sementes de leguminosas (Fabaceae) foram
as mais estudadas, representando 73% das espécies. A familia
Fabaceae ¢ também aquela que possui maior numero de
representantes na Caatinga (Forzza et al., 2010). No entanto,
apenas cinco dos trabalhos, referentes a quatro espécies, foram
realizados com sementes coletadas em area de Caatinga, nos
estados do Piaui, Rio Grande do Norte ¢ Paraiba (Guedes, et
al., 2010; Oliveira, 2010; Bento et al., 2010; Azeredo, 2009;
Azeredo et al., 2011). As sementes das demais espécies foram
coletadas em regido de Cerrado, devido a ocorréncia destas
em outros biomas brasileiros. Caesalpinia pyramidalis Tul.
(sin: Poincianella pyramidalis) é a inica espécie endémica da
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Caatinga, cujas sementes foram avaliadas utilizando o teste
de tetrazolio (Oliveira et al., 2010).

Uma grande porcentagem (73%) dos trabalhos encontrados
foram publicados hd menos de 5 anos. As evidéncias indicam,
portanto, que esse assunto vem sendo explorado ha pouco
tempo em sementes florestais da Caatinga.

O teste de tetrazolio compreende duas fases principais,
sendo elas a fase de preparo das sementes ¢ a fase de coloragdo
na solucdo de tetrazdlio. A metodologia utilizada para a
realizacdo do teste de tetrazdlio variou quanto ao tempo de
pré-embebigdo; pré-tratamento; concentracdo de 2,3,5 trifenil
cloreto de tetrazélio utilizada; bem como quanto a temperatura
e ao tempo de incubacdo na solucdo de tetrazolio (Tabela 1).

O inicio do preparo da semente para o teste de tetrazolio é a pré-
embebigdo, que tem por objetivo hidratar as sementes, facilitando
0 seu preparo e exposicao dos tecidos, bem como a ativacao do
sistema enzimatico permitindo o desenvolvimento de coloraco
adequada para a interpretacdo dos resultados (Brasil, 2009).

Atemperatura de pré-embebi¢ao variou entre 25 e 35 °C, sendo
que 47% das espécies foram submetidas a uma pré-embebicao a
25 °C. Apré-embebicao variou entre 12 € 48 h, sendo que a maioria
das espécies permaneceu entre 12 e 14 h em embebi¢do. Em trés
trabalhos encontrados, equivalente a cinco espécies, o preparo das
sementes nao foi mencionado na metodologia (Tabela 1).

Na fase de coloragdo do teste de tetrazdlio as sementes
permanecem em contato com uma solucao incolor de tetrazolio
(2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio - TZ), que ¢ absorvida
pelos tecidos da semente. Nos tecidos vivos que apresentam
atividades respiratoria e metabolica normais, as enzimas
do grupo das desidrogenases liberam ions hidrogénio (H")
com os quais o sal reage formando um composto insoluvel e
estavel, de coloracdo vermelha, denominado trifenilformazan
(Delouche et al., 1976).

Para a coloracdo das sementes da Caatinga, a concentracao
de TZ variou entre 0,05% e 1,0%, no entanto, sete espécies foram
incubadas em solugdo a 0,075%, correspondendo a 47% do total.
A temperatura de incubacdo variou entre valores constantes
de 25 ¢ 41 °C. Sementes de trés espécies foram incubadas em
temperaturas alternadas de 20-30 °C e 60% das espécies foram
incubadas nas temperaturas de 25 e 30°C (Tabela 1).

Entre as sementes que foram incubadas em temperaturas de
35a41 °C o tempo de incubag¢ao foi menor de 5 h, com exce¢ao
para as sementes de 7. roseoalba que foram incubadas a 36 °C
durante 24 h (Abbade e Takaki, 2014). Esse foi o periodo mais
utilizado (30%) nas metodologias dos trabalhos encontrados.
As sementes de D. mollis foram escarificadas e incubadas sem
pré-embebicdo em solugdo de 1% TZ durante 48 h (Freitas et
al., 2009), periodo de incubagdo mais longo encontrado.
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Tabela 1. Condigdes para avaliagao da viabilidade e vigor de sementes de espécies florestais da Caatinga pelo teste de tetrazolio.
PE = pré-embebicao tempo/temperatura; ET = exposi¢ao dos tecidos; TZ = concentracdo de 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazolio; T = temperatura de incubagio; t = tempo de incubagao.

