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AVALIACAO DA VIABILIDADE DE SEMENTES DE AVEIA
PRETA PELO TESTE DE TETRAZOLIO!

CAMILA RIBEIRO DE SOUZA?, OSVALDO DE CASTRO OHLSON?; MARISTELA PANOBIANCO*

RESUMO - A aveia preta apresenta dorméncia em sementes recém colhidas, sendo normalmente
superada durante o periodo de armazenamento, o que ressalta a necessidade do desenvolvimento de
testes que estimem rapidamente a sua viabilidade. O trabalho teve por objetivo estudar diferentes
procedimentos para a condugdo do teste de tetrazolio em sementes de aveia preta. Foram utilizados
quatro lotes de sementes do cultivar Embrapa 29 (Garoa), seguindo os seguintes protocolos: a)
hidratag@o entre folha de papel toalha umedecido e embebigao direta em agua por 18 h, a 20 °C; b)
coloragao por 2 h, sobre papel e imersdo direta na solug@o; ¢) concentragdes de solucgao de tetrazolio
a 0,1 %, 0,5 % e 1,0 %. Paralelamente, foram estudados dois tipos de preparo: corte longitudinal
da semente através do embrido, com descarte de uma das metades e imersdo da outra na solugdo
de tetrazdlio, a 30 °C, e corte com colocacdo das duas metades sobre papel filtro umedecido com a
solucdo de tetrazolio, a 40 °C. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que o teste de tetrazolio
¢ promissor para a avaliagdo rapida da viabilidade de sementes de aveia preta, mediante o pré -
condicionamento por imersao em agua (18 h, a 20 °C), coloragdo sobre papel por 2 h, a 40 °C, em
solugdo de tetrazolio a 0,5 % ou 1,0 %.

Termos para indexagdo: Avena strigosa, germinagdo, analise de sementes
EVALUATION OF BLACK OAT SEED VIABILITY BY THE TETRAZOLIUM TEST

ABSTRACT — Black oats show dormancy in recently harvested seeds, but it is overcome during
the storage period; as a consequence, rapid tests are important to determine their viability. The
objective of this study was to evaluate different procedures to perform the tetrazolium test in black
oat seeds. Four seed lots of ‘Embrapa 29’ (‘Garoa’) were used to test the following protocols of the
tetrazolium assay: a) hydration between wet paper towels and soaked inwater for 18 h at 20 °C; b)
color development for 2 h, on paper moistened with reagent and direct immersion in the reagent; c)
tetrazolium solution at 0.1 %, 0.5 % and 1.0 %. Two types of seed preparation were studied: seeds
were cut longitudinally through the embryo, and one half was immersed in tetrazolium solution at 30
°C or both halves were placed on filter paper moistened with tetrazolium solution, at 40 °C. Results
showed that the tetrazolium test is promising for rapid determination of seed viability; soaking in
water (18 h, at 20 °C), followed by the color development for 2 h on filter paper moistened in a 0.5
% or 1.0 % tetrazolium solution, at 40 °C, was identified as the best procedure.

Index terms: Avena strigosa, seed testing, germinability.
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INTRODUCAO

A aveia preta (Avena strigosa) ¢ uma graminea
que resiste bem a solos pobres e a baixas temperaturas, com
grande importancia nas regides Sul e Sudeste do Brasil,
podendo ser utilizada consorciada para cobertura do solo
ou como forragem, constituindo-se em um dos principais
bancos de proteina para o gado no periodo de entressafra
(Vilela, 2007).

Asareas destinadas a producdo de sementes de aveia preta
sdo normalmente pastagens utilizadas por um determinado
periodo, sendo que apos a retirada dos animais, produzem
sementes a partir do rebrote; consequentemente apresentam
baixa produtividade e qualidade de sementes (Souza et al.,
2005).

A avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes ¢
um componente essencial de programas de controle de
qualidade adotados pelas empresas, pois quando efetuada
corretamente permite a identificacdo adequada de lotes com
maior probabilidade de apresentar desempenho adequado em
campo, fornecendo oretorno esperado. Essaanalise érealizada
rotineiramente através do teste de germinacgao, realizado em
laboratorio, sob condigdes artificiais altamente favoraveis,
que possibilitam a obtengdo da maxima porcentagem de
germinacdo que o lote pode oferecer. No entanto, o teste
somente ¢ concluido apdés varios dias, semanas ou até
meses, dependendo da espécie, especialmente para aquelas
que apresentam dorméncia. Tal situacdo ndo é desejavel,
uma vez que frequentemente é necessaria a identificagdo de
problemas, a diagnose e a rapida tomada de decisdo, tentando
evitar prejuizos consideraveis (Marcos Filho, 2005).

Neste sentido, o periodo médio para a obtengdo de
resultados da percentagem de germinacdo de aveia preta
varia de cinco a 10 dias (Brasil, 1992). Além disso, essa
espécie apresenta dorméncia em sementes recém colhidas,
a qual normalmente ndo ¢ superada pelos tratamentos
recomendados e rotineiramente utilizados nos Laboratorios
de Analise de Sementes; em geral, a superagdo da dorméncia
ocorre ap6s um periodo de armazenamento de quatro meses,
o que salienta a necessidade do desenvolvimento de testes
que estimem rapidamente a sua viabilidade.

Dentre os métodos disponiveis, o teste de tetrazolio tem
posicdo de destaque (Franca Neto, 1999a). Por meio de uma
analise cuidadosa, permite a rapida avalia¢do da viabilidade
das sementes, ndo sendo afetado por determinadas condi¢des
que podem alterar os resultados do teste de germinacgao,
como a presenga de microorganismos.

Na realizagdo do teste de tetrazolio sdo indicados de
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maneira geral alguns procedimentos, tais como: a) hidratacao,
que visa ativar o metabolismo enzimatico, facilitar o preparo
das sementes e o desenvolvimento da coloragdo durante o
contato com a solucdo de tetrazolio; b) seccionamento antes
das sementes serem submetidas a coloracdo, dependendo da
espécie; ¢) coloragdo, variando-se a concentracdo da solugdo
de tetrazolio, o periodo e a temperatura de condicionamento;
d) formas de avaliagdo (Marcos Filho, 2005; Oliveira et al.,
2005; Vieira e Von Pinho, 1999).

A International Seed Testing Association (ISTA, 2007)
recomendou para aveia preta a hidratagdo das sementes
durante 18 h, a 20 °C, desenvolvendo-se coloracdo por duas
horas a 30 °C em solugdo de cloreto de tetrazolio a 1,0 %;
com relacdo ao corte das sementes, foram recomendados o
corte longitudinal, através do embrido e % do endosperma, e
o corte transversal. Por outro lado, nas Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992) encontram-se informagoes
gerais para a condug@o do teste de tetrazolio, mas ndo ha
especificagdes para aveia preta.

Em razdo da importancia da cultura e da dificuldade
inicial para avaliacdo do seu potencial fisioldgico, imposto
pela dorméncia das sementes, o presente trabalho objetivou
estabelecer um protocolo eficiente para conducdo do teste
de tetrazolio em sementes de aveia preta, visando avaliar
rapidamente a sua viabilidade.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Analise de
Sementes Oficial da Empresa Paranaense de Classificacao de
Produtos — CLASPAR, em Curitiba, no periodo de junho a
agosto de 2008.

Foram utilizados quatro lotes de sementes de aveia
preta, cultivar Embrapa 29 (Garoa), provenientes da safra
2006/2007, que ficaram armazenados por um ano até o
momento da analise, em ambiente controlado (14 °C e 50 %
de umidade relativa do ar); durante o periodo experimental,
as sementes permaneceram em saco de papel.

