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Resumo O teste do tetrazolio constitui-se de um método rapido,
barato e eficiente para a determinagio da viabilidade das
sementes. O objetivo dessa revisio foi realizar um levantamento
de recomendacoes metodologicas destinado a avaliacio da
viabilidade de sementes pelo teste do tetrazélio, de modo a
contribuir para um manual de técnicas de trabalho.
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Abstract The tetrazolium test consists of a quick, cheap and
efficient method to determine the viability of the seeds. The
objective of this review was to conduct a survey of
methodological recommendations for the evaluation of seeds
viability by the tetrazolium test, in order to contribute to a
technical manual of work.

Keywords: viability, germinability, seeds.

Introducao

O sucesso para producio de mudas, bem como a
implementacio de reflorestamentos com espécies nativas, requer
o uso de sementes de alta qualidade (Franca Neto et al. 1998).
Utilizar ou nao uma metodologia de quebra de dorméncia,
considerar ou nao sementes firmes no final do teste como viaveis,
sao duavidas comumente encontradas em muitos trabalhos, além
disso, grande parte das espécies exige um tempo longo para
germinar, sendo necessirio o desenvolvimento de testes ripidos
e que apresentem eficiéncia para determinar a viabilidade das
sementes (Pina-Rodrigues e Santos 1988).

Pesquisas em tecnologia de sementes tém sido
desenvolvidas com a finalidade de trazer melhorias em testes que
avaliam a qualidade das sementes (McDonald 1998). Dentre esses

testes, 0 uso do tetrazélio tem sido apontado como mais vidvel
para tal avaliagio (Vieira e Carvalho 1994). Dados obtidos a partir
do uso do teste podem estabelecer bases para a comercializagio,
determinacio do ponto de colheita e controle de qualidade
durante o processamento e armazenamento das sementes
(Delouche et al. 1976; Grabe 1976).

De acordo com a ISTA (2004), o teste topogrifico de
tetrazolio é um teste bioquimico cujo objetivo é avaliar a
viabilidade de sementes. Esse teste fornece uma estimativa ripida
da viabilidade das sementes em geral e, em particular, naquelas
que demonstram dorméncia. Seu uso permite estimar a
viabilidade das sementes em apenas 24 horas, de acordo com a
alteracdo da coloragao dos tecidos vivos.

O reconhecimento do teste do tetrazolio, avaliando sua
utilizacio para determinar a viabilidade de sementes, foi
primeiramente feito por Khun e Jerchel (1941). O teste é
empregado principalmente em sementes que apresentam
germinacdo lenta ou que nio germinam apds o teste de
germinagio por se encontrarem dormentes (Brasil 1992) e é o
mais utilizado por proporcionar o nio desenvolvimento de
fungos, como ocorre em testes padrio de germinacio;
diminuicdo do tempo de avaliagio da viabilidade da semente,
sendo que, em algumas espécies, identifica diferentes niveis de
viabilidade; fornecimento da causa da perda da viabilidade; além
de se tratar de uma técnica simples e barata (Delouche et al.
1976; Franga Neto et al. 1998; Franca Neto 1999).

O teste baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases,
presentes nos tecidos vivos, que reduz a solucio salina incolor de
2,3,5- trifenil tetrazolio, quando essa é absorvida pelas sementes,
resultando na formacio de um composto estavel e de coloragio
vermelha, o trifenilformazan (Delouche et al. 1976). Dessa forma,
0 padrio de coloragio pode ser utilizado para identificar
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sementes nio vidveis, vidveis, e ainda as de baixo e alto vigor
(Vieira e Von-Pinho 1999).

