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Apresentacao

A utilizacao de sementes de soja de alta qualidade fisiolégica, com alta germi-
nacao e alto vigor, é de fundamental importancia para a instalagdo da lavou-
ra, assegurando uma base sélida para o sucesso da producado. A produgao
de sementes de elevada qualidade é garantida pela utilizagdo de tecnologias
especificas, bem como de um rigoroso sistema de controle de qualidade.

Dentre os diversos testes utilizados na avaliagdo da qualidade das semen-
tes de soja, o teste de tetrazodlio se destaca como um dos mais eficientes e
utilizados, visando a determinagéo da viabilidade, do vigor e dos fatores que
podem afetar a qualidade das mesmas, como danos mecanicos, deterioragao
por umidade e danos causados por percevejos.

O teste de tetrazdlio é rotineiramente aplicado em todas as etapas do sistema
de producdo de sementes de soja, desde a pré-colheita, durante a colhei-
ta, na recepgédo das sementes na industria de beneficiamento de sementes
(IBS), até a avaliagdo dos processos de secagem, beneficiamento, armaze-
nagem e comercializagéo.

A Embrapa Soja, tendo o compromisso de oferecer constante aprimoramento
das técnicas de produgao e analise da qualidade das sementes a industria
brasileira de produgao de sementes de soja, tem a satisfagao de disponibili-
zar a 42 edicao do manual “Metodologia do Teste de Tetrazoélio em Sementes
de Soja”, revisada, atualizada e ampliada em relagédo a edi¢cao anterior. Com
o langamento desta publicagéo, espera-se que o sistema de controle de qua-
lidade possa disfrutar de suas informacgdes, visando a produgao e oferta de
sementes de elevada qualidade aos sojicultores que compdem o agronegé-
cio brasileiro.

Alexandre Lima Nepomuceno
Chefe-Geral da Embrapa Soja
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Introducao

Dentre os diversos métodos utilizados na composigéo de programas de con-
trole de qualidade adotados pela industria de sementes no Brasil, o teste de
tetrazolio tem se destacado, principalmente para a soja, devido a sua rapidez,
precisdo e pelo grande numero de informagbes geradas. Esse teste, além
de avaliar a viabilidade e o vigor das sementes, fornece o diagnostico das
possiveis causas responsaveis pela reducdo de sua qualidade fisiolégica:
danos mecéanicos, deterioracao por umidade e danos causados por perceve-
jos, problemas que mais comumente afetam o desempenho da semente de
soja durante o seu armazenamento e no campo, quando semeadas. Porém,
além desses, danos que ocorrem durante a secagem, os causados por es-
tresse térmico e geada podem também ser facilmente identificados por meio
do teste. Sem sombra de duvida, o fornecimento desse diagnostico tem sido
o grande responsavel pelo elevado indice de adog¢ao do teste em nosso Pais,
pois, além de apontar os problemas de reducéo de qualidade das sementes,
o teste, quando aplicado nas diversas etapas do sistema de produgéao, permi-
te identificar os pontos de origem desses problemas, possibilitando a tomada
de agdes corretivas, resultando na produgédo de sementes de alta qualidade.

No Brasil, o teste de tetrazolio € amplamente utilizado no controle de quali-
dade de sementes. No caso da soja, gragas a publicagéo de diversos ma-
nuais sobre o teste (Franca-Neto et al., 1985, 1988, 1998; Franca-Neto;
Krzyzanowski, 2018, 2020a) e devido aos diversos cursos e treinamentos de
atualizacao de conhecimentos oferecidos na Embrapa Soja e outras institui-
¢des, é notdrio que o teste é executado em todos os laboratérios de analise
de sementes brasileiros que trabalham com sementes de soja.

Em consequéncia, hoje, pode-se dizer que o Brasil é o lider mundial de utiliza-
¢ao do teste de tetrazoélio em nivel de rotina. Alguns nimeros podem ilustrar o
nivel de sua adogao: para a semeadura dos 40,951 milhdes de hectares culti-
vados com soja na safra 2021/22 (Conab, 2022), foram necessarias cerca de
um 3,0 milhées de toneladas de sementes de soja, o que representa ao redor
de 100.000 lotes. Caso esses lotes sejam analisados pelo menos trés vezes
pelo teste de tetrazodlio, durante o processo de controle de qualidade, isto
resulta em cerca de 300.000 analises anuais realizadas apenas com soja.
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A utilizagao do teste de tetrazolio em nosso Pais repercute ndo apenas com
relacdo aos aspectos quantitativos, conforme ilustram os nimeros apresen-
tados acima, mas, principalmente, quanto aos qualitativos, pois quando rea-
lizado em conjunto com outros testes, tem propiciado a comercializagao dos
lotes que efetivamente apresentem elevados padrdes de qualidade. Isto tem
resultado num sistema de controle de qualidade de alta confiabilidade, asse-
gurando maiores lucros aos produtores de sementes, por meio da produgao
de sementes de alta qualidade a menor custo. Este fato pode resultar em
indices proximos de zero de reposi¢cao de sementes e de ressemeadura.

Diversos aspectos sobre o teste de tetrazdlio em sementes de soja serdo
abordados no presente manual: sua histéria e fatos que contribuiram para o
desenvolvimento, aprimoramento e padronizagao do teste; os seus principios
basicos; equipamentos e materiais necessarios para a sua execugao; proce-
dimentos para o preparo e avaliagdo das sementes; correta interpretacéo de
seus resultados; vantagens e limitagdes; e precisao de seus resultados.

Historico do teste

O desenvolvimento de testes rapidos e precisos, visando a determinagao
do potencial fisiologico das sementes, tem sido um dos principais objetivos
dos fisiologistas e tecnologistas de semente ha varios anos, principalmente
a partir do inicio do século 20, quando o sistema de producédo de sementes
comegou a ser organizado em diversos paises da Europa. Um dos marcos
pioneiros que deram o impulso para a analise de sementes, incluindo o de-
senvolvimento de métodos rapidos para a determinagao da viabilidade, foi a
criagdo da primeira estagdo de analise de sementes em Tharandt, Saxdnia
em 1869 por Frederich Nobbe, que também publicou as primeiras regras para
a amostragem e analise de sementes (Steiner, 1997a).

Diversos testes, baseados na observagao da coloragao, do aspecto, do peso
volumétrico, da densidade, da velocidade de embebicio, da condutividade
elétrica e da intensidade respiratéria das sementes foram utilizados inicial-
mente, visando a avaliagdo rapida da viabilidade das mesmas, porém sem
nenhuma preciséo (Moore, 1969). No inicio da década de 1920, a determina-
¢ao da atividade de certas enzimas, como a peroxidase, catalase, oxidase,
redutase e fenolase, recebeu atencao especial; porém, a falta de sucesso de



Metodologia do teste de tetrazolio em sementes de soja 11

tais testes deveu-se ao fato de que a atividade das enzimas envolvidas nao
era avaliada em sementes individualizadas. Nessa mesma época, diversos
corantes, como o indigo-carmim, azul de metileno, vermelho neutro, acido
sulfarico e verde malaquita foram testados e a falta de preciséo resultou no
insucesso da sua adocgao.

Conforme relatado por Moore (1969) e por Steiner e Kruse (2003), as primei-
ras tentativas bem-sucedidas na avaliacdo da viabilidade das sementes com
bio-corantes foram realizadas por Turina, na antiga lugoslavia, em 1922, e
por Neljubow, na Russia, em 1925. Turina trabalhou com a reducéo de sais
de telurio e de selénio nas células das sementes e Neljubow relatou algum
sucesso com a utilizagéo de indigo-carmim.

Hasegawa (1935), trabalhando com sementes arbdreas no inicio dos anos
30, aperfeicoou a aplicagao de sais de telurio e de selénio para a coloragao de
embrides de sementes. A maioria de seus trabalhos foi publicada em lingua
japonesa, tornando os seus avangos inacessiveis a comunidade cientifica.
Alguns de seus estudos foram amplamente divulgados apos a publicagao de
alguns de seus resultados em inglés (Hasegawa, 1935) e em alemao, apds
uma reunidao da ISTA (“International Seed Testing Association”), na Europa.
Durante essa viagem, Hasegawa revelou alguns detalhes de sua metodolo-
gia de anadlise aos cientistas alemaes F.E. Eidmann e W. Schmidt, que, por
sua vez, aprimoraram o método do selénio (Moore, 1969; Steiner, 19973;
Steiner; Kruse, 2003).

O Dr. Georg Lakon, nascido em Atenas, Grécia, trabalhou em Hohenhein,
Alemanha, desde o inicio da década de 1920, dedicando grande parte de sua
vida profissional aos trabalhos na area de fisiologia de sementes. Aperfeicoou
o método do selénio, desenvolvido por Hasegawa, Eidmann e Schmidt, cul-
minando com o desenvolvimento do método “topografico” do selénio para a
determinacao da viabilidade de sementes (Lakon, 1940). Quando tomou co-
nhecimento dos efeitos toxicos do selénio aos analistas de sementes, Lakon
procurou por um sal similar, porém nao téxico, que poderia ser utilizado com
a mesma finalidade. Apds a indicacao por Kihn e Jerchel (1941), conforme
citado por Cottrell (1948) e Isely (1952), de que diversos compostos de tetra-
z06lio poderiam se reduzir em tecidos vivos, Lakon testou varios desses sais e
concluiu que o cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio era o mais apropriado para o
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teste topografico. Lakon desenvolveu a metodologia para sementes de varias
espécies de cereais, com destaque para a semente de milho.

Dentre os diversos conceitos basicos estabelecidos por Lakon, a definicdo
e caracterizacao de “viabilidade de sementes” teve um forte impacto no de-
senvolvimento do teste de tetrazdlio. Esse pesquisador definia o termo via-
bilidade como um potencial de germinagao e, por conseguinte, entendia que
uma semente em repouso possuia potencial para originar plantulas (Steiner;
Kruse, 2003).

Conforme relatado por Moore (1976), Steiner (1997a), e Steiner e Kruse
(2003), a divulgacao da existéncia e dos méritos do teste de tetrazélio ocor-
reu pela primeira vez nos Estados Unidos, em 1945, mediante investiga-
¢bes realizadas pelo Exército Norte-americano, apés a Il Guerra Mundial,
sobre atividades de pesquisa na Alemanha. O primeiro trabalho realizado
com o teste nos Estados Unidos foi publicado por Porter et al. (1947), da
Universidade Estadual de lowa. Outros estudos pioneiros, realizados nes-
se mesmo pais, conforme relatado por Moore (1976), foram publicados
por Flemion e Poole, do Instituto Boyce Thompson na cidade de Yonkers/
Nova lorque, por Goodsell, da companhia de sementes de milho Pioneer, de
Johnston/lowa, e por Bennett, da Universidade Estadual de lowa. Em 1949, o
teste de tetrazolio foi incorporado as Regras Oficiais Alemas para Analise de
Sementes (Steiner, 1997a).

Avancos significativos para o aprimoramento do teste ocorreram na década
de 1950. Varios pesquisadores de diversas universidades Norte-americanas
e Alemas alcangaram resultados basicos importantes. Dentre eles, destaca-
ram-se Isely, Bass, Smith e Throneberry, da Universidade Estadual de lowa,
Parker, da Universidade de ldaho, e Bulat e Steiner, da Universidade de
Hohenhein. Em 1956, foi fundado o Comité de Tetrazolio da ISTA, que contri-
buiu para desenvolvimento significativo do teste e passou a incentivar a pro-
mogao de diversas atividades de treinamento sobre os principios e execugao
do teste de tetrazdlio (Steiner; Kruse, 2003).

Na década de 1960, progressos significativos relativos a aplicagéo pratica do
teste foram obtidos por Delouche, Still, Raspet e Leinhard, da Universidade
Estadual do Mississippi, que publicaram o primeiro manual sobre o teste,
abordando a sua metodologia para um grande niumero de espécies (Delouche
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et al., 1962). Jensen, Pierpoint, Hayes e Grabe, do Laboratério de Sementes
da Universidade Estadual do Oregon, e Copeland, Bruce e Midyette, da
Universidade de Virginia, também contribuiram para a evolugéo do teste. Em
1966, o “Capitulo 6: Teste Bioquimico para Viabilidade - o Teste Topografico
do Tetrazodlio” foi incorporado as Regras Internacionais para Analise de
Sementes da ISTA (Steiner; Kruse, 2003).

