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RESUMO - O objetivo da pesquisa foi estudar a reducgéo do periodo de tempo para a conducéo do
teste de tetrazélio, para avaliar a viabilidade de sementes de milho. A pesquisa foi conduzida em
duas etapas, com sementes de trés lotes, cultivar D657. Na primeira, as sementes foram hidratadas
durante 4, 6,12 e 16 horasa25ea30°Ce 4, 6 e8horasa 35 e a40°C e mantidas em solugéo 0,075%
de tetrazolio, por 3h a 35°C. Na segunda, as sementes hidratadas durante 4h a 25, 30, 35 e 40°C,
foram mantidas em solucéo 0,075% de tetrazélio durante 1, 2 e 3 horas a 40°C. Paralelamente, foram
determinados o teor de dgua (estufa 105+3°C por 24h) e a germinacéo das sementes (RP, 25°C, com
avaliacBes aos 4 e aos 7 dias). Para cada etapa da pesquisa e para cada lote de semente, utilizou-se
a analise conjunta para épocas (blocos) e tratamentos, com duas repeticdes e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. O teste de tetrazolio é eficiente para estimar a viabilidade de
sementes de milho, com a hidratacfo das sementes durante 4h a 35 ou 40°C (sementes com 19,5 e
21,3% de agua, respectivamente) e a coloracédo por 1, 2 ou 3 horas a 40°C.

Termos para indexagdo: Zea mays , analise de sementes, viabilidade, teor de 4gua
TETRAZOLIUMTEST FOR CORN SEEDS: PRECONDITIONING AND STAINING PERIODS

ABSTRACT - The objective of this research was to determine the conditions to evaluate the
viability of corn seeds by tetrazolium test. Using three seed lots, cultivar D657, preconditioning
periods and temperatures (4, 6, 12 and 16 hours at 25 and 30°C and 4, 6 and 8 hours at 35 and 40°C)
and staining periods and temperatures (seeds moistened during 4h at 25, 30, 35 and 40°C and
staining during 1, 2 and 3 hours at 40°C in a solution of 0,075% tetrazolium chloride) were tested.
Seed water content (oven method, 105+3°C/24h) and germination (TP, 25°C, count at 4 and 7 days)
were determined. The tetrazolium test was performed classifying the seeds in two categories:
viable and non- viable. The experimental design was a randomized block with two replications for
each seed lot. The multiple mean comparison within treatments was performed using Tukey’s test
at a 0,05 error level. It was concluded that tetrazolium test constitutes an efficient option for
estimate the viability of corn seeds. The most adequate condition would be that resulting from a
combination of four hours of preconditioning at 35 or 40°C (seed water contents reached values
from 19,5 and 21,3%, respectively) followed by 1, 2 and 3 hours of staining at 40°C.

Index terms: Zea mays, seed analysis, viability, seed moisture
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TESTE DE TETRAZOLIO PARAAS SEMENTES DE MILHO: PERIODOS DE HIDRATACAOE

INTRODUCAO

As informacfes gerais para a realizacdo do teste de
tetrazélio estdo indicadas em Delouche et al. (1976) e nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992; ISTA, 1999)
e tém sido aprimoradas para diversas espécies.

O inicio do preparo da semente para o teste de tetrazolio
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é a hidratacdo dos tecidos. A hidratacdo da semente facilita o
preparo da semente e a absorcdo da solugdo de tetrazolio e
ativa o sistema enzimatico. A absorcao de dgua deve ser lenta
para evitar trincas nas sementes ou a lixiviagdo de substancias
sollveis, principalmente, em sementes deterioradas. Para tanto,
a semente deve ser hidratada sobre ou entre folhas de papel,
previamente umedecidas; as temperaturas indicadas para a
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hidratacdo sdo entre 30 e 40°C (Moore, 1977).