A formagio do composto vermelho indica que o sal do
tetrazolio foi reduzido, indicando atividade respiratria nas
mitocOndrias, existindo viabilidade celular no tecido. Quando o
tecido nao € corado, significa que nio sio vidveis, indicando a
nao reacio com o sal. Tecidos em deterioracdo, presentes em
sementes velhas e deterioradas, apresentam coloracio vermelho
intenso, ja a formagao de tecidos vermelho ou rosa claro, indica
tecido vigoroso, enquanto que o tecido morto ¢ normalmente
caracterizado por coloragio branca ou amarela e apresenta
textura flicida (Delouche et al. 1976; Bhéring et al. 1996; Franca
Neto et al. 1998; Franca Neto 1999; Kryzanowski et al. 1999).

De acordo com Rocha (1976) e Franca Neto e
colaboradores (1998), para se obter uma coloragio adequada, a
solugdo de tetrazélio deve possuir um pH entre 6 e 8. Uma vez
que, solucoes dcidas nio fornecem uma coloracio ideal devido a
uma alteragio na velocidade e na intensidade de coloragio de
tecidos, o que prejudica a anilise adequada dos resultados (Pina-
Rodrigues e Santos 1988).

Segundo Rocha (1976) temperaturas entre 20 e 45°C nio
afetam a precisio do teste. Porém, para a obtengio de uma
coloracio rdpida, o ideal é colocar as sementes em recipientes
com solucio de tetrazdlio e leva-las em estufa com temperatura
entre 35 e 40°C (Bhéring et al. 1996; Franca-Neto et al. 1998).
Para espécies florestais, sio recomendadas temperaturas entre 30
e 40°C (Pina-Rodrigues e Valentini 1995).

A escolha da concentragio de tetrazélio, assim como o
tempo de incubacio das sementes, deve-se basear na facilidade
de diferenciagio das sementes vidveis e invidveis (Kryzanowski et
al. 1999), por proporcionar a possibilidade de melhor
visualizacio dos disturbios de coloragio dos tecidos e a
identificacao de diferentes tipos de injdrias. Porém, o sal utilizado
possui um prego elevado, por isso, a preferéncia pela utilizagio
das menores concentracoes possiveis que apresentem resultados
adequados (Marcos-Filho et al. 1987; Krzyzanowski et al. 1991 e
Franga-Neto et al. 1998). De acordo com esses € outros autores,
as concentragoes da solucio do tetrazdlio mais empregadas em
analises sa0 0,075; 0,1; 0,2; 0,5 ¢ 1,0%.

O teste do tetrazolio apresenta vantagens como niao ser
afetado por diversas condicoes que podem alterar os resultados
do teste padrio de germinagio, como o aparecimento de fungos;
destaca as condicoes fisicas e fisioldgicas do embrido de cada
semente individualmente; permite rapida avaliagio da
viabilidade; pode fornecer o diagndstico da causa da perda da
viabilidade das sementes e requer equipamento simples e barato
(Delouche et al. 1976; Franca Neto et al. 1998; Franca Neto
1999). No entanto, seu uso nio é muito aprofundado em
sementes de espécies florestais e frutiferas (Pina-Rodrigues e
Santos 1988). Porém, ji existem alguns trabalhos de
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padronizagio do teste do tetrazdlio para espécies florestais
(Tabela 1), mas como muitas sementes dessas espécies exigem
um periodo longo de germinacio, faz-se necessirio o
desenvolvimento de pesquisas que reduzam o tempo para
obtencio de resultados do teste do tetrazolio, por meio da
definicio de uma metodologia padronizada para cada espécie
(Nascimento e Carvalho 1998).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo realizar
uma compilacio de dados buscando indicar as metodologias
estabelecidas do teste do tetrazolio mais adequadas para avaliar a
viabilidade de sementes de algumas espécies vegetais.