Inicialmente, foi realizada a determinag¢do do grau de
umidade ¢ da germinagdo das sementes de cada lote. Na
conducdo do teste de germinacdo foram utilizadas quatro
repeticdes de 100 sementes por tratamento, semeadas em
rolo de papel toalha com trés folhas umedecidas com agua
em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do substrato e
colocadas para germinar a 20 °C. A contagem foi realizada aos
cinco dias apds a semeadura, computando-se a porcentagem
de plantulas normais, segundo os critérios estabelecidos nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).
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A determinagdo do grau de umidade das sementes foi
realizada pelo método de estufa a 10543 °C, durante 24
h, com duas repeti¢des de 5 g por lote, de acordo com as
recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
1992).

No teste de tetrazolio foram utilizadas quatro repetigdes
de 50 sementes por tratamento, avaliando-se diferentes
combinacdes periodo/temperatura/formas de hidratacao,
bem como periodo/temperatura/preparo/concentragdo da
soluc¢do de cloreto de tetrazolio.

a) Hidratagdo - Foram testadas duas formas de
hidratagdo:

a.1) sementes embaladas em papel toalha umedecido
com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel por 18 h, a 20 °C (ISTA, 2003);

a.2) imersdo direta em 30mL de 4gua, colocadas em
copo de béquer (capacidade de 50mL) por 18 h, a 20 °C
(ISTA, 2003) .

b) Preparo - Foram estudados os seguintes preparos:

b.1) semente bisseccionada longitudinalmente através do
embrido, com descarte de uma das metades e imersdo da outra
em 5SmL de solucdo de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio,
em copo de béquer (capacidade de S0mL), colocadas para
colorir a uma temperatura de 30 °C (ISTA, 2003);

b.2) semente bisseccionada longitudinalmente através
do embrido, com colocacdo das duas metades sobre uma
folha de papel filtro umedecido com solugdo de tetrazolio
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel, e colocadas para
colorir sob uma temperatura de 40 °C.

¢) Coloracdo - Com o término da hidratag¢do, as
sementes foram bisseccionadas longitudinalmente através
do embrido e colocadas para coloracdo em ambiente escuro
por 2 h, com concentragdes da solucdo de tetrazdlio a 0,1
%, 0,5 % e 1,0 %. Alcancada a coloragao ideal, no primeiro
preparo (item b.1), as sementes foram retiradas da camara,
lavadas em dgua corrente e mantidas submersas em agua sob
refrigeracao (5 °C - 10 °C), até¢ o momento da avaliacdo. No
segundo preparo (item b.2) as sementes foram mantidas em
refrigeracao (5 °C - 10 °C) sobre o papel filtro.

Para a avaliag@o da viabilidade foram observadas suas
estruturas com o auxilio de microscopio estereoscopico,
seguindo recomendacdes de Grabe (1976) para cereais de
sementes pequenas. As sementes foram classificadas em
viaveis e nao vidveis de acordo com a coloragdo apresentada
no eixo embrionario, computando-se a porcentagem de
sementes viaveis.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes. A comparac¢ao de médias
foi realizada pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

Os dados de grau de umidade ndo foram analisados
estatisticamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados do teste de germinacdo (Tabela 1),
os lotes foram separados em alta (lotes 1 e 2) e baixa (lotes
3 e 4) viabilidade; porém, todos possuiam porcentagem
de germinacdo compativel com o padrido para produgdo
e comercializagdo de sementes de aveia preta, ou seja, no
minimo 80%.

TABELA 1. Dados médios de germinacio e de grau de
umidade de quatro lotes de sementes de
aveia preta.

Lotes Germinacdo Grau de Umidade (%)
1 95a 12,3
2 94 a 12,3
3 83 Db 12,3
4 84D 12,6
C.V (%) 1,83 -

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os dados referentes ao grau de umidade das sementes
foram semelhantes para os quatro lotes estudados, variando
de 12,3 a 12,6%; este fato ¢ muito importante na execugao dos
testes, uma vez que a uniformidade do grau de umidade das
sementes ¢ fundamental para a padronizagdo das avaliagdes
e obtencdo de resultados consistentes (Marcos Filho, 1999).