Em 1970, outro marco importante foi atingido. A utilizagdo do teste foi aceita
pela AOSA (“Association of Official Seed Analysts”), por meio da publicagao
do Manual do Teste de Tetrazdlio (Grabe, 1970). Em 1983, a AOSA publicou
o Manual de Testes de Vigor (AOSA, 1983), que abordava a metodologia do
teste para sementes de soja, algodao, milho e trigo.

Reconhecimento especial deve ser dado ao Dr. Robert P. Moore, do
Laboratdrio de Sementes da Universidade Estadual da Carolina do Norte.
Entre 1955 e 1985 ele publicou mais de 230 trabalhos sobre o teste e edi-
tou o Manual do Teste de Tetrazodlio (Moore, 1985), publicado pela ISTA. Tal
publicacdo contém detalhes sobre a metodologia do teste para mais de 650
espécies.

Em 2000, a AOSA completou a primeira revisdo do Manual do Teste de
Tetrazodlio, que foi subsequentemente atualizado em 2001, 2002, 2005, 2006,
2007 (Peters, 2007) e em 2010 (Miller, 2010). Atualiza¢gdes mais recentes
podem ser encontradas no site da AOSA (www.aosaseed.com).

Em 2003, a ISTA publicou as “ISTA Working Sheets on Tetrazolium Testing”
(Fichas de Trabalho do Teste de Tetrazodlio da ISTA), editadas por Norbert
Leist, Stefanie Kramer e Andrea Jonitz (Leist et al., 2003) em dois volumes:
Vol. 1 para sementes de espécies agricolas e olericolas, e o Vol. 2 para se-
mentes de espécies florestais e arbustivas. Essa publicagédo é constantemen-
te atualizada, sendo a mais recente realizada em 2011. Essas publicagdes da
AOSA e da ISTA focam suas metodologias para a determinagao da viabilida-
de de sementes por meio do teste de tetrazdlio.

No que diz respeito a determinagéo do vigor, as primeiras tentativas para o
desenvolvimento de métodos envolvendo a coloragdo das sementes foram
realizadas na Russia por Neljubow na década de 1920, que sugeriu o esta-
belecimento de cinco classes, de acordo com a intensidade da coloragéo dos
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tecidos de sementes (Moore, 1969). Na década de 1930, Eidmann, aprimo-
rando o trabalho de Hasegawa, prop0s trés classes de avaliagao (sementes
plenamente germinaveis, sementes germinaveis fracas e sementes mortas),
dependendo da intensidade e extenséo da coloragéo (Steiner; Kruse, 2003).
Em 1950, Lakon propés um método que discriminava as sementes de alto e
de baixo vigor, a partir da localizagéo e extensao da coloragéo, bem como da
aparéncia e textura dos tecidos das sementes (Steiner, 1997b). Estes mes-
mos principios foram usados e aprimorados por Moore e Smith (1956), onde
as sementes eram classificadas nas classes “A” (vigorosa), “B” (viaveis nao
vigorosas) e “C” (nao viaveis).

Na década de 1960, Moore (1961; 1962a; 1962b; 1967a; 1967b) aperfeicoou
um esquema de classificagéo do vigor relativo de sementes de milho e de
soja. Cada semente era classificada de acordo com a sua classe de vigor,
de 1 a 5, se viavel, e de 6 a 8, se nao viavel. A presenga, a localizagao e a
natureza da coloragéo dos tecidos, bem como o estado fisico das estruturas
do embrido foram utilizados como critérios desse esquema de classificagao.

Uma das primeiras propostas em utilizar o teste de tetrazolio para a ava-
liacdo do vigor e do diagndstico das possiveis causas que afetam a qua-
lidade da semente de soja foi realizada pelo ex-pesquisador da Embrapa
Soja, Luiz Anténio Geraldo Pereira, em sua tese de Mestrado, realizada na
Universidade Estadual do Mississippi (Pereira, 1974). Ele avaliou a qualidade
de 39 amostras de sementes de soja, classificando-as por dois métodos de
vigor: TZ Energia 1-2 e TZ Energia 1-3. Além disso, em sementes de soja
coloridas pela solugéo de tetrazdlio, caracterizou e descreveu em detalhes os
sintomas caracteristicos dos principais tipos de danos que ocorrem nessas
sementes: dano de deterioragdo por umidade; dano mecénico; e os danos
causados por percevejos. Pereira (1974) concluiu que o vigor determinado
pela somatéria das sementes nas classes de 1 a 3 foi o que melhor correla-
cionou com os resultados de emergéncia de plantulas a campo.

Aincluséo do teste de tetrazodlio para a determinagao de vigor em sementes
no Manual de Métodos de Testes de Vigor (Handbook of Vigour Test Methods)
editado pela ISTA (Perry, 1981) e atualizado por Fiala (1987) e por Hampton
e TeKrony (1995), e no Manual de Testes de Vigor (Seed Vigor Testing
Handbook) publicado pela AOSA (1983) contribuiu significativamente para a
disseminagéao e aperfeicoamento das nogdes e conceitos de que o teste de
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tetrazolio € um método confiavel para a determinagéo do vigor de sementes
de diversas espécies.

No caso de sementes de soja, o teste de tetrazdlio foi aperfeicoado para
a determinacgéo de vigor pelos especialistas em tecnologia de sementes da
Embrapa Soja, que publicaram seis manuais, contendo procedimentos es-
pecificos para o teste (Franca-Neto, 1981, 1989; Franca-Neto et al., 1985;
1988; Franca-Neto; Krzyzanowski, 2018), sendo um deles publicado em trés
idiomas: Inglés (Franga-Neto et al., 1998b); Espanhol (Franga-Neto et al.,
1998c); e Portugués (Franga-Neto et al., 1998d). Na Argentina, o procedi-
mento do teste para determinagao de vigor foi aperfeicoado por Craviotto et
al. (1995, 2008a), que também publicou a metodologia em inglés (Craviotto
et al., 2008b).

Em 1999, procedimentos detalhados para o teste de tetrazoélio visando a de-
terminagéo do vigor em sementes foram publicados pela Abrates (Associagao
Brasileira de Tecnologia de Sementes) no manual “Vigor de Sementes: con-
ceitos e testes” (Krzyzanowski et al., 1999). Nesse livro, foram relatadas as
metodologias do teste para sementes de algodao (Vieira; Von-Pinho, 1999),
amendoim (Bittencourt; Vieira, 1999), feijao (Bhering et al., 1999), milho (Dias;
Barros, 1999) e soja (Franca-Neto et al., 1999). AAOSA também publicou as
metodologias dos testes de tetrazdlio para determinagéo de vigor de semen-
tes dessas mesmas espécies no Manual de Testes de Vigor em Sementes
(Seed Vigor Testing Handbook), editado por Baalbaki et al. (2009).

Em 2017, a metodologia do teste para a determinagao do vigor em semen-
tes de soja foi incluida nas Regras Internacionais para Analise de Sementes
(International Rules for Seed Testing), que s&o anualmente editadas pela
ISTA (2017). A metodologia descrita nessa publicagdo € um hibrido do pro-
cedimento indicado pela Embrapa (Franga-Neto et al., 1998d) e pelo divul-
gado na Argentina pelo INTA-Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(Craviotto et al., 2008a).

A Abrates voltou a inovar, por meio da publicagdo da 22 edicdo do manual
“Vigor de Sementes: conceitos e testes” (Krzyzanowski et al., 2020a). Nele,
foram relatadas as metodologias do teste de tetrazélio para a determinagéo
do vigor e da viabilidade para sementes de algodao (Von Pinho et al., 2020),
amendoim (Vieira et al., 2020), feijao (Krzyzanowski et al., 2020b), giras-
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sol (Silva et al., 2020), forrageiras tropicais (Custdédio; Aguiar, 2020), milho
(Franga-Neto et al., 2020), soja (Franga-Neto; Krzyzanowski, 2020a), solana-
ceas (Marcos-Filho, 2020) e trigo (Carvalho et al., 2020).

No Brasil, a Embrapa Soja sempre desempenhou papel de suma importancia
na adocgao do teste de tetrazdélio em sementes de soja, em fung¢ao dos diver-
sos treinamentos oferecidos; desde 1984, até meados de 2022, a instituicao
ofereceu 98 cursos sobre o teste, que contaram com a participacao de 2.425
profissionais envolvidos na Area de Ciéncia e Tecnologia de Sementes.

“O sucesso do desenvolvimento do teste de tetrazolio é resultado da con-
quista de varias etapas na histéria da pesquisa em sementes e da obtencao
de novos conhecimentos sobre a vida da semente.” (Moore, 1985). Revisdes
mais detalhadas sobre o histérico do teste de tetrazdélio foram publicadas
por Cottrell (1948), Delouche et al. (1962), Gadd (1950), Isely (1952), Lakon
(1953), Lindenbein (1965) e Moore (1962a, 1966, 1969, 1976), Steiner
(1997a), Steiner e Kruse (2003), Franga-Neto e Krzyzanowski (2019, 2020b,
2022).

Principios do teste

O teste de tetrazolio determina indiretamente a atividade respiratéria nas cé-
lulas que compdem os tecidos das sementes. O teste baseia se, portanto, na
atividade de enzimas desidrogenases (AOSA, 1983; Bulat, 1961; Copeland et
al., 1959; Moore, 1973; Smith, 1952; Smith; Throneberry, 1951) as quais ca-
talisam as reagdes respiratérias nas mitocondrias, durante a glicélise (Figura
1) e o ciclo do acido citrico, ou ciclo de Krebs (Figura 2). Na glicdlise, ocorre
a agdo de uma dessas enzimas, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e,
no ciclo do &cido citrico, a de outras cinco: piruvato desidrogenase; isocitrato
desidrogenase; a-cetoglutarato desidrogenase; succinato desidrogenase; e
malato desidrogenase. Essas enzimas, particularmente a malato desidroge-
nase, reduzem o sal de tetrazélio (cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio ou TCT)
nos tecidos vivos. Quando a semente é imersa na solugéo incolor de TCT,
esta é difundida através dos tecidos, ocorrendo a reacao de reducdo nas cé-
lulas vivas, resultando na formacao de um composto vermelho, estavel e ndo
difusivel, conhecido por trifenilformazan (Figura 3).
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Figura 1. Esquema da glicdlise, por meio da qual a glicose sera metabolizada em duas
moléculas de ATP por molécula de glicose e em piruvato, dando inicio aos processos

oxidativos do ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs. Fonte: Lehninger et al. (2014).



18

Acetil-CoA

i
(8] CH3;—C—S-CoA

Desidrogenagao:

H,0

(1]

Condensacao de Claisen:
grupo metil da acetil-CoA
convertido a metileno no

citrato.

CoA-SH

DOCUMENTOS 449

oxidaféo do —OH Citrato [2:)
completa a sequéncia Oxaloacetato Citrato-sintase =
de oxidagao; carbonil CH,—C00 Desidratagao/reidratagao:
gerado posicionado 0—C—C00~ HO—C—CO0~ grupo —OH do citrato
para facilitar a | reposicionado no isocitrato
condensacao de CH,—COO™ CH,—CO0 preparando para a descar-
Claisen na préxima boxilagdo da préxima etapa.
etapa.
Malato-desidrogenase Ciclo do acido citrico Aconitase H,0
o Malato
Hidratagao: [ele]o
adicéo de CH,—COO~
4gua a ligacao HO*‘EH .
?n:?clyzluz C‘Hz ?7000 cis-Aconitato
o grupo elelopy (l‘J—COO’
—OH para H
a préxima H,0
e Fumarase (3) NADH
oxidacdo. Aconitase @
H,0 Reidratagao
COO (leZ_ COo0-
Fumarato ﬁH H—C—CO0~
HC‘ HO—C—H Isocitrato
COO FADH,
. €00~ ©
I - oz
® Succinato-desidrogenase ,desidsrg;’;r:;; De.s:ar.bo?(lln;ao
Desidrogenagao: oxldathe, .
e grupo —.OH oxidado
ligagdo dupla inicia = co EEEEEill,® e,
asequéncia de CH,—COO il (lle—COO * zor su;veﬁ, fa.clllta a
oxidagéo do | Succinil-CoA- a-cetoglutarato- CH lescarboxilacdo por
metileno. C‘Hz ey -desidrogenase I 2 ;nelo d;hestablllza;ao
. oo C=0 o carbanion
Succinato CH,—CO0O~ | formado no carbono
| COO adjacente.
CoA-SH CH, CoA-SH «a-Cetoglutarato
GTP ﬁ*S-COA Co, o
(ATP) GDP O
(ADP inil. Descarboxilagao oxidativa:
+ P Succinil-CoA mecanismo similar a

Fosforilagao ao nivel do substrato: !

energia do tioéster conservada na
ligagéo fosfoanidrido do GTP ou ATP.

piruvato-desidrogenase;

dependente do carbonil no

carbono adjacente.