A hidratacdo das sementes de soja entre papel pode ter o
periodo de tempo reduzido para seis horas a 41°C (Costa,
1992). Para sementes de braquiaria, Novembre et al. (2006)
indicaram seis horas a 30°C, com reducdo de dez horas para
a hidratacdo destas sementes e Santos (2003), para as
sementes de tomate, trés horas a 45°C, com reducdo de 15h
em relacdo as indicagdes das Regras para Analise de Sementes
(Brasil, 1992).

A quantidade de agua absorvida pelas sementes, para a
hidratacdo dos tecidos, pode ser utilizada como um parametro
de referéncia para a padronizacdo das condigdes de execucao
do teste de tetrazdlio. Costa e Marcos Filho (1994)
consideraram adequado 27% de agua para as sementes de
soja, Novembre et al.( 2006) 25% para as de braquiaria e
Santos (2003) 44% para as de tomate. Outras pesquisas
indicaram a reducdo do tempo para a realizagdo do teste de
tetrazélio, sem especificar o teor de agua das sementes
(Andrade et al.,1996; Dias et al., 2001).

A duracdo do periodo de coloracéo das sementes depende
das caracteristicas da semente, concentracédo e da temperatura
da solucdo de tetrazolio (Grabe, 1970). Para as sementes de
milho, as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992)
indicam solucéo 0,5 ou 1,0% de tetrazdlio por duas a seis
horas a 30°C e Dias e Barros (1995, 1999) indicaram solucdo
0,075 ou 0,1% de tetrazélio por duas a quatro horas, sob
temperaturas entre 30 e 40°C, preferencialmente a 35°C.

Considerando as variaveis envolvidas no teste de
tetrazolio, nesta pesquisa foram estudadas novas opcées
visando a reducdo do periodo de tempo para avaliar a
viabilidade de sementes de milho.

MATERIAL E METODOS

As sementes de milho, representadas por trés lotes do
cultivar D657, foram homogeneizadas, em divisor tipo
Boerner, e divididas em duas porcdes, que constituiram as
repeticOes estatisticas. Durante o periodo experimental, as
sementes, embaladas em sacos de papel, permaneceram em
ambiente natural.

Inicialmente, para determinar a quantidade de agua
absorvida pelas sementes, foram avaliadas 100 sementes do
lote 1 (duas repeticGes de 50, previamente pesadas) hidratadas
entre uma folha de papel toalha, umedecida com 2,5 vezes o
peso do papel seco, e mantidas por 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e
24 horas em germinador a 25, 30, 35 e 40°C. O teor de agua
inicial e a agua absorvida pelas sementes em cada periodo e
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temperatura foram determinados em estufa, a 105+3°C durante
24h, e o resultado expresso em porcentagem (Brasil, 1992).

Etapa 1 — Hidratacéo das sementes

Duas repeticGes de 75 sementes, dos trés lotes, foram
hidratadas em uma folha de papel toalha, previamente
umedecida com dgua equivalente a 2,5 vezes o0 peso do papel
seco e, em seguida, o papel foi dobrado sobre as sementes
formando um invélucro semelhante a um rolo. Este conjunto
foi mantido em germinador por periodos de 4, 6, 12 e 16
horas a 25 e a 30°C e por 4, 6, e 8 horas a 35 e a 40°C. Na
medida em que foram completados os periodos de hidratacgao,
50 sementes por repeticdo foram cortadas ao longo do eixo
do embrido, retirando e descartando 1/2 da largura da semente,
e colocadas em solucgdo 0,075% de cloreto 2, 3, 5 trifenil
tetrazolio por trés horas, no escuro e a 35°C (Dias e Barros,
1995, 1999). Apo6s a coloracdo, as sementes foram lavadas
em agua corrente e mantidas imersas em dgua para a avaliagéo.
O exame das estruturas da semente foi realizado com auxilio
da lupa (aumento de seis vezes). O critério de avaliacdo seguiu
as recomendacOes de Grabe (1970, 1976), das Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992) e de Dias e Barros (1995,
1999), para as sementes de milho. As sementes foram
classificadas em vidveis e nao viaveis e 0s resultados expressos
em porcentagem de sementes viaveis.