Viabilidade de sementes
Metodologias para o teste do tetrazolio

Virios fatores podem interferir na obten¢do de resultados
satisfatorios no teste do tetrazolio, como preparo e pré-
condicionamento das sementes antes de serem submetidas ao
teste, concentracio da solugio de tetrazélio e periodo e
temperatura de exposicio ao sal. O pré-condicionamento ou
hidratacio facilita o preparo das sementes para o teste, a
penetracao da solucio de tetrazdlio, bem como o surgimento de
uma coloracio nitida (Moore 1985). Este pré-condicionamento
pode ser realizado entre papel toalha ou papel de germinagio
umedecido (Franga-Neto et al. 1998).

Algumas sementes apresentam o tegumento mais duro e/ou
impermedvel, o que dificulta a penetragio da solucio do
tetrazolio, sendo necessiria a retirada do tegumento, como
observado por Corte et al. (2010), utilizando sementes de
Melanoxylon brauna; Zucareli et al. (1999) utilizando sementes
de Albizia bassleri; Fogaca et al. (2006) com sementes de
Gledischia amorphoides e Copaifera langsdorfii; Keohn et al.
(2001) trabalhando com sementes de Bauhinia forficata;
Oliveira et al. (2005) com sementes de Peltophorum dubium,
Oliveira et al. (2001) com Tabebuia serratifolia; e Forgaca et al.
(2011) ao estudar sementes de Shizolobium parahyba (Tabela
1).

Bhering et al. (2005) estudando o teste do tetrazélio para
avaliagio da qualidade fisiologica de sementes de melancia
(Citrullus lanatus) observou que, quando umedecidas, as
sementes  apresentavam-se  escorregadias, dificultando o
manuseio. Desta forma, os autores utilizaram a cal virgem como
alternativa adequada para a remogio mais ripida desta
mucilagem, de modo a facilitar o manuseio das sementes.

Dias e Alves (2008) ao utilizar dcido sulfdrico para quebrar
a dorméncia de sementes de Brachiaria brizantha, verificaram
que o dcido foi parcialmente efetivo na quebra da dorméncia
somente nas primeiras épocas de avaliagio, passando a
prejudicar as sementes nio dormentes nas ultimas avaliagoes. Ao
estudar sementes de Panicum maximum, 0s mesmos autores
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Tabela 1 Descricio do pré-condicionamento, modo de preparo e aplicagio do teste do tetrazolio (ttz) em diferentes espécies. Legenda: 1 - espécies cultivadas; 2 - espécies florestais; 3 - espécies daninhas; a -

sementes dormentes; b - sementes nio dormentes; (-) — nio hd informacio.

Tempo/Concentracao de ttz/

Espécies Pré-condicionamento Método de preparo ) B Referéncia
Temperatura de incubacio
Eicheei
Abelmoschus esculentus’ Embebi¢ao em dgua (24h/30°C) Retirada do tegumento 3h30min/0,75%/30°C N;:)r;:slbze(;(g):r ¢
Acca sellowiana® Imersio em dgua (12h/30°C) Corte longitudinal e remogio do tegumento 2h/0,5%/40°C, no escuro Sarmento et al. 2013
Acrocomia Aculeata? 4h/0,5%/35°C Ribeiro et al. 2010
Retirada do t t rte longitudinal através d tr
Albizia basslerii> Escarificacio manual, seguida de embebicio em dgua (24h/ 25°C) ¢ 1r‘a ado e‘gur/n.en 0 ¢ corte fongitudinal atraves €o centro 5h/0,1%/35°C, no escuro Zucarelli et al. 2001
do eixo embriondrio
Amburana cearensis* Escarificacdo e embebicio em dgua (24h/35°C) Retirada do tegumento 3h/0,05%/40°C Guedes et al. 2010
Anadenanthera peregrina® Embebicio em dgua (14h/25°C) 24h/0,1%/30°C Pinho et al. 2011
Annona cherimolla’ Embebicio em dgua (24/ 25°C * 2 °C) Corte longitudinal 2h/1,0%/30 °C = 2 °C Gimenez et al. 2014
Arachis hypogaea’ Embebicio em papel toalha (16h/20°C) Retirada do tegumento 2h/0,75%/40°C Carvalho et al. 2009
Araucaria angustifolia® Embebicio em dgua (18h) Retirada do tegumento e do megagametdfito 1h/0,1% ou 0,5%/25°C, no escuro  Oliveira et al. 2014
Astronium graveolens® Embebicio em dgua (6h/35°C) Retirada do tegumento 2h/0,25% ou 1h/0,50% Fogaca 2003
Avena sativa® Hidratagio por imersio em dgua (18h/20°C) Corte longitudinal 2h/1,0%/40°C, no escuro Souza et al. 2010 b
Avena stringosa® Hidratagio entre papel (18 h/20 °C) Corte longitudinal 2h/0,5% ou 1,0%/40°C, no escuro  Souza et al. 2009
Brachiaria brizantha’ Hidratacio em papel toalha (16h/30°C) Corte longitudinal 3h/0,1%/37°C, no escuro Dias e Alves 2008
Ferreira e Sad
Bactris gasipaes® Corte das sementes pela metade 4h/0,121,0%/ 25° ou 30°C 1;;r7e1ra ¢ vadet