Figura 2. llustragdo do ciclo do acido citrico, ou ciclo de Krebs, por meio do qual o
piruvato, proveniente da glicdlise, € metabolizado sob a agéo de diversas enzimas,
dentre as quais cinco desidrogenases, em energia (ATP), didxido de carbono e agua.

Fonte: Lehninger et al. (2014).
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/N—N—CBHS N—NH—CH,
+2e + 2H* +Cl-
C6H5 Y \ desidrogenases CSHS —C \ + HCl
N=N*—CH, N=N—CH,
+
Cl-
Cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio Trifenilformazan
(Incolor e difusivel) (Vermelho e nao difusivel)

Figura 3. Reacdo de redugao que resulta na coloragéo do sal de tetrazoélio no interior
de células vivas de sementes.

Fonte: Adaptado de Peters (2007).

Quando o TCT é reduzido, formando o trifenilformazan, isto indica que ha ati-
vidade respiratoria nas mitocéndrias, significando que ha viabilidade celular
e do tecido (Peters, 2007). Portanto, a coloragéo resultante da reagdo € uma
indicagao positiva da viabilidade através da detecgao indireta da respiragéo a
nivel celular. Tecidos nao viaveis ndo reagem e consequentemente ndo sao
coloridos.

Tecidos com atividade respiratoria podem ser encontrados no embrido de
uma semente (cotilédones/escutelo, plumula, hipocétilo e radicula), em al-
guns tecidos nutritivos do endosperma, em tecidos do gametdfito feminino
de gimnospermas e na camada de células da aleurona no endosperma de
cariopses de gramineas (Peters, 2007).

Em tecido vigorosos, havera a formacado de um composto vermelho carmim
claro; se o tecido esta em deterioracdo, assume cor vermelha mais intensa,
em virtude da maior intensidade de difusdo da solugao de TCT pelas mem-
branas celulares comprometidas; se o tecido € nao viavel, a redugéo do sal
ndo ocorrera e esse tecido fisiologicamente nao viavel (“morto”) e n&o colori-
do contrastara com o tecido colorido viavel. A observagao de tais diferengas
de coloragdo, juntamente com o conhecimento de diversas caracteristicas
morfolégicas e fisiolégicas das sementes, permitem a determinagdo da pre-
senga, da localizagéo e da natureza das virtudes e dos disturbios que podem
ocorrer nos tecidos embrionarios (Moore, 1973).
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Equipamentos e materiais necessarios

Para a realizacao do teste, sdo necessarios 0s seguintes equipamentos, vi-
drarias e reagentes:

a) Reagente

« Sal de tetrazdlio: cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdélio, normalmente comer-
cializado em frascos com 10 g;

b) Recipientes de plastico e de vidro:
¢ Placas de Petri;
* Frasco de vidro (béquer) ou copos de plastico, com volume de 50 mL;

» Frasco de vidro, cor &mbar, para armazenar a solugao de tetrazolio, que
é fotossensivel e se reduz com a luz;

Importante: nio utilizar frascos metalicos, para evitar a reducédo da solugéo
de tetrazdlio em trifenilformazan, quando em contato com certos metais, con-
forme relatado por Bulat (1961).

c) Lamina de barbear ou de bisturi;
d) Pingas;
e) Estufa ou germinador, com temperatura de 35 °C a 41 °C;

f) Lupa circular com aumento de 4X a 6X, com iluminagao fluorescente ou led,
de preferéncia circular;

h) Refrigerador para a armazenagem das amostras coloridas e das solugbes
de tetrazdlio;

i) Papel de germinagéo.
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Procedimento

Preparo das solugodes de tetrazélio

Recomenda-se utilizar solugéo de tetrazodlio na concentragdo de 0,075%
(Franga-Neto et al., 1988, 1998d; Franca-Neto; Krzyzanowski, 2018, 2020a),
permitindo o desenvolvimento de coloragdo adequada das sementes e a
identificacdo precisa de danos mecanicos recentes, causados por abrasao
(danos mecanicos latentes), que normalmente ndo seriam detectados com o
uso de solugdes mais concentradas (0,5% a 1,0%), conforme sugere a maior
parte das referéncias mencionadas na literatura internacional (AOSA, 1983;
Delouche et al., 1962; Grabe, 1970; Moore, 1985; Leist et al., 2003). Além
disso, a utilizagdo de solugdo nessa concentragao (0,075%) € mais econémi-
ca, pois com 10 g do sal de tetrazdlio pode-se testar a viabilidade de até 200
amostras de sementes. Caso a solugéo utilizada tivesse a concentragdo de
1,0%, apenas 15 amostras poderiam ser avaliadas com 10 g do sal.

Nota: a Ficha de Dados de Seguranca de Material (MSDS - Material Safety
Data Sheet) do sal cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio descreve e lista as pro-
priedades toxicolégicas do mesmo. Embora o sal de tetrazdlio ndo seja consi-
derado altamente toxico e n&o apresente risco (especialmente quando diluido
em concentragbes liquidas de 1,0% ou menos), ha protocolos especificos
para o manuseio, uso e descarte de solugdes de tetrazdlio (Peters, 2007).

Prepara-se, inicialmente, a Solugdo Estoque a 1,0%, misturando 10,0 g do
sal de tetrazdlio em 1000 mL de agua destilada ou deionizada, que deve ter
um pH neutro, na faixa de 6,5 a 7,0. Se o pH da solugéo de tetrazdlio esti-
ver muito acida, fora dos limites mencionados acima, devido as diferencas
existentes entre as diversas marcas do sal disponiveis no mercado (Steiner,
1997c), o sal devera ser dissolvido em uma solugao tampéo, preparada con-
forme as seguintes especificagdes (Moore, 1985; Brasil, 2009):

Solugao tampao:

Solugéo 1. dissolver 9,078 g de fosfato de potassio (KH,PO,) em 1000 mL da
agua destilada ou deionizada;
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Solugao 2. dissolver 11,876 g de fosfato monoacido de soédio bihidrata-
do (Na,HPO,2H,0) em 1000 mL de agua destilada, ou dissolver 9,472g de
Na,HPO,em 1000mL de agua destilada ou deionizada.

Misturar 400 mL da Solugédo 1 com 600 mL da Solucgéo 2, para obter 1000 mL
da solugéo tampéo, e observar o pH, que deve estar entre 6,5 e 7,5.

Preparando-se a Solugao Estoque do tetrazélio em agua ou na solugéo tam-
pao, a mesma deve ser armazenada em frasco de vidro ou de plastico de
cor ambar, ou em frascos envolvidos por filme de aluminio em local escuro e
fresco, de preferéncia em refrigerador. Isto deve ser realizado, pois o tetra-
z6lio é degradado pela acao da luz. Segundo o Comité de Tetrazdlio da ISTA
(International Seed Testing Association), a solugdo de tetrazdlio, se prepara-
da com os cuidados ja mencionados, podera ser armazenada por um periodo
de até um ano, sem perder as suas caracteristicas para a realizagao do teste,
se armazenada no escuro, em ambiente com 5 °C a 10 °C (ISTA, 2019).

A Solugédo de Trabalho, na concentragcéo de 0,075%, deve ser preparada,
quando necessario, seguindo as especificagdes abaixo, enfatizando-se que a
mesma deve ser armazenada com os mesmos cuidados da Solugéo Estoque:

* 1000 mL de Solugao de Trabalho a 0,075% = 75 mL Solugao Estoque
(1,0%) + 925 mL de agua destilada ou deionizada (ou solugdo tampéao).

A semente de soja ndo € muito exigente em relagéo ao pH final da solugéao
de tetrazdlio, que normalmente é acida, quando preparada com agua. Para a
avaliacéo do teste em culturas de cereais de inverno como o trigo, aveia, ce-
vada, centeio e triticale, sugere-se que a solugao de trabalho seja preparada
com a solugao tampéo, conforme descrita acima.

Amostragem e numero de sementes

A amostra de trabalho deve ser representativa do lote e coletada conforme
estabelecido nas Regras para Andlise de Sementes - RAS (Brasil, 2009).
Para o teste, as sementes devem ser obtidas de forma aleatéria a partir da
fracao “Semente Pura” do teste de pureza, de acordo com as prescrigdes das
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).
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Caso o teste venha a ser realizado para fins oficiais, conforme prescri¢cdes
das RAS (Brasil, 2009), devem-se utilizar 400 sementes, ou seja, quatro re-
peticbes de 100 sementes ou oito repeticdes de 50. Opcionalmente, o teste
podera ser realizado em duas repeticoes de 100 sementes ou quatro de 50,
totalizando 200 sementes.

No entanto, em analises destinadas ao controle interno de qualidade ou para
determinagéo do vigor, a utilizacdo de 100 sementes (2 subamostras de 50
sementes cada) é suficiente (Moore, 1973; Franca-Neto, 1981; Franca-Neto
et al., 1985, 1988, 1998d, 1999; Franca-Neto; Krzyzanowski, 2018).

A razao para a utilizagdo de um numero reduzido de sementes para o teste
de tetrazdlio, em comparacéo ao teste de germinacéo, é devida as condi¢des
mais homogéneas a que as sementes sdo submetidas durante o seu preparo
e o pré-condicionamento. Os resultados do teste de germinagdo podem ser
afetados por varias fontes de variagdo, como gradientes de temperatura e
de umidade no germinador, pH e textura do substrato (areia ou papel), dife-
rengas na quantidade de agua adicionada ao substrato e presencga de certos
fungos (Phomopsis spp. e/ou Fusarium spp.) infectando as sementes. Além
disso, no teste de tetrazoélio, cada semente é cuidadosamente avaliada indi-
vidualmente, concentrando a atengdo em os seus componentes morfoldgicos
internos e externos.

Pré-condicionamento

O pré-condicionamento das sementes é de suma importancia, visando a ati-
vagado dos mecanismos envolvidos na respiracao das sementes. As semen-
tes de soja, quando armazenadas, sdo organismos vivos e possuem ativida-
des metabdlicas, porém n&o respiram com grande intensidade. O processo
de respiragao é ativado durante a embebigdo das sementes, somente apos
atingirem 25% de agua, conforme relatado por Vertucci e Leopold (1987).
Devido a isso, € importante que no processo de pré-condicionamento das se-
mentes, o0 seu grau de umidade atinja valores superiores a esse indice. Costa
e Marcos-Filho (1994) e Costa et al. (1998) verificaram que o grau de umida-
de das sementes apos o pré-condicionamento deve atingir valores minimos
de 33% para assegurar a total ativagdo do processo respiratério dos tecidos
vivos das sementes de soja. E muito importante que sementes maiores atin-
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jam esse porcentual minimo de agua, para que ocorra uma perfeita coloragcao
apos o contato com a solugao de tetrazdlio. Para essas sementes, pode ser
necessario um periodo maior de pré-condicionamento.