O teor de dgua inicial e a &gua absorvida pelas sementes,
em cada periodo e temperatura, foram determinados em
estufa (duas subamostras de 15 sementes), a 105+3°C durante
24h, com o resultado expresso em porcentagem (Brasil, 1992).

O teste de germinacdo foi conduzido a 25°C, com 200
sementes por lote (quatro subamostras de 50), em rolos de
papel toalha, os quais foram umedecidos com agua equivalente
a 2,5 vezes 0 peso do substrato seco. As avaliacfes foram
realizadas aos quatro e aos sete dias ap6s a semeadura e 0s
resultados expressos em porcentagem de plantulas normais
(Brasil, 1992).

Etapa 2 — Coloragdo dos tecidos das sementes

A partir das condi¢Ges definidas na primeira etapa da
pesquisa, foram avaliados os periodos para a coloragdo dos
tecidos da semente. Assim, duas repeti¢des de 75 sementes
para cada lote foram hidratadas por quatro horas em uma
folha de papel toalha, previamente umedecida com agua
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco, a 25, 30, 35 e
40°C. Na medida em que foram completados os periodos de
hidratagdo, 50 sementes por repeticéo foram cortadas ao longo
do eixo do embrido, aproveitando-se apenas metade de cada
semente, sendo estas mantidas por 1, 2 e 3 horas em solucao
0,075% de tetrazdlio a 40°C, no escuro. A avaliacdo, a



TETRAZOLIO EM SEMENTES DE MILHO 127

interpretacdo e a apresentacdo dos resultados seguiram o
indicado na Etapa 1.

A determinacdo do teor de agua das sementes e o teste
de germinacédo foram realizados como indicado na primeira
etapa da pesquisa.

Com a finalidade de verificar a estabilidade de resposta
da populacdo de sementes aos tratamentos, para cada etapa,
foram conduzidas duas épocas de analises, com intervalos de
20 dias.

Para cada etapa da pesquisa e para cada lote de semente
foi realizada a andlise conjunta para épocas (blocos), duas
épocas de analise para cada etapa da pesquisa, € tratamentos
(15 para a etapa da hidratacdo das sementes e 13 para a da
coloragdo das sementes), com duas repeticdes. Os dados em
porcentagem foram transformados em arco seno da raiz
quadrada de x/100. A comparacdo das medias foi realizada
pelo teste de Tukey (5% de probabilidade de erro). Os dados
do teor de agua das sementes ndo foram analisados
estatisticamente. Para execucdo da andlise foi utilizado o
Sistema de Analise Estatistica para Microcomputadores -
SANEST (Zonta e Machado, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da hidratagdo das sementes de milho

35

(Figura 1) indicou que, independentemente do periodo de
hidratacdo, as sementes absorveram mais agua a 40°C,
quantidades similares a 30 e a 35°C e menos a 25°C. Além
disso, no periodo de 24h, para uma mesma temperatura
ocorreu 0 aumento da absorcdo de agua com o aumento do
periodo de hidratacdo. Conseqlientemente, a hidratacdo das
sementes de milho em temperatura superior a 25°C reduz o
tempo de preparo dessas sementes para o teste de tetrazolio.
Esses resultados confirmam a indicacdo de Moore (1977),
que considerou as temperaturas entre 30 e 40°C como as
mais adequadas para a hidratacdo das sementes para o teste
de tetrazdlio.

A partir dos resultados da avaliacdo da absor¢éo de &gua
pelas sementes de milho e considerando os teores de agua
atingidos pelas sementes, foram estabelecidas as condi¢des
para a hidratacdo da semente para o teste de tetrazolio (Tabela
1). Conforme o esperado, para uma temperatura determinada,
houve acréscimo do teor de agua das sementes na medida em
que o periodo da hidratacdo da semente aumentou (Tabela 1).