Butia capitata®

Imersdo em agua (24h)

Seccio longitudinal do endosperma e extragio do embrido

4h/0,5%/ no escuro e
temperatura ambiente
(aproximadamente 22°C)

Fernandes et al.
2007

Caesalpinia echinata®

2h/0,050% ou 0,075%/35%, no
escuro

Lamarca et al. 2009

Todd —Bockarie et

Cassia Sieberiana? 9 h/1,0%/35°C
¥ al. (1993)
Imersi p h . .
Ceiba speciosa* Zr;fgao em dgua (8h temperatura ambiente, de aproximadamente Corte longitudinal na metade da semente 4h/0,5% Lazaratto et al. 2011
Citrullus lanatus’ Embebi¢io em dgua (40min/40°C) Corte e remogio do endosperma 1h/0,075%/40°C Bhéring et al. 2005

Deminicis et al.

Clitorea ternatea’ Escarificacdo manual e imersdo em dgua (14h/25°C) Retirada do tegumento 2,5h/0,3%/25°C no escuro 2009
Glycine max* Embebicio em papel germitest (6h/41°C) 2,5/0,075%/40°C Costa et al.1998
Coffea arabica* Embebicio em dgua (24h/30°C) Retirada do endocarpo e endosperma 14-16h/0,1%/35°C, no escuro Dias e Silva 1986

Copaifera langsdorffii>

Escarificacio e embebicio em papel filtro (24h//35°C)

Retirada do tegumento

4h/0,2%/35°C, no escuro

Fogaca et al. 2011

Cucumis sativus™

Imersdo em dgua (2h/ 40° C)

Retirada do tegumento e da membrana que envolve o
embrido

1h/0,075%/40°C, no escuro

Lima et al. 2010
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Espécies

Pré-condicionamento

Método de preparo

Tempo/Concentracao de ttz/
Temperatura de incubacio

Referéncia

Cucurbita pepo*

Embebicio em dgua (30min/40°C)

Retirada do tegumento seguida de 0,5h para a retirada da
membrana interna

30min/0,075%/40°C

Barros et al. 2002

Eugenia involucrata?®

Imersao em dgua (24h)

Corte longitudinal com tegumento e sem casca

2h /0,5%/30°C, no escuro

Cripa et al. 2014

Eugenia pleurantha? Imersdo em 4dgua (12h/30°C) Corte longitudinal com remocio do tegumento 4h/0,1%/30°C, no escuro Masetto et al. 2009
Sementes inteiras sem tegumento (4h/0,1%/30°C, no escuro
o o el § 2h,4h,6h/0,075%,0,1%/30°C, no _
Eugenia pyriformis* Imersao em 4gua (24h) Sementes inteiras com ¥ do tegumento , . Cripa et al. 2014
o escuro), nao permitiram um
Corte longitudinal com tegumento e sem casca _ )
padrio ideal de coloragio
Nasciment
Genipa americana® Imersio em dgua (24h/30°C) 2h/0,25%/40°C no escuro ascmento ¢