O pré-condicionamento das sementes de soja pode ser realizado em dois
sistemas:

a) Sistema tradicional em “pacotinho” (Figura 4A): as sementes devem ser
embaladas em meia folha de papel de germinagdo em camada Unica, sen-
do o papel dobrado no formato de “pacotinho”; o papel de germinagéo deve
estar previamente umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5
vezes 0 seu peso; as sementes devem ser mantidas nestas condigdes por
um periodo de 16 horas, a temperatura de 25 °C. Essa operagao possibi-
litara a embebicdo lenta de agua pelas sementes, ativando os processos
de germinacdo. Para evitar a perda de umidade, as embalagens devem
permanecer em camara umida, ou seja, em sacos ou caixas plasticas fe-
chadas (Figura 4B), em dessecador (Figura 4C) com agua em lugar de
silica-gel, ou em germinador.

Figura 4. llustragdo do pré-condicionamento das sementes de soja no sistema tra-
dicional em “pacotinhos”: A. ilustragado de dois “pacotinhos” realizados com papel de
germinagédo umedecido dobrado; B. amostras acondicionadas em saco plastico, para
evitar a desidratagédo do substrato; C. amostras acondicionadas em dessecador.

b) Sistema em rolo-de-papel de germinagédo: as sementes devem semea-
das sobre uma folha de papel de germinagédo, com o uso de tabuleiro de
semeadura (Figura 5A), sendo posteriormente feito um rolo, conforme tradi-
cionalmente é realizado no teste de germinagao (Figura 5B); a quantidade de
agua adicionada ao papel de germinagéo também deve ser equivalente a 2,5
vezes 0 seu peso; as sementes devem ser mantidas nestas condi¢des por
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um periodo de 16 horas, a temperatura de 25 °C. Essa operacéao possibilita-
ra a embebicdo lenta de agua pelas sementes, atingindo graus de umidade
variando de 50% a 56%. Para evitar a perda de umidade, as embalagens de-
vem permanecer em camara Umida, ou seja, em caixas plasticas (Figura 5C)
fechadas, ou em germinador. De acordo com Franca-Neto et al. (2022), este
método de pré-condicionamento resulta em melhor padrao de coloragéo das
sementes, ndo alterando os resultados estimados de vigor e de viabilidade.

Fotos: José de Barros Franca-Neto

Figura 5. llustragdo do pré-condicionamento das sementes de soja em rolo-de-papel
de germinacao: A. ilustragdo das sementes sendo semeadas com o uso de tabuleiro
de semeadura; B. feitura do rolo-de-papel de germinagéo, apés a semeadura; C. ilus-
tracdo de cinco conjuntos de dois rolos realizados; D. rolos acondicionados em caixa
plastica, para evitar a dessecagéo.
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Os tegumentos de sementes escuras de soja normalmente ndo permitem a
rapida difusdo da solucdo de tetrazdlio. Caso sejam verificados problemas
com a difusdo da solugéo de tetrazdlio nessas sementes, o tegumento das
mesmas deve ser removido antes do processo de coloragao.

Caso haja a necessidade de maior rapidez no processo de pré-condicio-
namento, pode-se utilizar a metodologia alternativa, sugerida por Costa e
Marcos-Filho (1994), Costa et al. (1998, 2008), realizando-se o pré-condicio-
namento durante 6 horas, a 41 °C, o que representa um ganho de 10 horas
no preparo das sementes, sem que haja perda de precisdo dos resultados.

Procedimentos mais expeditos para o pré-condicionamento, que estejam en-
tre esses dois limites citados, também podem ser utilizados: sob temperatu-
ras entre 30 °C a 35 °C, periodos de 10 a 12 horas de pré-condicionamento
poderao ser utilizados com sucesso para o pré-condicionamento adequado
das sementes de soja.

Observagao importante: os danos por sensibilidade a embebicdo rapida
que podem ocorrer no teste de germinacdo em plantulas de soja, confor-
me descritos nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), podem
também ocorrer durante o preparo das sementes para o teste de tetrazdlio.
Normalmente esses danos ocorrem quando o grau de umidade das semen-
tes é inferior a 12% (Franca-Neto et al., 1998a; Toledo et al., 2010). Os sinto-
mas desse tipo de dano sao detectados pela presenga de anormalidades no
sistema radicular das plantulas: raizes encurtadas ou ausentes. Nas semen-
tes coloridas pela solugao de tetrazdlio, os sintomas ocorrem nas extremida-
des das radiculas, com danos vermelho-escuros, que podem ser confundidos
com danos mecanicos latentes ou deterioracdo por umidade (Figura 6).
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Figura 6. Danos causados pela embebigéo rapida, detectados em sementes de soja
coloridas pelo sal de tetrazdlio: note a presenca de danos vermelho intenso nas extre-
midades dos eixos embrionarios, atingindo o meristema radicular.

Quando esses sintomas s@o encontrados nas sementes, sugere-se realizar
0s mesmos procedimentos descritos na Instru¢do Adicional niumero 70, pg.
222 das RAS (Brasil, 2009): realizar o pré-condicionamento das sementes,
em “gerbox” com tela (do tipo utilizado no teste de envelhecimento acelera-
do), contendo 40 mL de agua (Figura 7), durante 16-24 horas, a 25 °C; apos
o pré-condicionamento, as sementes sédo condicionadas em rolo-de-papel de
germinacao, ou no sistema tradicional de “pacotinho”.
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Foto: José de Barros Franga-Neto

Figura 7. Pré-condicionamento das sementes em “gerbox” com tela, contendo 40 mL
de agua, durante 16-24 horas, a 25 °C; apods o pré-condicionamento, as sementes
sdo condicionadas em rolo-de-papel de germinacédo ou no sistema tradicional de
“pacotinho”.

Desenvolvimento da coloragao

Apos o pré-condicionamento, as sementes sdo colocadas em frascos béquer
ou copinhos de plastico, sendo totalmente submersas na solugéo de tetrazo-
lio (0,075%). As sementes devem permanecer a 35 °C a 40 °C por, aproxima-
damente, 150 a 180 minutos. Esta temperatura pode ser obtida utilizando-se
uma estufa ou germinador. E importante ressaltar que esta operacdo deve
ser realizada no escuro, uma vez que a solugao de tetrazélio é sensivel a luz
(Lakon, 1949).

Lavagem da amostra

Alcancada a coloragéo ideal, as sementes sédo lavadas com agua corrente
comum e devem ser mantidas submersas em agua até o momento da avalia-
¢ao, para evitar sua desidratagéo (Figuras 8 e 9).

OBSERVAGAO IMPORTANTE: caso as amostras nio sejam avaliadas de
imediato, devem ser mantidas em refrigerador, por até 12 horas. Apds esse
periodo, se ndo avaliadas, devem ser descartadas devido a intensificacao da
coloragao vermelho carmim, podendo levar a erros na avaliagao.
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Figura 8. Sementes de soja coloridas pela solugédo de tetrazdélio, apds lavagem em
agua corrente comum, prontas para serem avaliadas.

Figura 9. Sementes de soja coloridas pela solugdo de tetrazdlio, apds lavagem em
agua corrente comum, prontas para serem avaliadas.
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Interpretacao

Apesar de nédo haver necessidade de utilizar equipamentos e reagentes ca-
ros, o teste requer a atuagao de analistas de sementes bem treinados, sendo
fundamental o conhecimento adequado da estrutura morfolégica da semente.
Experiéncia, imaginagéo e julgamento critico sdo também necessarios para
que o analista possa identificar os tipos de anormalidades de plantulas que
podem ser associados aos danos identificados no teste de tetrazdlio. A pre-
cisao deste teste depende do conhecimento de todas as técnicas e procedi-
mentos envolvidos.

Conforme mencionado por Moore (1985), ha trés objetivos basicos na ava-
liagdo das sementes: a) determinar o potencial de germinagéo de um lote de
sementes sob as condigbes mais ideais possiveis; b) categorizar as semen-
tes em diferentes classes de viabilidade, visando a determinagao da classifi-
cagao do vigor; e c) diagnosticar as possiveis causas que resultam na perda
de viabilidade das sementes. Os dois primeiros objetivos podem ser alcan-
cados pela interpretagéo de quatro caracteristicas basicas: condicéo (firmes
ou flacidos) e cor dos tecidos, pela localizagdo e tamanho das lesdes nas
sementes. A habilidade do analista reconhecer os sintomas tipicos dos dife-
rentes tipos de danos que podem ocorrer nas sementes € imperativo para a
obtencao do diagnéstico correto das causas de perda de viabilidade.

Para que a interpretagdo se torne menos cansativa, sugere-se que seja efe-
tuada sob lupa de quatro a seis aumentos (4 a 6 X), com iluminagao fluores-
cente ou led. As sementes devem ser avaliadas uma a uma, seccionando as
longitudinalmente através do centro do eixo embrionario (Figura 10), com o
auxilio de uma lamina de barbear ou bisturi. Antes de seccionar a semente, o
analista deve avaliar se existem rachaduras ou rompimentos do tegumento,
por onde pode penetrar a solugéo de tetrazélio; isto pode resultar na colora-
¢ao da parte interna dos cotilédones e afetar a interpretacao do teste, confor-
me sera explanado posteriormente.

Atencéao deve ser dada para que se seccione o eixo embrionario exatamen-
te em sua parte central. Porém, caso o corte ndo seja bem centralizado, a
avaliagdo da condicao do eixo embrionario deve ser realizada na metade
que contenha a maior parte do eixo, expondo-se o seu cilindro central, apds
cortes adicionais.



Metodologia do teste de tetrazolio em sementes de soja 31

Arte: Thais Sofia Ribeiro Santos

Figura 10. llustragcdo do local de
.\0 - corte longitudinal da semente de
\ soja, orientado através da parte
central do eixo embrionario e do
hilo.

Para aumentar o rendimento na realizagdo das analises no laboratério, su-
gere-se que o analista ja receba as sementes previamente seccionadas por
outro laboratorista, mantidas sob uma camada de &gua para evitar a sua
desidratacao (Figura 11).

Foto: José de Barros Franga-Neto

Figura 11. Sementes de soja coloridas pela solugédo de tetrazodlio, previamente sec-
cionadas.
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32 DOCUMENTOS 449

Apds o seccionamento da semente, as suas metades sido abertas, sendo o
tegumento removido para que a superficie externa dos cotilédones venha a
ser exposta. O analista deve observar as superficies externa e interna dos
cotilédones, procurando identificar todos os tipos de danos.

Cuidados especiais devem ser tomados durante a avaliagéo do eixo embrio-
nario, que é composto por dois tipos de tecidos: o cértex e o cilindro central
(Figura 12). O cilindro central é a estrutura mais critica do eixo embrionario.
Como regra geral, caso um dano venha a ocorrer nesse €ixo, mas nao € su-
ficientemente profundo para danificar o cilindro central, a semente pode ser
considerada viavel. Entretanto, se o dano atingir o cilindro central, a semente
sera considerada nao viavel (Figura 13).

A B

Plumula
Cortex
Cilindro

Eixo
i Central
E\nbrionério
A Hipocétilo
’/\4‘ Radicula
Cotilédone

Figura 12. Estrutura de uma semente de soja de alta qualidade, permitindo a identifi-
cagao de suas partes apés embebicéo e coloragéo pelo tetrazolio, com o tegumento
removido; A. face externa da semente; B. face interna, ilustrando o padrao de difuséo
da coloragéo do tetrazolio e a regido vascular, circundada por linha pontilhada.
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VIAVEL NAO VIAVEL
anq Deterioragéo
mec& por umidade
\/ /
Tecido morto
afetando o

cilindo central

Figura 13. Corte longitudinal de duas sementes de soja, mostrando a ocorréncia de
danos no eixo embrionario; A. dano mecénico em regido critica, sobre a radicula,
sem atingir o cilindro central: semente viavel;, B. mesmo dano em maior extensao,
atingindo o cilindro central da radicula, além de dano no hipocdtilo com profundidade
maior que metade da extens&o do cilindro central: semente ndo viavel.