A comparacgdo entre as temperaturas (Tabela 1) indicou
que as quantidades médias de agua absorvida pelas sementes
a 40°C, nos periodos de 4h (21,0%) e de 6h (23,0%), foram
superiores as das demais temperaturas. Para as temperaturas
de 25 e de 30°C, os teores de agua das sementes hidratadas
por 12h foram semelhantes entre si e aos das hidratadas por

== 25C =ill=30C =@=35C —4—40C

30

Teor de agua (%)
N
(—)

12 15 18 21 24

Periodos de hidratagdo (horas)

FIGURAL. Teores de agua de sementes de milho (%0) hidratadas por0, 3, 6,9, 12, 15, 18, 21, e 24 horas sob temperaturas de 25, 30,

35e40°C.
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TABELA 1. Teores de agua de sementes de milho, cultivar D657,
lotes 1, 2 e 3, inicial e ap6s hidratacao entre papel
toalhapor4,6,12e 16 horasa25ea30°C, e por 4,

TABELA?2. Viabilidade de sementes de milho, cultivar D657,
lotes 1, 2 e 3, resultados dos testes de germinacéo e
de tetrazolio. Etapa 1.

6 e8horasa35ead40°C.
Periodos e temperaturas Lotes Tratamentos Lotes
(hidratagdo) 1 2 3 1 2 3
""""""""""""""""" O J SRR 7 JO TR

Inicial 9,0 9,1 9,1 girmlflﬁgi("h, dratacio) 95a 94a 95a

o etrazolio 1dratacao
4ha25°C 17,9 18,0 18,0 Ah n 2500 ¢ ola 94a ola
6h a25°C 19,6 19,1 18,9 6h a 25°C 92a 93a 92a
121’1 a 250C 23,0 25,3 25,5 12h a 25°C 95a 944 944
16h a25°C 26,3 26,3 27,0 16h a 25°C 94a 94a 94a
4h a 30°C 18,4 19,2 18,6 4h a 30°C 92a 93a 95a
6h a 30°C 22,1 20,6 21,0 6h a 30°C 92a 94a 96a
12h a 30°C 26,6 24,3 24,7 12h a 30°C 95a 92a 94a
16h a 30°C 27,4 27,4 29,3 16h a 30°C 92a 93a 95a
4h a 350C 19’2 20’1 19’4 4h a 35°C 89a 92a 93a
6h a 35°C 22,0 22,4 2,0  Sha3rc 4a o4a 93a

o 8h a 35°C 95a 97a 93a
8h a35°C 25,3 24,8 24.8 4h a 40°C 92a 92a 94a
4h a 40°C 20,9 21,1 21,0 6h a 40°C 952 92a 952
6h a 40°C 22,1 242 24,2 8h a 40°C 92a 97a 944
8h a 40°C 25,0 27,0 25,4 CV (%) 4.2 4,8 5,6

8h, a 35 e a40°C (proximos a 25,0%). As sementes atingiram
0 maior teor de agua com a hidratagdo a 30°C por 16h
(28,0%).

Os resultados da viabilidade das sementes (Tabela 2),
dos trés lotes, ndo apresentaram diferencas estatisticas,
indicando que, para o teste de tetraz6lio, as sementes de milho
podem ser hidratadas em temperaturas distintas, no intervalo
entre 25 e 40°C, e em periodos inferiores aos especificados
nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992) e por
Dias e Barros (1995, 1999). No entanto, as sementes
hidratadas por quatro horas a 25°C apresentaram a maior
resisténcia ao corte com a ruptura dos tecidos das sementes.
Assim, muitas vezes, foi necessaria a reposicdo das sementes.

Para o teste de tetraz6lio em sementes de milho, os
métodos indicam a hidratacdo das sementes com base no
namero de horas em que essas permanecem em contato com
0 substrato umido (Brasil, 1992; Dias e Barros, 1995, 1999).
A indicagdo do teor de 4gua da semente, como um dos
pardmetros para a realiza¢do desse teste, podera eliminar as
interferéncias relacionadas as variag@es do substrato, como a
quantidade de agua disponivel para a semente e a temperatura
de hidratacdo, além disso, as sementes serdo avaliadas em
estadio metabdlico similar.