Carvalho 1998

Gleditschia amorphoides* Escarificacio e embebicio em dgua (48h) Retirada do tegumento 3 1/0,075%/35°C Fogaca et al. 2006
Corte na extremidade oposta ao eixo do embrido, seguido

Gossypium birsutum® Imersio em dgua (2h) de 6h de imersao em dgua, a 25°C, com posterior retirada do ~ 2,5h/0,5%/40°C Cervi et al. 2009
tegumento

Helianthus annuus" Imersdo em dgua (16/25°C) 3h/0,1%/30°C, no escuro Silva et al. 2013

Hevea brasiliensis

Hidratagao entre papel (6h)
Hidratacio entre papel (18h)

Corte longitudinal

2 h/0,5%/40°C

3 h/0,5%/40°C

Wetzel et al. 1992

Hordeum vulgare*

Imersao em dgua (4h/20°C)

Corte longitudinal, com eliminagio de uma das metades da
semente

Corte longitudinal preservando as duas metades

3h/0,1% ou 0,5%/ 30°C, no escuro

2h/1,0%/ 40°C (com papel de
filtro umedecido), no escuro

Grzybowski et al.
2012

Hymenachne amplexicaules’ Embebicio em dgua (6h/23°C=+1) Retirada do tegumento 4h/0,5%/23°C+1°C Silva et al. 2011
Jacaranda cuspidifolia® Embebicio em dgua (24h/35°C) Corte longitudinal 3h/0,075% Fogaca 2003
Jatropha curcas’ Hidratacao entre papel toalha (25°C) Retirada do tegumento 2h/0,5%/40°C no escuro Pinto et al. 2009
Mend tal.
Lafoensia pacari> Embebicio em dgua (48h) Retirada do tegumento 1 1h/0,075%/40°C 5 Oe 0n6 onqed
Leucaeana leucocephala’ - Corte e retirada do tegumento 2h/0,15%/35 °C Costa e Silva 2010
Lycopersicum lycopersicum' Hidratacao entre papel toalha (3h/45°C) Corte longitudinal 3h/0,075%/40°C Santos 2003
Malpighia emarginata® Embebicio em dgua (9h/25°C) Corte longitudinal 12h/0,5%/25°C, no escuro Costa et al. 2003
Melanoxylon brauna® Embebicio em dgua (12h/25°C) Retirada do tegumento 10h/0,3%/25°C, no escuro Corte et al. 2010

Ocotea porosa* Embebicio em dgua (16h) Corte longitudinal 2h/0,5 %/40°C no escuro Filho et al. 2008

Panicum maximum® Hidratagio em papel toalha (16h/30°C) Corte longitudinal 3h/1%, 0,2%, 0,1%/37°C Dias e Alves 2008

Parapiptadenia rigida® Embebicio em dgua (4h/35°C) Retirada do tegumento 3h/0,05% Forgaca 2003

Parkia velutina? Esc.arlﬁcatgao m?camca por desponte na regido oposta a0 hilo, seguida Retirada do tegumento 2h/0,5%/ 40°C, no escuro Mendes et al. 2009
de imersdo em dgua (16h/30°C)

Peltophorum dubium? Escarificacio e Embebi¢io em dgua (14h/25°C) 2,5 1/0,1%/25°C Oliveira et al. 2005b

Piptadenia moniliformis* Hidratacio em papel toalha (24h/25°C) Retirada do tegumento 4h/0,075%/35°C Azerédo et al. 2011
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Tempo/Concentracao de ttz/