Além do cilindro central, outra regido critica da semente de soja, que dever
ser observada com muita atencédo, é a regiao vascular (Figuras 14 e 15),
que se situa no tergo superior dos cotilédones, préxima a inser¢cdo do eixo
embrionario. Através dessa regido passam 0s vasos que conectam o eixo
embrionério aos cotilédones (Figura 15), sendo, portanto, de suma importan-
cia para o transporte de materiais de reserva dos cotilédones ao eixo embrio-
nario em desenvolvimento, nas fases iniciais de germinacédo e emergéncia
da pléntula. Caso essa regiao venha a ser afetada por algum tipo de dano, o
vigor e/ou a viabilidade da semente poderdao ser comprometidos.

Outro fator que deve ser observado ¢é a diferenciagcéo de cores dos tecidos:
* Vermelho carmim: tecido vivo e vigoroso
* Vermelho carmim forte: tecido em deterioragéo

e Branco leitoso: tecido morto.
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Figura 14. Detalhes da regiao vascular, eixo embrionario e plumula; A. note a plumula
e regido meristematica apical; B. diferenciacéo do cilindro central e do cértex no eixo
embrionario (radicula-hipocétilo).

AM_140929_SIFSC_4 Date: 29 Sep 201
AM_T40929_SIFSC_4 Time: 17:46
M50kg

FLASH (pvm)
TR: 100.0 ms
TE: 4.0 ms

FA: 90.0 deg

Figura 15. Foto de ressonancia magnética de sementes de soja, ilustrando os vasos
cotiledonares. Foto: Francisco Guilhien Gomes Junior, USP/ESALQ.

De acordo com Moore (1985), tecidos vigorosos tendem a colorir gradual-
mente e uniformemente da sua superficie para o interior; quando embebi-
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dos, apresentam-se turgidos (Figuras 16 e 17). A ocorréncia de vermelho
mais intenso é caracteristica de tecidos em deterioragédo, que permitem uma
maior difusdo da solugéo de tetrazdlio através de suas membranas celulares
ja comprometidas. Quando expostos ao ar, tais tecidos perderédo a turgidez
mais rapidamente que os tecidos vigorosos. A coloragdo branca identifica
tecidos mortos, que nao apresentam atividade enzimatica suficiente para a
producdo do trifenilformazan. Tecidos mortos normalmente séo flacidos e
apresentam a coloragao branco-opaca, mas podem ser amarelados, cinzen-
tos ou esverdeados, principalmente quando sofreram danos causados por
percevejos. Em algumas raras situacdes, tecidos mortos podem apresentar
manchas avermelhadas, causadas por atividades de certos fungos ou bacté-
rias. Entretanto, tais tecidos sédo facilmente diferenciados de tecidos viaveis,
por serem extremamente flacidos e friaveis.

Figura 16. Semente de soja de alto vigor (Classe 1), colorida pela solugéo de tetrazo-
lio; A. face externa dos dois cotilédones; B. face interna dos cotilédones.

Deve-se enfatizar que, apds o seccionamento das sementes, as superficies
internas dos cotilédones sdo normalmente descoloridas (brancas), devido a
falta de difusdo da solugao de tetrazdlio as suas camadas mais profundas,
devido a melhor integridade do sistema de membranas dos tecidos (Figuras
12 e 16). Moore (1985) identificou tecidos viaveis, que nao coloriram, como
normalmente turgidos, brilhantes, apresentando tonalidades branco-rosadas
ou branco-amareladas.
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A posicao e a extensao dos danos que ocorrem nas sementes séo caracteris-
ticas de importancia crucial para a interpretacao correta do teste e devem ser
consideradas em combinagédo. Por exemplo, uma pequena lesdo causada
por percevejo, que danifica o hipocétilo, atingindo o cilindro central, resultara
em consequéncias mais sérias que uma lesdo de grande extensao, localiza-
da na metade inferior de um cotilédone, longe do eixo embrionario e da regiao
vascular (Figura 17).

Fotos: José de Barros Franga-Neto

Figura 17. Sementes de soja coloridas pela solugdo de tetrazolio; A. ilustra pequeno
dano causado por percevejo proximo a regido vascular e plumula; B. danos de grande
extensao causados por percevejo em regiao inferior dos cotilédones.

Diagnéstico das causas da
deterioracao da semente de soja

Varios fatores afetam a qualidade da semente de soja. Os principais, con-
forme descrito por Moore (1960, 1962a, 1973) e por Franga-Neto (1984),
Franca-Neto et al. (1998d, 2016) e Craviotto et al. (1995, 2008a) s&o danos
mecanicos, deterioragdo por umidade, danos causados por percevejos, da-
nos provocados por seca e altas temperaturas, danos durante a secagem e
danos por geada. Cada tipo de dano esta associado com lesdes caracteristi-
cas, descritas resumidamente a seguir.

Danos mecénicos resultam de impactos fisicos durante as operagdes de co-
Iheita, trilha, secagem, beneficiamento, transporte e semeadura. Ha dois tipos
de danos mecéanicos que sao facilmente identificados pelo teste de tetrazdlio
(Franga-Neto et al., 2016): danos mecanicos imediatos (Figura 18), carac-
terizados pela presenga de rachaduras e trincas nas sementes, resultantes
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de impactos das sementes nos sistemas de trilha e transporte na colhedora
quando a semente é colhida muito seca (graus de umidade abaixo de 12%);
e danos mecanicos latentes, caracterizados por abrasdes e amassamentos
nas sementes, resultantes de impactos sofridos pelas sementes mais umidas
(graus de umidade acima de 14%); esse Ultimo é identificado pela presen-
¢a de lesdes de coloragéo vermelho escura, caso tenham ocorrido recente-
mente, ou por lesdes brancas com tecidos flacidos, se ndo forem recentes.
Danos mecanicos latentes podem evoluir durante a armazenagem (Moreano
et al., 2011). Um analista inexperiente pode confundir o pit (Figura 12) com
lesbGes provocadas por danos mecanicos latentes. O pit € uma depressao na
superficie externa dos cotilédones, composto por um grupo de células espe-
cializadas, em oposigao direta ao antipit do tegumento, que € uma camada
de células na superficie ventral do tegumento (Yaklich et al., 1984, 1986).
Sementes com lesdes por danos mecanicos imediatos e latentes, conforme
caracterizadas no teste de tetrazdlio, estao ilustradas nas Figuras 19 e 20.

Figura 18. Sementes de soja com sintomas tipicos de danos mecanicos imediatos.
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Figura 19. Sementes de soja com sintomas de danos mecanicos apds a coloragao
com a solugéo de tetrazolio. A. esquerda: dano mecénico latente; direita: dano me-
canico imediato; B. dano mecéanico imediato na regido da plumula; C. dano mecanico
latente no eixo embrionario, atingindo o cértex e o cilindro central; D. dano mecénico
latente na regido de insergéo do eixo embrionario aos cotilédones, afetando a plumu-
la; e dano mecanico imediato (trinca) na radicula.

Fotos: José de Barros Franga-Neto

Figura 20. Sementes de soja com sintomas de danos mecanicos apds a coloragdo
com a solugdo de tetrazoélio; A. dano mecanico imediato nos cotilédones; B. dano me-
canico imediato no eixo embrionario; C. dano mecanico latente na regido de insergéo
do eixo embrionario e hipocotilo; D. dano mecénico latente no eixo embrionario.
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Deterioragcdo por umidade, descrita por Moore (1973), Pereira e Andrews
(1976) e Franca-Neto (1984), resulta da exposi¢cao das sementes de soja a
ciclos alternados de condigbes ambientais Umidas e secas na fase final de
maturacdo, antes da colheita (Figura 21). Tais danos apresentam uma maior
magnitude, caso ocorram em ambientes quentes, tipicos de regides tropicais
e subtropicais. Sementes com deterioracao por umidade apresentam rugas
caracteristicas nos cotilédones (Figura 22), na regido oposta ao hilo, ou so-
bre o eixo embrionario. Rupturas (rasgos) no tegumento (Figura 22) também
estdo associadas com esse tipo de dano. Apds a coloragéo, essas sementes
revelarao a presenca de lesbes de coloragao vermelho intensa ou branco
leitosa nos tecidos embrionarios adjacentes as rugas. Frequentemente, tais
lesbes estdo associadas com a infec¢ao por certos fungos, como Phomopsis
sp., Fusarium incarnatum, sin. (F. pallidoroseum, F. semitectum) e Cercospora
kikuchii. As lesdes podem ser profundas e, caso o cilindro central esteja da-
nificado ou se mais de 50% dos tecidos dos cotilédones estiverem deteriora-
dos, a semente é considerada nao viavel. A deterioragao por umidade apre-
senta uma caracteristica muito tipica, que é a simetria das lesées em ambos
os cotilédones da semente (Figuras 23 e 24).

Hilo
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Figura 21. Processo de alteracdes fisicas, devido a oscilagdo do grau de umidade
da semente de soja, em funcéo das condigdes de umidade ambiental, que resultam
no aparecimento de rugas na semente, caracteristicas da deterioracdo por umidade.

Fonte: Francga-Neto et al. (2016).



40 DOCUMENTOS 449

Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Figura 22. Sementes de soja com sintomas tipicos de deterioragdo por umidade; A.
sementes secas com enrugamento devido a esse tipo de dano; B. sementes de soja
com rupturas (rasgos) no tegumento.

Fotos: José de Barros Franga-Neto

Figura 23. Sementes de soja com sintomas de deterioragdo por umidade, apos a
coloragdo com a solugao de tetrazdlio; notar a simetria dos danos em ambos os co-
tilédones. A. e B. lesdes recentes; C. e D. lesbes mais severas, apos evolugdo na

armazenagem.
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Figura 24. Sementes de soja com sintomas de deterioragdo por umidade, apds a
coloragdo com a solugéo de tetrazdlio; notar a simetria dos danos em ambos os
cotilédones. A. face externa de semente com danos por umidade nos cotilédones e
eixo embrionario; B. face interna da mesma semente que em “A”, mostrando dano
por umidade nos cotilédones e dano severo no eixo embrionario; C. face externa de
semente com danos por umidade aparentemente superficiais nos cotilédones e eixo
embrionario; D. face interna da mesma semente, mostrando dano severo na parte
interna do eixo embrionario. Fotos: José de Barros Franga-Neto.

Os danos por umidade nos eixos embrionarios (Figuras 24B e 24D) s&o pro-
gressivos, da parte externa para a interna dos tecidos. Esses danos muitas
vezes sdo confundidos com danos mecanicos latentes, quando as le-
sOes sao observadas apenas internamente as sementes; porém a ca-
racteristica de progressao do dano ajuda na correta identificacido do
tipo do dano. Ressalta-se a importancia de sempre avaliar com atengao
ambas as faces das sementes.

Assim como o dano mecanico latente, as lesdes de deterioragdo por umidade
também evoluem durante o armazenamento. Entretanto, a deterioragdo por
umidade evolui numa taxa mais acentuada em relagdo a qualquer outro tipo
de dano (Moreano et al., 2011). Tal intensificacao depende das condi¢des de
temperatura e de umidade relativa do ar durante o armazenamento: condi-
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¢bes quentes e Umidas resultardo em severa deterioragdo. Como consequ-
éncia dos processos de evolucao desses danos na armazenagem, poderao
ocorrer severas redugdes de germinagao e de vigor, principalmente nos me-
ses finais do armazenamento.

Os sinais de deterioragdo por umidade podem caracterizar tanto os proble-
mas de intempéries em pré-colheita, quanto problemas de armazenagem
inadequada. Quando séo observados indices elevados desse dano, para se
diagnosticar com precisao se o problema foi originado no campo ou durante o
armazenamento, realiza-se um teste de patologia de sementes, por exemplo
o teste de papel-de-filtro (“blotter test”). A constatacao de altos indices de fun-
gos de armazenagem, como o Aspergillus flavus ou o Penicillium spp., carac-
teriza problemas de armazenamento; infec¢éo elevada por fungos de campo,
como Phomopsis spp., Fusarium spp., ou Cercospora kikuchii, caracteriza a
deterioragdo no campo.

