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Teste de tetrazólio em sementes de Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a aplicabilidade do teste de tetrazólio para avaliação da viabilidade de sementes de Handroanthus impetiginosus. Foram avaliadas as seguintes metodologias: retirada da parte alada da semente seguida de embebição em água destilada por 15 horas a 30 oC, com posterior retirada do tegumento e imersas em solução de tetrazólio a concentrações de 0,15 e 0,30% por 2, 4 e 6 horas a 30 oC, no escuro. A definição da melhor preparação em condições de coloração baseou-se nos aspectos dos tecidos e na intensidade e uniformidade de coloração. Os resultados de viabilidade das metodologias definidas como adequadas foram comparadas aos do teste de germinação. As metodologias que submeteram às sementes a solução de tetrazólio a 0,15 e 0,30% por 6 horas resultaram em coloração que permitiram a diferenciação dos tecidos. Ao comparar com o teste de germinação verificou que ambas metodologias foram eficientes para a avaliação da viabilidade de sementes de H. impetiginosus. Conclui-se que o teste de tetrazólio é aplicável para avaliação da viabilidade de sementes de H. impetiginosus. Para a condução do teste, as sementes devem ser submetidas a retirada da parte alada seguida de embebição por 15 horas a 30 oC, com posterior retirada do tegumento e imersão em solução de tetrazólio a 0,15 e 0,30% por 6 horas a 30 oC, no escuro.
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INTRODUÇÃO

O teste de tetrazólio é um teste bastante rápido e tem como objetivo avaliar a viabilidade de sementes, sendo realizado com base na observação da coloração obtida nas diferentes partes da semente. A coloração permite determinar a presença, localização e a natureza das alterações nos tecidos das sementes (FRANÇA-NETO, 1999). A eficiência do teste de tetrazólio depende da utilização da metodologia adequada para cada espécie, com a determinação de condições apropriadas para o preparo, coloração e avaliação das sementes (PINTO et al., 2008).
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos popularmente conhecida como ipê-roxo, ipê-de-minas, ipê-roxo-de-bola, pertence a família Bignoniaceae, tem sua ocorrência do Piauí e Ceará até Minas Gerais, Goiás e São Paulo. É uma espécie arbórea amplamente utilizada para múltiplos fins, como madeira para serraria, mourões, usos medicinais, arborização e recuperação de áreas degradadas. Suas sementes apresentam baixa viabilidade e longevidade, não excedendo três meses (LORENZI; MATOS, 2002), e são atacadas por insetos e fungos antes e após a maturação fisiológica (BOTELHO et al., 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a aplicabilidade do teste de tetrazólio para avaliação da viabilidade de sementes de Handroanthus impetiginosus.
MATERIAL E MÉTODOS
O trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Ecologia Florestal e Tecnologia de Sementes do Departamento de Ciências Agrárias da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES), Janaúba, MG. O lote de sementes foi coletado no município de Lavras (MG) no mês de outubro de 2017. Após a coleta, o lote foi beneficiado e mantido em embalagem plástica em ambiente refrigerado até o momento da avaliação. 
Na etapa da padronização do teste de tetrazólio foram utilizadas quatro repetições de 25 sementes para cada combinação do preparo e da condição de coloração. As sementes foram submetidas à retirada da parte alada seguida de embebição por 15 horas, a 30 oC, com posterior retirada do tegumento e imersas em solução de tetrazólio nas concentrações de 0,15 e 0,30% por 2, 4 e 6 horas, a 30 oC, no escuro.
Após o período de coloração, as soluções foram drenadas e a sementes lavadas em água corrente, mantidas em água até o momento da avaliação. As sementes foram analisadas individualmente com auxílio de uma lupa de mesa com lâmpada fluorescente de seis aumentos (6x).
A definição das melhores condições de coloração baseou-se nos aspectos dos tecidos e na intensidade e uniformidade de coloração que possibilitasse a diferenciação dos tecidos conforme critérios estabelecidos para o teste de tetrazólio: vermelho brilhante ou rosa (tecido vivo e vigoroso); vermelho-carpim forte (tecido em deterioração) e branco leitoso ou amarelado (tecido morto) (FRANÇA-NETO, 1999).