Considerando a auséncia de diferengas significativas entre

Revista Brasileira de Sementes, vol. 29, n® 2, p.125-129, 2007

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% .

os resultados da primeira etapa da pesquisa (Tabela 2) e a
possibilidade de reducéo do periodo de hidratacao das sementes
de milho, foi estudado o periodo de coloracéo das sementes,
com sementes hidratadas por 4 horas a 25, 30, 35e 40°C e
mantidas em solucdo 0,075% de tetrazélio por 1, 2 ou 3 horas
a 40°C.

A avaliacdo do teor de agua das sementes ap0s a
hidratacdo indicou similaridade de resultados, quando
comparados aos observados na Figura 1 e na Tabela 1: o
menor grau de hidratagdo (17,3%) a 25°C, o intermediario
(18,6 e 19,5%) a 30 e a 35°C e 0 maior, proximo a 21,0%,
guando hidratadas a 40°C.

A anélise dos resultados, referentes a coloracdo dos
tecidos (Tabela 3) no teste de tetrazolio, indicou que a
viabilidade das sementes, dos trés lotes, ndo apresentou
variac0es significativas em relagdo aos resultados do teste de
germinacdo, a excecdo das sementes do lote 2 hidratadas por
4h a 30°C e coloridas por 1h a 40°C.

Os tecidos das sementes, mantidas em solugdo de
tetrazolio por 1h (Tabela 3), tinham a cor clara, dificultando a
avaliacdo. No entanto, os resultados ndo apresentaram variagéo
significativa em relacdo & germinagdo para os lotes 1 e 3.
Essa caracteristica ndo foi observada para os demais periodos
de coloragéo.
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TABELA3. Viabilidade de sementes de milho, cultivar D657,
lotes 1, 2 e 3, resultados dos testes de germinacao e
de tetrazolio. Etapa 2.

Tratamentos Lotes

1 2 3

........................... B YRR

Germinagao 94 ab 96a 95a
Tetrazolio
(hidratagao/coloracao)
4h a 25°C/1h a 40°C 93 ab 89 ab 92a
4h a 30°C/1h a 40°C 94 ab 88 b 93 a
4h a 35°C/1h a 40°C 94 ab 96 a 97 a
4h a 40°C/1h a 40°C 93 ab 94 ab 92a
4h a 25°C/2h a 40°C 91 ab 96 a 97 a
4h a 30°C/2h a 40°C 94 ab 96 a 97a
4h a 35°C/2h a 40°C 90 b 93 ab 95a
4h a 40°C/2h a 40°C 96 ab 95 ab 92a
4h a 25°C/3h a 40°C 96 ab 94 ab 92a
4h a 30°C/3h a 40°C 96 ab 96 a 97 a
4h a 35°C/3h a 40°C 98 a 96 a 96 a
4h a 40°C/3h a 40°C 94 ab 95 ab 97 a
CV (%) 5,0 4.4 7,2

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

Os resultados dessa pesquisa indicaram que cinco horas
sdo suficientes para a hidratacéo e a coloracéo das sementes
de milho para o teste de tetrazélio. Dessa forma, ha a reducéo
de, no minimo, 15 horas em relagéo ao indicado pelas Regras
para Andlise de Sementes. A reducdo do tempo de preparo
das sementes para o teste de tetrazolio foi sugerida também
para outras espécies como para soja (Costa e Marcos Filho,
1994), cenoura (Andrade et al.,1996), ab6bora (Dias et al.,
2001), tomate (Santos, 2003) e braquiaria (Novembre et al.,
2006).

CONCLUSOES
O teste de tetrazdlio é eficiente para estimar a viabilidade
de sementes de milho, com a hidratacdo das sementes durante
4h a 35 ou 40°C (sementes com 19,5 e 21,3% de agua,
respectivamente) e a coloragdo por 1, 2 ou 3 horas a 40°C.
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