Na Tabela 2, encontram-se os resultados do teste de
tetrazdlio para o procedimento realizado com hidratacao
entre papel e coloragdo sobre papel. Pode-se observar
que em quaisquer das concentracdes testadas ndo foi
possivel a identificacdo de diferencas de viabilidade entre
os lotes, contrastando com os resultados obtidos no teste
de germinagdo (Tabela 1). Provavelmente, o periodo ou a
temperatura utilizada para o processo de absorcdo de adgua
em papel tenham sido insuficientes.

Empregando-se a metodologia de hidratagao entre papel,
mas com coloragdo por imersdo na solugdo de tetrazolio
(Tabela 3), pode-se verificar novamente que a separac¢ao dos
lotes de alta e baixa viabilidade foi diferente da encontrada
no teste de germinacgao (Tabela 1), em todas as concentragdes
estudadas; possivelmente, a razdo para esse resultado esteja

Revista Brasileira de Sementes, vol. 31, n°3, p.057-062, 2009



60 C.R. SOUZA et al.

associada a combinag¢do inadequada periodo/temperatura de
hidratag@o.

TABELA 2. Valores médios (%) obtidos no teste de
tetrazolio em sementes de quatro lotes de
aveia preta, conduzido com hidratacio entre
papel e coloracao sobre papel, utilizando-
se diferentes concentracdes do sal de
tetrazdlio.

Hidratagdo entre papel
Coloragdo sobre papel

Lotes Concentragdes do sal de tetrazélio
0,1% 0,5% 1,0%
1 78 ab 88 a 93 a
2 68 b 88 a 95a
3 80 ab 8l a 8 b
4 85a 90 a 91a
C.V.(%) 10,02 6,14 2,82

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 3. Valores médios (%) obtidos no teste de
tetrazolio em sementes de quatro lotes de
aveia preta, conduzido com hidratacio entre
papel e coloragido por imersao, utilizando-
se diferentes concentracoes do sal de
tetrazolio.

Hidratacao entre papel
Colorag@o com imersao

Lotes Concentragdes do sal de tetrazélio
0,1% 0,5% 1,0%

1 85a 87 ab 90 a

2 87 a 94 a 91 a

3 83 a 86 b 83 a

4 83 a 89 ab 89 a
C.V.(%) 3,72 3,78 4,57

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

O pré-condicionamento provoca o amolecimento da
semente, facilitando o preparo e a penetracao da solucao de
tetrazolio, bem como ativa o sistema enzimatico, resultando
em uma coloragdo mais nitida (Vieira e Von Pinho, 1999).
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Em estudo com sementes de soja, Costa ¢ Marcos Filho
(1994) verificaram que a temperatura empregada para o pré-
condicionamento das amostras ¢ fundamental no mecanismo
de coloracdo das sementes através do teste de tetrazolio.
Geralmente, os resultados do teste, sob os pontos de vista de
desenvolvimento da coloragdo e seguranga da interpretacao,
estao diretamente associados ao grau de umidade alcangado
pelas sementes durante o pré-condicionamento; esse grau
de umidade deve atingir um valor minimo para a ativagdo
adequado do sistema enzimatico.

Por outro lado a hidratagdo das sementes por 18 horas,
a 20 °C, utilizando imersdo direta em agua, seguida de
coloragdo das duas metades da semente sobre papel por duas
horas, a 40 °C (Tabela 4), apresentou resultados semelhantes
aos do teste de germinagdo (Tabela 1), tanto na concentragdo
a 0,5 % quanto a 1,0%, classificando os lotes 1 e 2 como de
qualidade superior e os lotes 3 e 4 como de pior desempenho.
A ISTA (2003) também recomenda para a aveia preta esta
metodologia, na concentragao de 1,0 %. Os resultados obtidos
na presente pesquisa revelaram a possibilidade de utiliza¢ao
de solugdo com concentragdo mais baixa (0,5 %), que além
de ser mais econdmica, permite uma coloragdo adequada
dos tecidos da semente, sem prejuizos na visualizacdo da
sua viabilidade. A reducdo da concentra¢do da solucdo de
tetrazolio utilizada na coloragdo do teste também foi sugerida
para outras espécies, como de 0,1 % para o algodao (Vieira e
Von Pinho, 1999) e de 0,075 % para o amendoim (Bittencourt
e Vieira, 1999), feijao (Bhering et al., 1999), milho (Dias e
Barros, 1999) e soja (Franga Neto et al, 1998).