Na segunda etapa, a avaliação da aplicabilidade do teste de tetrazólio foi realizada comparando os resultados obtidos com a aplicação das metodologias definidas na padronização com os resultados do teste de germinação.

Para o teste de germinação foram empregadas quatro repetições de 25 sementes em rolo de papel germitest, mantidos em câmara de germinação regulada a 25 oC e fotoperíodo de 12 horas. As avaliações foram realizadas do 14º até o 21º dia após a implantação, computando o número de plântulas normais, expresso em porcentagem.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados obtidos nos testes de tetrazólio e germinação foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas através do teste Dunnett, a 5%, adotando como testemunha o teste de germinação.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
As combinações das condições de preparo e coloração resultaram em colorações consideradas como fraca e desuniforme, a qual não permitiu a diferenciação dos tecidos vivos, deteriorados e mortos; e adequada, onde a diferenciação e a identificação dos possíveis danos causados as sementes foram passíveis de identificação (Figura 1).
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Figura 1. Coloração obtida das sementes de Handroanthus impetiginosus submetidas a diferentes condições de coloração

A coloração fraca e desuniforme demostrada foi obtida quando as sementes de H. impetiginosus foram submetidas a retirada da parte alada seguida de embebição por 15 horas, a 30 oC, com posterior retirada do tegumento, e imersas em solução de tetrazólio nas concentrações de 0,15 e 0,30% por 2 e 4 horas, a 30 oC. Com o emprego do mesmo preparo e aumentando o tempo de coloração para 6 horas independente da concentração da solução de tetrazólio verificou que a coloração obtida foi adequada (Figura 1), permitindo a diferenciação de tecidos vivos, deteriorados e mortos.
A segunda etapa, o teste de tetrazólio foi avaliado com base nos padrões apresentados na figura 2, onde foram consideradas sementes viáveis, as que apresentaram os tecidos com coloração rósea brilhante e menos de 50% dos cotilédones deteriorados (coloração vermelha intensa) sem atingir a região vascular (Figura 2A-B). E sementes inviáveis, as que apresentam mais de 50% dos cotilédones deteriorados ou mortos decorrentes de ataque de insetos ou problemas de secagem (Figuras 2C-D).
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Figura 2. Sementes de H. impetiginosus classificadas como viáveis (A-B) e inviáveis (C-D)

Pelos resultados apresentados na tabela 2, observou que as metodologias do teste de tetrazólio padronizadas foram eficientes na avaliação da viabilidade de sementes de ipê-roxo quando comparadas ao teste padrão de germinação. E ainda, resultou numa redução de tempo necessário para avaliação da viabilidade de sementes da espécie estudada de 21 dias, tempo necessário para avaliação do teste de germinação, para aproximadamente 22 horas através do teste de tetrazólio.

Tabela 2. Comparação entre as diferentes metodologias do teste de tetrazólio e o teste padrão de germinação de sementes de Handroanthus impetiginosus 

	Metodologia
	Concentração da solução (%)
	Tempo de coloração (h)
	Viabilidade (%)

	1
	0,15
	6
	65 a

	2
	0,30
	6
	66 a

	Germinação
	64 a


 (1) Médias seguidas da mesma letra da testemunha (germinação) não diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett, a 5%.
CONCLUSÕES

Conclui-se que o teste de tetrazólio é aplicável para avaliação da viabilidade de sementes de H. impetiginosus.
Para a condução do teste, as sementes devem ser submetidas a retirada da parte alada seguida de embebição por 15 horas a 30 oC, com posterior retirada do tegumento e imersão em solução de tetrazólio a 0,15 e 0,30% por 6 horas a 30 oC, no escuro.
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