Espécies Pré-condicionamento Método de preparo ) _ Referéncia
Temperatura de incubacao
Plinia trunciflora® Camara Gmida entre papel germitest (24h/20°C) Corte longitudinal 24h/25°C, no escuro Hossel et al. 2013
Poecilantbe parviflora> Imersao em dgua (até atingir 40%) Retirada do tegumento 1,5h/0,075%/40°C, no escuro Pinto et al. 2008
Pterodon pubescens* Hidratacdo em papel germitest (14h) Corte na extremidade apical 6h/0,075%/30°C, no escuro Ferreira et al. 2001
G -Oliveira et
Ricinus communis’ Papel toalha umedecido (12h/35°C) Corte e retirada do tegumento 2h/0,2%/35°C a la Szpoalfl elrae
Senna multijuga® Hidratacio com papel germitest (14h) Retirada do tegumento e endosperma 5h/0,075%/35°C, no escuro Ferreira et al. 2004
i .

Senna macranthera® Hidratacdo com papel germitest (14h) Retirada do tegumento e endosperma 7h/0,075%/35°C, no escuro

Schizolobium parahyba?

Escarificacdo e embebicio em dgua (48h/35°C)

Retirada do tegumento

4h/0,10%/ 35 °C, no escuro

Forgaca et al. 2011

Sorghum bicolor™ Papel toalha umedecido (18h/20°C) Bisseccio longitudinal com uma das metades da semente 3h/0,1%/40°C Carvalho et al. 2014
de e Takaki
Tabebuia roseoalba? Imersdo em dgua (12h/25°C) Retirada das alas 24h/0,05%/ 36°C, no escuro 1;];];2 cetd
Tabebui tifolia? E ica i 12h Retirada do t t 12h/0,5%/30°C
abel m’a s.erm z]"o'm mbebfgzilo em :fgua( ) e %ra a do tegumento /0,5%/3 C Oliveira et al. 2005 a
Tabebuia impertiginosa?® Embebicio em dgua (12h) Retirada do tegumento 12h/0,07%/30°C

Triticale (x.Triticosecale
Wittmack)!-

Papel toalha umedecido (18h/20°C)

Corte longitudinal preservando as duas metades

3h/1,0%/ 40°C, no escuro

Souza et al. 2010 a

Corte longitudinal preservando as duas metades 2h/1,0%/40°C
Triticum aestivum’ Umedecidas em toalha de papel (18h/20°C) Corte longitudinal com descarte da metade da semente 3h/0,1%/30°C Carvalho et al. 2013
Corte longitudinal 2h/0,075%/40°C
Socolowski et al.
Xylopia aromatica® Imersio em dgua (48h/30°C, no escuro) Corte longitudinal 24h/0.5%/30°C 28?2) owskieta
1h,2h ou 3h/0,075%/40°C, Dias e Barros 1995,
Zea mays* Papel toalha umedecido (4h/35°C ou 40°C) Corte, seguido de descarte de V2 da largura da semente ou 3h/0,075% no fas ¢ Barros 1995

€scuro

1999
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nio observaram diferenca significativa entre as trés
metodologias de conducdo do teste do tetrazdlio, sendo
todas eficientes, possibilitando o uso de metodologias que
utilizem menor concentragdo do sal, e dessa forma primem pela
economia do reagente.

Consideracoes finais

De acordo com o tipo de semente estudada, existem
diferentes condicoes eficientes para o teste do tetrazolio, visando
a coloracdo satisfatoria, sendo que, para algumas sementes, sao
necessdrios alguns métodos de pré-condicionamento, seguido ou
nio de métodos de preparo, como a retirada do tegumento, corte
ou escarificacio, além de concentracio e de temperatura
especificas para a incubagio na solugio de tetrazdlio.

Apesar de ser simples e facil o teste de tetrazdlio é um
método qualitativo visual que se niao for realizado por uma
pessoa treinada pode gerar um falso negativo, sendo assim
requer treinamento do técnico ou viveirista para que nao haja
uma interpretacdo equivocada dos resultados referentes a
viabilidade das sementes analisadas.
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