Danos provocados por percevejos podem afetar seriamente a qualidade
fisiolégica da semente de soja. Dentre as diversas espécies desse inseto, o
percevejo verde Nezara viridula (L.) tem ocorréncia generalizada na maioria
das regides produtoras de soja (Turnipseed; Kogan, 1976). Outras espécies,
como Piezodorus guildini (Westwood), Dichelops melacanthus (Dallas) e
Euschistus heros (Fabricius), podem também causar danos sérios as semen-
tes. Ao se alimentar das sementes de soja, o percevejo as inocula com a leve-
dura Nematospora coryli Peglion (Sinclair, 1982), que ira, entédo, colonizar os
tecidos das sementes, deteriorando-0s, o que resulta em severas redugdes
de vigor e de viabilidade (Bowling, 1980; Villas Bbas et al., 1982; Bueno et
al., 2015). Essa infeccdo, associada com a agao de enzimas salivares do
inseto, resulta em lesdes circulares caracteristicas, muitas vezes enrugadas
e profundas (Figura 25).
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Figura 25. Sementes de soja com danos causados por picada de percevejo, com
danos tipicos mostrando manchas de Nematospora coryli. Foto: José de Barros
Franga-Neto.

Os tecidos lesionados sdo mortos e flacidos, mostrando no teste de tetrazélio
a lesdo circular tipica de dano por percevejo, com tecido morto no centro, de
coloragéo branca leitosa, circundado por um anel vermelho mais escuro (teci-
do em deterioragéo) que separa, na maioria dos casos, os tecidos mortos dos
vigorosos. As lesdes também podem ser também esverdeadas, amareladas
ou acinzentadas (Figuras 26 e 27). A extenséo das lesdes depende do grau
de umidade das sementes no momento da ocorréncia da picada.

Lesdes multiplas podem ocorrer numa Unica semente e caso haja sobreposi-
¢éo de ambas, o sintoma circular tipico nao sera distinguivel. Com frequén-
cia, uma pequena perfuragdo causada pelo inseto pode ser observada no
centro das lesdes circulares. Puncturas profundas também podem ocorrer,
resultando na inoculagao dos tecidos centrais das sementes pela levedura N.
coryli. Tais lesbes nem sempre podem ser observadas na superficie externa
das sementes.
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Figura 26. Sementes de soja com lesdes tipicas de danos causados por percevejos
apos coloragdo com a solugao de tetrazdlio. A. e B. lesdes circulares, tipicas desse
dano; C. duas picadas na mesma semente, uma em cada cotilédone; D. diferentes
tipos de lesdes.

Figura 27. Sementes de soja com lesdes tipicas de danos causados por percevejos
apos coloragao com a solugao de tetrazolio. A e B. lesdes amareladas ou esverdeadas;
C. lesao recente de percevejo; D. multiplas picadas de percevejo na mesma semente.
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Danos por seca e altas temperaturas (Figura 28) podem ser observados
em sementes de algumas cultivares de soja, quando altas temperaturas
(acima de 30 °C), associadas com periodos de baixa disponibilidade hidrica
(seca), ocorrem durante a fase de enchimento de grdos (Franga-Neto et al.,
1993). Os sintomas s&o variaveis: a lesao tipica pode ser caracterizada pela
presenga de uma covinha nos cotilédones até o completo enrugamento das
sementes. Algumas sementes produzidas sob tais condi¢coes de estresse po-
dem tornar-se impermeaveis a agua. Sementes com sintomas superficiais
desse tipo de dano (covinhas), apds a coloragao, podem apresentar lesdes
vermelho escuras ou brancas que podem ser confundidas com deterioragéo
por umidade. A constatagdo dessas covinhas nas sementes secas pelos
analistas evitara que interpretacdes errbneas desse tipo venham a ocorrer.
Sementes enrugadas, apos a coloragéo, podem ser deformadas e apresen-
tam manchas vermelho-escuro e esbranqui¢cadas espalhadas sobre os co-
tilédones, com maior concentragdo na regiao préxima ao eixo embrionario.
Os tecidos mortos sao flacidos e friaveis. Sementes severamente enrugadas
normalmente ndo germinam em fungéo da desintegracéo dos tecidos do eixo
embrionario e das regides superiores dos cotilédones.

Figura 28. A. sementes de soja com sintomas
de enrugamento, causado por estresses de altas
temperaturas e seca durante a fase de enchimento
de gréos; B. sementes com esses sintomas, apés
coloragdo com a solugdo de tetrazdlio; C. idem,
associadas com deterioragao por umidade.
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Danos por secagem excessiva sao consequéncia da secagem das semen-
tes de soja até atingir graus de umidade inferiores a 10,0%. S&o caracteri-
zados pela constatagédo de elevados indices de sementes com trincas trans-
versais nos cotilédones, sempre na mesma posicao (Figura 29). Quando a
semente é secada excessivamente, esta sujeita a quebrar preferencialmente
nessa posi¢ao, quando exposta a um impacto mecénico.

Figura 29. Sementes de soja com danos
caracteristicos de excesso de secagem,
apos coloracdo pela solugdo do sal de
tetrazolio.

Foto: José de Barros Franga-Neto

Sementes esverdeadas de soja (Figuras 30 e 31) s&o originadas quando ocor-
re morte prematura das plantas, devido a um estresse abioético, como a seca, ou
bidtico, como a ferrugem (Phakopsora pachyrhizi) mal controlada ou uma enfer-
midade de raiz, como podriddao de macrofomina ou fusariose. Nessa situagao, as
sementes sofrem processo de maturagao forcada e, quando expostas a tempe-
raturas elevadas (> 30 ° C), as enzimas responsaveis pela degradacao da cloro-
fila (magnésio quelatase e clorofilase) ndo séo ativadas, resultando na formagao
de sementes normalmente menores e esverdeadas (Franga-Neto et al., 2012).
Sementes esverdeadas apresentam sérios problemas de qualidade fisioldgica,
pois seu vigor e germinacao sao afetados negativamente.

Fotos: Danilo Estevao

Py
37 T 4

. @

)
_

4

Figura 30. A. Sementes esverdeadas de soja, resultantes da ocorréncia de seca e
altas temperaturas durante a fase final de enchimento de gréo; B. sementes de soja
esverdeadas e amarelas, com ilustragdo da coloragcdo das mesmas com o sal de
tetrazolio.



Foto: José de Barros Franga-Neto
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Danos por geada em sementes de soja, conforme descritos por Moore (1973),
sdo mais comuns em regides de clima temperado. A expressdo desse tipo
de dano depende do estadio de desenvolvimento das sementes, da tempe-
ratura e do periodo de exposicdo a baixa temperatura. Sementes imaturas
geralmente morrem e permanecem verdes (Figura 31) apds a exposicéo a
geadas. Por outro lado, sementes secas e ja maduras resistem bem a esse
tipo de estresse. Os tecidos danificados sao identificados no teste de tetra-
zo6lio pela coloragao de eixos embrionarios, apresentando vermelho carmim
mais intenso, e pela presenga de um precipitado vermelho que se acumula
nos tegumentos e na solugdo de tetrazdlio. Tecidos danificados por geadas
podem apresentar uma coloragdo vermelha com tons esverdeados ou mar-
rons (Osorio, 1987).

Figura 31. Semente de soja
com sintomas de danos causa-
dos por geada, apos coloragao
pela solugéo do sal de tetrazo-
lio.

Mais de um tipo de dano pode ocorrer em uma Unica semente: pode-se ter
a combinagao de danos causados por deterioracédo por umidade com dano
mecanico, de deterioracdo por umidade com dano por percevejos, de dano
mecanico com dano por percevejo e de deterioragdo por umidade com dano
mecanico e dano por percevejo, numa mesma semente. (Figura 32).

A caracterizagao dos fatores que afetam a qualidade da semente de soja
pode parecer complexa no inicio. Porém, com um bom treinamento e expe-
riéncia, o analista de sementes podera reconhecer e diferenciar com facilida-
de tais sintomas.
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Figura 32. Sementes de soja com lesdes de diferentes tipos de danos na mesma
semente. A. dano por umidade com dano mecanico latente; B. dano por umidade
com dano mecanico imediato; C. dano mecanico imediato com dano por umidade;
D. dano por percevejo nos cotilédones, deterioragdo por umidade nos cotilédones e
dano mecéanico latente no eixo embrionario; E. face interna da mesma semente com
os trés tipos de dano; F. dano por umidade e dano mecéanico imediato, ambos nos
cotilédones; G. face interna da semente anterior com os dois tipos de dano.
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|dentificagdo das classes de
vigor e de viabilidade

O teste de tetrazdlio baseia-se na analise da condigdo de cada semente in-
dividualmente. Cada semente é classificada como viavel ou nao viavel e os
tipos de danos sédo anotados. Moore e Smith (1956) e Moore (1961, 1962b,
1967a, 1967b) definiram um sistema de classificagdo para sementes de soja,
onde cada semente era qualificada nas classes de 1 a 5, caso viaveis, e de
6 a 8, se ndo viaveis. A presenga, a localizagao e o tipo do dano, além das
condicdes fisicas das estruturas embrionarias, s&o utilizadas nesse sistema
de classificagédo. Tal metodologia foi modificada e descrita em detalhes para
sementes de soja por Franga-Neto et al. (1985, 1988, 1998d, 1999) e por
Franca-Neto e Krzyzanowski (2018, 2020a).

A seguir, é apresentada uma classificagao de vigor em sementes de soja. Os
aspectos apresentados nas ilustragcdes séo, na experiéncia dos autores, con-
siderados como os mais comuns. Cada diagrama representa uma semente
seccionada longitudinalmente. A superficie externa da semente € ilustrada a
esquerda e a interna a direita.

Classe 1: viavel; mais alto vigor

1a. As sementes sdo caracterizadas pela coloracao uniforme e superficial,
devido a penetragéo lenta da solugao de tetrazdlio; a parte interna (entre os
cotilédones) nédo apresenta coloragéo, salvo nos bordos; todos os tecidos
com aspectos normal e firme (Figuras 12, 16 e 33).



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Figura 33. Semente de soja de alto vigor (Classe 1). A. face externa; B. face interna.

1b. As sementes possuem as mesmas caracteristicas ilustradas em 1a, ex-
ceto pela ocorréncia de uma ou duas estrias coloridas mais intensamente
por cotilédone (Figura 34). As estrias sao superficiais (um a dois décimos de
milimetro de profundidade) e s&o o resultado dos primeiros estagios de pene-
tracao de agua durante o processo de deterioragdo por umidade.



Foto: José de Barros Franga-Neto

Foto: José de Barros Franga-Neto
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Figura 34. Semente de soja de alto
vigor (Classe 1) com a presenca de
estrias que caracterizam o inicio de
ocorréncia do processo de deterio-
ragdo por umidade.

1c. Semente cuja coloragao tem o aspecto de mosaico devido a um processo
lento de embebigéo (Figura 35); os tecidos se apresentam firmes e na face
interna dos cotilédones, podendo aparecer uma cavidade central de colora-
¢ao amarelada, indicando absorgao insuficiente de agua. Pode ocorrer em
sementes semi-permeaveis. Tais sintomas podem também estar relaciona-
dos a embebicao inadequada durante o pré-condicionamento ou ao uso de
sementes com grau de umidade muito baixo.

Figura 35. Semente de soja cuja
coloragao tem o aspecto de mosai-
co, apos coloragéo pelo tetrazolio,
devido a embebicdo inadequada
durante o pré-condicionamento.



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazodlio classificadas na
Classe 1 constam na Figura 36.

Face externa semente classe1. Face interrna semente classe 1.

Face externa semente classe 1, com estria de inicio ~ Face interrna semente classe 1, sem sinais desse
de dano por umidade dano.

Figura 36. llustragcdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 1. As fotos de cada par sdo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 2: viavel; alto vigor

\
(1

2a. Pequenas estrias localizadas na superficie externa dos cotilédones na
regido oposta ao eixo embrionario, originadas por pressao do tegumento so-
bre os cotilédones, causada por sucessivas hidratacdes (expansao) e desi-
dratagdes (contragao) de ambos, em proporgdes diferentes. Isto resulta em
enrugamento do tegumento e lesdo nos cotilédones, onde a respiracao € a
atividade enzimatica sdo mais intensas, ocasionando a intensificagéo da cor
vermelho carmim forte, caracterizando o dano por umidade. As estrias nédo
devem ter profundidade superior a 0,5 mm; a parte interna dos cotilédones
apresenta-se como em 1a. Danos aos cotilédones sdo geralmente simétricos.