TABELA 4. Valores médios (%) obtidos no teste de
tetrazdlio em sementes de quatro lotes de
aveia preta, conduzido com hidratagio por
imersdo em agua e coloracio sobre papel,
utilizando-se diferentes concentracgdes do sal
de tetrazolio.

Hidratagdo por imersdo em dgua
coloracdo sobre papel

Lotes Concentragdes do sal de tetrazélio
0,1% 0,5% 1,0%
1 80 a 98 a 89 a
2 92 a 96 a 90 a
3 82a 81 b 75 b
4 87a 81 b 77 b
C.V. (%) 9,33 3,77 5,71

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 5, estdo apresentados os dados obtidos
com a metodologia de hidratagdo com imersdo em agua e
coloragdo por imersdo na solucdo de tetrazolio. Pode-se
verificar que somente na coloracdo de 1,0 % foi possivel
identificar as diferencas na viabilidade dos lotes testados,
sendo que com este procedimento o lote 1 foi classificado
como intermediario, o lote 2 como de alta viabilidade e os
lotes 3 ¢ 4 como de baixa viabilidade. Essa metodologia
¢ recomendada pela ISTA (2003); contudo, apesar de ter
possibilitado a avaliagdo dos lotes, a consisténcia dos tecidos
dificultou a identificag@o das partes componentes da semente,
prejudicando a andlise da localizagdo dos danos. Tal fato
pode ter ocorrido devido ao procedimento de hidratar e
colorir a semente por imersao, ocasionando uma hidratagao
mais intensa que a adequada.

TABELA 5. Valores médios (%) obtidos no teste de
tetrazolio em sementes de quatro lotes de
aveia preta, conduzido com hidrataciao por
imersiao em agua e coloracdo com imersao,
utilizando-se diferentes concentracgdes do sal
de tetrazolio.

Hidratacdo por imersdao em dgua
colorag@o com imersao

Lotes Concentragdes do sal de tetrazdlio
0,1% 0,5% 1,0%
1 72 a 59 a 85 ab
2 77 a 55a 92a
3 65 a 49 a 81 b
4 70 a 53a 82 b
C.V. (%) 9,98 11,63 4,05

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

O procedimento de preparo com colocacdo das duas
metades da semente para coloracdo sobre papel também
permitiu melhor avaliagdo da viabilidade das sementes,
devido a possibilidade de analisar as duas metades. Quando
¢ avaliada apenas uma das metades, pode haver duvidas da
viabilidade da semente, uma vez que existe a dificuldade de
cortar o embrido exatamente ao meio, em razdo do tamanho
da semente. Esse fato foi verificado também por Dias e Alves
para sementes de braquiaria (2008a) e de capim colonido
(2008b).

A representacdo da estrutura das sementes de aveia

preta apds a coloragdo pode ser visualizada na Figura 1,
onde estdo apresentadas sementes viaveis e ndo viaveis.
Nas sementes de gramineas, como a de aveia preta, as areas
vitais para avaliacdo sdo: plamula, coledptilo, regido central
do escutelo, radicula e a regido das raizes seminais (Dias e
Barros, 1999). Dessa forma a semente viavel (Figura 1A)
apresentou coloragdo vermelho carmim claro nas areas
vitais e, a ndo viavel (Figura 1B), apresentou os tecidos com
coloragdo branca, uma vez que ndo ocorreu a reducdo do sal
de tetrazdlio.

FIGURA 1. Teste de tetrazélio em aveia preta: sementes
viaveis (A) e nio viaveis (B).

CONCLUSOES

O teste de tetrazolio é promissor para a avaliacao rapida
da viabilidade de sementes de aveia preta, mediante a
hidratagdo por imersdo direta em agua por 18 horas, a 20 °C,
colorag@o sobre papel por duas horas a 40 °C, em solug¢do de
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tetrazolio a 0,5 % ou 1,0 %.
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