Espécie (FAMILIA) Preparo das sementes Coloragao Antores
PE (horas/°C) ET TZ (%) T(°C)  t(horas)

?Frrfgrgg liza)rensis (Allemdo) A.C. Smith 24135 L3 0.05 40 5 Guedes etal.. 2010
éf Zg?ggﬁeg Jaleata Benth 24/25 1 1,0 25 24 Silva, 2013
?Fn Zﬁi’é’gﬁeg;’ peregrina L. Speg. 14/25 I 0,1 30 24 Pinho etal., 2011
ﬁf{’é‘é‘ﬁ%‘;’ﬁ‘g;"‘ - - 0,075 20-30 - Martins Netto e Faiad, 1995
fgg%é%?:éegz%f - All - - 0,075 20-30 - Martins Netto e Faiad, 1995
(C};a:lsgafggig);mmidaﬁs Tul. 94/ 95 12 0,075 al | Oliveira. 2010
fgf}? fé%’;d;” 24/30 - 0,5 30 8  Santos, 2007
gg%gfg mollis Benth - - 1,0 25 48 Freitas et al., 2009
é’fgi’ggﬁgﬁm willd. 48/25 1 0,075 35 3 Bentoetal, 2010,
fggﬁg?gtégﬁ)};ﬁ%;i%l)m (Moric.) J - - 1,0 - - Oliveira e Pereira, 2014
%ig:éyézg;muna Schott 12/25 . 0,05 25 24 Corte etal. 2010
?ﬁgﬁlgg&?ﬂbium (Sprengeh Taubert 14/ 25 3 0,1 25 2,5  Oliveira et al., 2005
g%iegigﬁo)m%rm penth 24125 4 0075 25 24 iﬁiﬁiﬂﬁ’eﬁ?f;zm 1
gfff(ﬁf')iﬁ(’gggégﬁfégﬁg ex DC) 12/30 1 0,075 30 12 Oliveira et al, 2005
(T];’f’éf\;‘é%‘:?;g) (Ridl.) Sandwith 12/25 1 0,05 36 24 Abbade e Takaki, 2014
gféﬁéﬁi?gfg’ Vahl Nich. 12/30 1 0.5 30 12 Oliveira et al, 2005
{CeromhiligzganT’afg%thEl;dan. & Zuec. - - 0,075 20-30 - Martins Netto ¢ Faiad, 1995

Tratamentos para exposi¢do dos tecidos: 1-Retirada do tegumento; 2-corte das sementes na regido oposta ao hilo anteriormente a embebicao; 3-escarificagao

com lixa; 4-escarificacdo quimica.

Alguns trabalhos ndo especificaram em suas metodologias
o tempo de incubagdo e um dos trabalhos encontrados apenas
especificou que as sementes de G. hymeneafolia foram
submetidas ao teste de tetrazolio a 1%, sem especificar as
demais condigOes do teste (Oliveira e Pereira, 2014).

A Caatinga é um dos biomas brasileiros mais alterados
pelas atividades humanas, com mais de 45% de sua area
alterada, sendo ultrapassado apenas pela Mata Atlantica e o
Cerrado (Capobianco, 2002; Casteletti et al., 2004), sendo
que a area de cobertura vegetal da Caatinga ¢ de 518.635
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Km?, equivalendo a 62,69% de remanescentes (MMA, 2008).
Como consequéncia da degradacdo ambiental ¢ da falta
de preservacdo, muito ja se perdeu em biodiversidade da
Caatinga, com 19 espécies de plantas ameacadas, dentre elas
M. urundeuva, A. cearensis e Schinopsis brasiliensis Engl.
Essas plantas desempenham importante papel na ecologia da
Caatinga, pois sdo as principais arvores na composi¢do das
paisagens vegetais do sertdo nordestino (Kiill et al., 2009).
Como foi verificado neste trabalho, apenas uma
metodologia de teste de tetrazolio empregada foi comum
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a mais de uma espécie (Martins Netto e Faiad, 1995). Isto
demonstra a dificuldade de se padronizar esse teste para espécies
florestais da Caatinga, visto que cada espécie possui sementes
com diferentes caracteristicas morfofisiologicas distintas.

Um conhecimento recente vem se formando a respeito
da fisiologia e tecnologia de sementes de espécies florestais
da Caatinga, com o esforco de diversos grupos de pesquisa
de estados dentro e fora do dominio deste bioma em
estudar respostas dessas sementes a diversas situagdes e em
desenvolver metodologias adequadas para a realizagdo de
testes de viabilidade, germinagdo e vigor para as sementes.
No entanto, ha ainda muito a ser estudado e ha que se focar
naquelas espécies que se encontram ameacadas de extingdo.

Conclusoes

Diante dos dados encontrados neste trabalho, pode-se
concluir que € necessario um maior esfor¢o de grupos de pesquisa
para determinar metodologias para a avaliagdo da viabilidade e
do vigor de sementes de espécies florestais da Caatinga. Além
disso, deve ser discutido entre os grupos se ha condigdes de se
determinar uma metodologia padrdo do teste de tetrazolio para
a avaliacdo de sementes dessas espécies. Ha ainda que se focar
no estudo das espécies ameacadas de extingdo, visando sua
preservacao e assim a preservacao do bioma Caatinga.
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