)
)

2b. Pequenas estrias devidas ao mesmo problema descrito em 2a., mas loca-
lizadas sobre o eixo embrionario. Tais lesdes sédo superficiais e nao séo obser-
vadas nos tecidos internos do eixo embrionario, apds secciona-los, conforme
ilustrado em 1a. Danos nos eixos embrionarios sao geralmente simétricos.
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2c. Area de coloragdo mais intensa, ndo maior do que da ilustracdo, pro-
vavelmente devido a jungdo de pequenas estrias (2a), formando uma faixa
continua. A parte interna dos cotilédones apresenta-se como em 1a. Danos
nos cotilédones sao geralmente simétricos.

2d. Area de tecido sem coloragao (branco leitoso) portanto, morto, ndo maior
do que a da ilustracao. A parte interna dos cotilédones permanece como em
1a. Todas as lesdes ilustradas de 2a e 2d, em geral sdo simétricas nos dois
cotilédones, sendo esta uma caracteristica utilizada para diferenciar dano de-
vido ao enrugamento do tegumento (deterioracdo por umidade) de outros
tipos de dano.

/

2e. Pequenos danos mecanicos sobre a superficie externa dos cotilédones.
As lesdes ndo devem exceder a profundidade maxima de 0,5 mm. A superfi-
cie interna dos cotilédones apresenta-se como em 1a.
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2f. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo, com uma area total nao maior a
mostrada nesta ilustragao e profundidade maxima de 0,5 mm. A lesdo deve
ser afastada da regido vascular, isto é, abaixo de uma linha imaginaria, pas-
sando transversalmente pela metade do cotilédone. A regido afetada apre-
senta-se mais ou menos necrosada (tecido morto, coloragéo esbranquigada,
de aspecto pulverulento, as vezes com o sinal da punctura bem visivel, outras
vezes nao). Superficie interna dos cotilédones como em 1a.

»

2g. Dano idéntico ao anterior, mas com a regiao da(s) punctura(s) sem necro-
se. O aspecto é enrugado, de coloragado vermelho carmim forte, sem partes
esbranquicadas. Este tipo de leséo é caracteristico de picada que provavel-
mente ocorre em um estadio mais avancado da maturagdo, com a semente
em fase adiantada de desidratacéo.

\
\ J

2h. Mais do que duas estrias por cotilédone (ndo profunda, como em 1b).
Superficie interna dos cotilédones como em 1a.



Fotos: José de Barros Franga-Neto

56 DOCUMENTOS 449

2i. Superficie externa dos cotilédones apresenta coloragdo normal como em 1a. A
superficie interna dos cotilédones apresenta-se também com coloragéo uniforme
devido a penetragao da solugao de tetrazdlio através de ruptura no tegumento.

Nota: as sementes classificadas nas Classes 1 e 2 ndo apresentam qualquer tipo de

dano nas superficies internas dos cotilédones.

llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazodlio classificadas na
Classe 2 constam na Figura 37.

Face externa semente classe 2, com dano por Face interna semente classe 2, sem sinais desse
umidade. dano.

Face externa semente classe 2 , com dano por Face interna semente classe 2, sem sinais desse
umidade na lateral e leve dano mecéanico latente na dano.
parte centarl do cotilédone.

Figura 37. llustragdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 2. As fotos de cada par sédo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 3: viavel; vigor médio

< <

3a. Estrias de coloragdo vermelho carmim forte localizadas nos cotilédones,
na regiao oposta ao eixo embrionario, com area total ndo maior que a mos-
trada na ilustragéo. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar pe-
quenas areas mais escuras, correspondentes as estrias externas e com uma
espessura maxima de 0,5 mm.

3b. Dano quase idéntico ao anterior, mas com as estrias podendo apresen-
tar algumas areas de coloragdo branco-leitosa, indicando tecidos mortos.
Superficie interna dos cotilédones como em 3a.

3c. Areas de colorag&o mais intensa, ndo maiores que as mostradas na ilus-
tracao, provavelmente devido a jungao de estrias formando uma faixa conti-
nua. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar, correspondente-
mente, uma faixa mais escura com espessura maxima de 0,5 mm.
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3d. Dano quase idéntico ao anterior, mas a faixa pode ser formada por tecido
de coloracao branco-leitosa (tecido morto), ocupando area nao maior do que
a dailustragéo. Superficie interna com uma faixa de tecido morto, com espes-
sura maxima de 0,5 mm.

3e. Area de coloracdo vermelho intensa na superficie externa de um ou am-
bos os cotilédones. Danos caracteristicos de abras&o, ocasionando dano me-
canico latente. O dano é superficial e com profundidade maxima de 0,5 mm.
Superficie interna permanece como descrita em 1a.

\ £ N7
O O

3f. Estrias localizadas na superficie do eixo embrionario, devidas a deteriora-
¢ao por umidade, nao se aprofundando além do cértex, ou seja, sem afetar
o cilindro central.
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39g. Extremidade da radicula mostrando coloragédo branco-leitosa, indicando
tecido morto, sem, no entanto, afetar o cilindro central.

3h. Pequenas fraturas localizadas no eixo embrionario, ndo afetando, porém,
o cilindro central.

®

3i. Picada(s) de percevejo, com a parte central necrosada (tecido morto, ou
seja, coloragéo branco-leitosa, com aspecto pulverulento) ou ndo. Esse dano
€ maior do que o ilustrado em 2f, com area total ndo maior do que a mostrada
na ilustragdo. Deve estar localizado na regiao abaixo de uma linha imaginaria
passando transversalmente pela metade do cotilédone (regido nao vascu-
lar). O dano € superficial e ndo deve ter profundidade superior a 0,5 mm.
Superficie interna dos cotilédones como descrita em 1a.
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3j. Picada(s) de percevejo, com area total ndo maior do que a mostrada nesta
ilustragédo, sem areas necrosadas (mortas), localizada(s) abaixo de uma linha
imaginaria passando transversalmente pela metade do cotilédone. Picada(s)
afetando a superficie interna de um dos cotilédones que se mostra enrugada
com pequenas pontuagdes vermelhas (areas continuas de coloragao verme-
Iho carmim forte ou areas necrosadas). Um dos cotilédones com coloragéo
superficial como em 2i.

3k. Picada(s) de percevejo, com area total ndo maior do que a representada
nesta ilustragao, localizada na regiao vascular do cotilédone. A regido lesio-
nada ndo deve ser superior a 0,5 mm de profundidade e localizada de tal
maneira a nao afetar a regido a regiao vascular.

3l. Fratura dos cotilédones na regido oposta ao ponto de ligagdo com o eixo
embrionario numa extensdo maxima como a mostrada nesta ilustragéo. A
superficie interna dos cotilédones pode se apresentar como em 1a ou 2i.
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3m. Extremidade da radicula fraturada, porém, sem afetar o cilindro central.
A superficie interna dos cotilédones pode se apresentar como em 1a ou 2i.

. J

3n. Dano(s) de origem mecanica com ou sem tecido morto, com profundida-
de maxima de 0,5 mm, sem afetar a regido vascular. A superficie interna dos
cotilédones como em 1a ou 2a.

" S

30. Dano(s) de origem mecanica localizado(s) abaixo da regido vascular, afe-
tando a superficie interna dos cotilédones, como mostrado nesta ilustragao.

Subclasse 3R: existe a opgao de registrar uma subclasse adicional, confor-
me descrito por Zorato et al. (2001): identificada quando observada a pre-
sencga de danos mais intensos nos cotilédones, que abrangem mais tecidos
de reserva e/ou danos localizados no eixo embriondrio (plumula, hipocétilo e
radicula), situacao essa que pode oferecer mais risco a qualidade fisioldgica
das sementes; pode-se acrescentar uma “restricdo” (R), estabelecendo-se a
Subclasse 3R, que potencialmente, ao longo do periodo de armazenamento,
evoluira para a Classe 4. Essa Subclasse pode ser incluida na ficha de ano-
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tagdo ou nos programas de computadores e de aplicativos utilizados para a
anotagao dos resultados.

llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazodlio classificadas na
Classe 3 constam nas Figura 38 e 39.

Face externa semente classe 3, com dano por Face interna semente classe 3, com leve
umidade. sombreamento do dano por umidade.

Fotos: José de Barros Franca-Neto

Face externa semente classe 3, com danos por Face interna semente classe 3, com dano mecanico
umidade e mecanico latente na lateral. latente

Face externa semente classe 3, com danos por Face interna semente classe 3, com danos por
umidade e mecanico latente. umidade nos cotilédones e eixo embrionario e dano
latente no cotilédone.

Face externa semente classe 3, com danos por Face interna semente classe , com dano mecéanico
percevejo, por umidade e mecanico latente. latente e leve sombreamento de dano por umidade.

Figura 38. llustragcdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 3. As fotos de cada par sdo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Face externa semente classe 3, com danos mecani-

co latente e por umidade.

Face externa semente classe 3, com dano por
umidade.

Face externa semente classe 3, com danos por
percevejo e umidade.

Face externa semente classe 3, com estria de dano
por umidade e dano por percevejo.

Face interna semente classe 3, com dano mecanico
latente e leve sombreamento de dano por umidade.

Face interna semente classe 3, com dano mecanico
latente

Face interna semente classe 3, com dano por
percevejo e dano por embebig&o.

Face interna semente classe 3, com dano por
percevejo e leve sombreamento de dano por
umidade.

Figura 39. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazolio, classificadas na
Classe 3. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da

mesma semente.

Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Classe 4: viavel; vigor baixo

€9 0(

4a. Area de coloragéo vermelho carmim forte em ambos os cotilédones, co-
brindo menos do que a metade dos mesmos. A superficie interna também
apresenta area de coloragdo vermelho carmim forte. A regido vascular, po-
rém, ndo deve estar afetada.

4b. Dano quase idéntico ao anterior, apresentando, porém, tecidos mortos
(coloracao branco-leitosa).

4c. Dano mecanico latente, caracterizado por area de coloragao vermelho
carmim forte no centro dos cotilédones (externa e internamente), afetando
parte da regido vascular. No entanto, proximo ao ponto de ligagdo com o eixo
embrionario, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das
reservas dos cotilédones para o eixo embrionario.
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4d. Estrias oriundas de deterioragdo por umidade localizadas sobre o eixo
embrionario, afetando inclusive o cilindro central, porém, numa extensao me-
nor do que a metade de sua espessura.

4e. Area de coloragdo vermelho carmim forte no eixo embrionario, mas com
as estruturas do cilindro central e do coértex ainda perfeitamente definidas,
devido a dano mecanico latente.

4f. Area de tecido morto numa extens&o menor do que a metade da &rea total
dos cotilédones.
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4q. Fratura de um ou ambos os cotilédones na regido proxima ao ponto de
ligagdo, mas deixando a regido vascular em grande parte intacta.

/ \ \ /s

4h. Dano(s) de origem mecanica na regido vascular dos cotilédones afetando
a face interna e parte da regido vascular. Os vasos, porém, devem perma-

necer funcionais proximos ao ponto de ligagdo dos cotilédones com o eixo
embrionario.

4i. Fraturas sobre o eixo embrionario, devido a ocorréncia de dano mecanico
imediato, afetando o cértex e o cilindro central, porém, numa extensao menor
do que a metade de sua espessura.
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4j. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo com area necrosada (tecido mor-
to), atingindo a parte interna dos cotilédones, mas localizado(s) abaixo da
regido vascular. As lesdes sdo profundas e podem ser detectadas na parte
interna dos cotilédones.

(> @ -

4k. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em apenas um co-
tilédone, tornando-o praticamente n&o funcional e afetando apenas levemen-
te a face interna do segundo cotilédone na face interna, e o qual se mantém
quase integral.

41. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em um dos cotilédo-
nes, bloqueando completamente a regido vascular, tornando-o nao funcional.
A plantula dependera, para o seu estabelecimento, das reservas de apenas
um cotilédone.
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4m. Fratura de mais da metade de um dos cotilédones.

4n. Fratura de um dos cotilédones, deixando, porém, intacto o eixo embriona-
rio (inclusive a plumula).

4o0. Fratura de ambos os cotilédones, porém, numa extensao inferior a meta-
de dos mesmos.

llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazolio classificadas na
Classe 4 constam nas Figuras 40 e 41.
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Fotos: José de Barros Franga-Neto

Face externa semente classe 4, com danos por umi-  Face interna semente classe 4, com sombreamento
dade nos cotilédones e mecanico latente na radidula. de dano por umidade e dano mecénico latenta na

radidula.

Face externa semente classe 4, com dano por umi- Face interna semente classe 4, com leve
dade e dano por percevejo na regido vascular. sombreamento de dano por umidade.

Face externa semente classe 4, com danos por Face interna semente classe 4, com danos por
percevejo. percevejo.

Face externa semente classe 4, com estria de dano Face interna semente classe 4, com danos por
por umidade e dano por percevejo. umidade e mecanico latente.

Figura 40. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 4. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Face externa semente classe 4, com danos por Face interna semente classe 4, com dano mecéanico
umidade nos cotilédones e mecanico imediato imediato e sombreamento de dano por umidade.

Fotos: José de Barros Franga-Neto

Face externa semente classe 4, com danos por Face interna semente classe 4, com coloragéo
umidade e mecanico latente. interna dos cotilédones, devido ao dano mecanico

Face externa semente classe 4, com danos por Face interna semente classe 4, com danos mecénico
umidade e mecanico latente na parte superior do latente e sombreamento por dano por umidade..
cotilédone.

Face externa semente classe 4, com danos por Face interna semente classe 4, com danos por
percevejo e por umidade. percevejo e sombreamento devido ao dano por
umidade.

Figura 41. llustragcdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 4. As fotos de cada par sdo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 5: viavel; vigor muito baixo

€000

5a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando aspecto de mosaico,
com areas coloridas de vermelho carmim forte entremeadas com areas mais
claras e até mortas. Os tecidos afetados atingem profundidade superior a 1
mm, mas inferior a metade da espessura dos cotilédones. A superficie interna
dos cotilédones apresenta-se também com algumas areas de colorido mais
intenso. O eixo embrionario apresenta-se bem definido com as estruturas do
cortex e do cilindro central bem visiveis.

/ \ s

5b. Dano(s) de origem mecanica, afetando totalmente a regido vascular pro-
xima ao ponto de ligagao de um dos cotilédones e lesionando, parcial e inter-
namente, a area correspondente do segundo cotilédone.

5c¢. Cotilédones fraturados de tal forma que é dificil saber se a parte remanes-
cente € maior ou menor do que a metade do total da semente.
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§906¢

5d. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo, afetando a regido vascular
como em 5b.

llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazodlio classificadas na
Classe 5 constam na Figura 42 e 43.



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com coloragéo
mecanico imediato e por umidade. interna dos cotilédones e sombreamento dos danos
macanico e por umidade.

Face externa semente classe 5, com danos porper- Face interna semente classe 5, com dano por
cevejo, umidade mecanico latente. percevejo na regido vascular e sombreamento por
dano mecanico.

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com danos por
umidade, percevejo e mecanico latente. percevejo, mecanico na radicula e sombreamento do
dano por umidade.

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com danos por per-
percevejo e por umidade. cevejo e sombreamento do dano por umidade.

Figura 42. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 5. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Fotos: José de Barros Franga-Neto

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com dano por
percevejo na regido vascular e por umidade. percevejo.

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com sombreamento
umidade e percevejo. devido aos danos por umidade e percevejo.

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com danos mecanico
umidade e mecanico imediato e latente. e estrias de dano por umidade.

Face externa semente classe 5, com danos por Face interna semente classe 5, com danos por per-
percevejo, umidade e mecanico latente. cevejo e coloragéo dos cotilédones devido a todos
os danos.

Figura 43. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 5. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 6: nao viavel

Sementes classificadas como Classe 6 exibem lesdes semelhantes as da
Classe 5 (vide ilustracdes), porém, com maior extensao das areas afetadas,
0 que as torna inviaveis.

\N '\

6a. Dano mecanico afetando ambos os cotilédones externa e internamente,
alcangando a regiao vascular e parte da plumula.

() [ )

6b. Danos causados por percevejo, afetando os cotilédones externamente e
internamente, atingindo a regido vascular e parte da plumula.

6¢. Dano mecénico latente afetando ambos os cotilédones externamente e
internamente, bloqueando parcialmente a regido vascular. Area de tecidos
lesionados nos cotilédones alcanga mais da metade dos mesmos.
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ALARJIN)

6d. Area de tecidos mortos por deterioragdo por umidade nos cotilédones
alcanga mais de 50% dos tecidos de reserva.

llustragbes de sementes de soja coloridas pelo tetrazodlio classificadas na
Classe 6 constam na Figura 44.



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Face externa semente classe 6, com danos por Face interna semente classe 6, com dano mecanico
umidade e mecanico latente. latente e coloragéo na plumula

Face externa semente classe 6, com danos por Face interna semente classe 6, com dano mecanico

umidade e mecanico latente. na radicula e sombreamento do dano por umidade.

Face externa semente classe 6, com danos por Face interna semente classe 6, com dano mecénico

umidade e mecanico latente na radicula. na radicula.

Face externa semente classe 6, com danos por Face interna semente classe 6, com danos severos

percevejo e umidade. de percevejo e sombreamento devido ao danopor
umidade.

Figura 44. llustragcdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 6. As fotos de cada par sdo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 7: nao viavel

1000

7a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando aspecto de mosaico
com areas de um colorido vermelho carmim forte entremeadas por outras
mais claras e mortas (dano mecanico latente). Os tecidos afetados atingem a
metade (ou mais) da espessura dos cotilédones, bloqueando completamente
a regido vascular.

§90¢

7b. Eixo embrionario apresentando uma coloragdo vermelho carmim forte,
distribuida por toda a sua extensao, devido ao dano mecéanico latente.

00

7c. Tecidos dos cotilédones com coloragéo vermelho carmim forte (ou branco
leitoso) no ponto de ligagdo de ambos os cotilédones, atingindo a regido vas-
cular, devido a dano mecanico latente. Coloragdo branco-leitosa (indicativo
de tecidos mortos) também pode ocorrer.
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Y e

7d. Tecidos mortos por deterioragdo por umidade, com coloragéo branco-lei-
tosa numa extenséo superior a metade da superficie total da semente.

“; x

7e. Estrias de coloracdo vermelho carmim forte sobre o eixo embrionario,
devido a dano por umidade, atingindo uma profundidade superior a metade
da espessura do cilindro central.

‘ ' ¥ @j

7f. Extremidade do eixo embrionario apresentando coloragdo branco-leitosa
(tecido morto), atingindo ndo s6 o coértex, mas também o cilindro central.
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79g. Fratura da extremidade do eixo embrionario, afetando n&do sé o cértex,
mas também o cilindro central.

7h. Fratura dos cotilédones com a parte remanescente sendo inferior a meta-
de da superficie total da semente.

7i. Fratura do eixo embrionario, secionando o cilindro central e cortex.

Existe uma excegédo a essa Classe 7i: quando ocorrem danos mecanicos
imediatos com fraturas recentes que seccionam apenas o cilindro central,
sem lesionar o cortex e o teqgumento da semente (Figura 45A), devendo-se
considerar essa semente na Classe 4 (viavel, baixo vigor). Nessa situagao,
durante o processo de germinacao, podera haver regeneracéo dos tecidos
lesionados, formando uma calosidade no hipocétilo, resultando na producéao
de uma plantula normal, de médio/baixo vigor (Figuras 45B e 45C); porém,
no caso de fraturas que seccionem totalmente o cértex e cilindro central no
hipocétilo (Figura 45D) ou na radicula (Figura 45E), deve-se considerar a
semente como nao viavel (Classe 7), pois resultara na produgéo de plantula
anormal (Figura 45F).



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Figura 45. Ocorréncia de fratura recente em eixos embrionarios de sementes de
soja. A. dano mecanico imediato, com fratura recente que secciona apenas o cilindro
central, sem lesionar o coértex; B. e C. formacado de calosidade no hipocétilo, devido
a regeneracgéao dos tecidos lesionados, resultando na produgéo de uma plantula nor-
mal de médio/baixo vigor; D. fratura total do cortex e cilindro central no hipocotilo; E.
fratura total do cértex e cilindro central na radicula; F. plantulas anormais devido aos
problemas ilustradosem D e E.
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7j. Dano(s) de origem mecéanica, afetando a regido vascular de ambos os
cotilédones, préximo(s) ao ponto de ligagao cotilédones/eixo embrionario.

7k. Dano(s) devido a picada de percevejo, afetando a regido vascular de
ambos os cotilédones, proximo(s) ao ponto de ligagao cotilédones/eixo
embrionario.

71. Plumula de coloragédo vermelho carmim forte (deteriorada), devido a dete-
rioragdo por umidade (Figura 46).
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Foto: José de Barros Franca-Neto

Figura 46. Sementes de soja coloridas pela solugédo de tetrazdlio, com sintomas de
intensa deterioragdo por umidade na parte lateral dos cotilédones. A. ilustragao da
evolugao dessas lesdes nos cotilédones, da semente superior esquerda até a semen-
te morta, inferior direita; B. face interna de sementes com deterioragdo por umidade,
com as plumulas coloridas de vermelho intenso, caracterizando a néo viabilidade das
sementes (Classe 7).

llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio classificadas na
Classe 7 constam nas Figuras 47 e 48.



Fotos: José de Barros Franga-Neto

DOCUMENTOS 449

Face externa semente classe 7, com dano por Face interna semente classe 7, com dano por umida-
umidade intenso. de intenso no eixo embrionario.

Face externa semente classe 7, com danos por umi-  Face interna semente classe 7, com dano mecanico
dade e mecanico latente no eixo embrionario. no eixo embrionario e sombreamento devido ao dano
por unidade.

Face externa semente classe 7, com dano por umi- Face interna semente classe 7, com dano por perce-
dade e por percevejo no eixo embrionario. vejo no eixo embrionario e sombreamento devido ao
dano por unidade.

Face externa semente classe 7, com dano por umi- Face interna semente classe 7, com dano mecénico
dade e mecanico latente no hipocétilo. no hipocoétilo e sombreamento devido ao dano por
unidade.

Figura 47. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 7. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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Face externa semente classe 7, com dano por perce- Face interna semente classe 7, com dano por perce-
vejo, por umidade e mecénico latente na radicula. vejo e mecanico na radicula.

Face externa semente classe 7, com danos intensos  Face interna semente classe 7, com danos intensos
por umidade. por umidade no eixo embrionario e fissuras nos
cotilédones por dano de embebicao.

Face externa semente classe 7, com danos por Face interna semente classe 7, com dano intenso
umidade e precevejo. de umidade no eixo embrionario e por percevejo nos
cotilédones.

Face externa semente classe 7, com danos por Face interna semente classe 7, com danos por
umidade e precevejo (semente esverdeada). percevejo e umidade.

Figura 48. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas na
Classe 7. As fotos de cada par séo das faces externa (esquerda) e interna (direita) da
mesma semente.
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Classe 8: semente morta

Semente totalmente morta, usualmente branca e as vezes com tonalidade
résea. Os tecidos das sementes sao friaveis e flacidos (Figura 49).

Fotos: José de Barros Franga-Neto

Face externa de sementes mortas (classe 8), devido ~ Face externa semente morta (classe 8) devido ao
ao dano por umidade. dano por unidade.

Face externa de semente morta (classe 8), devido ao  Face interna de semente morta (classe 8) devido ao
dano por umidade. dano por unidade.

Figura 49. llustracdes de sementes de soja coloridas pelo tetrazdlio, classificadas
na Classe 8: sementes fisiologicamente mortas. As fotos de cada par séo das faces
externa (esquerda) e interna (direita) da mesma semente.

Sementes duras (SD): a ocorréncia de sementes duras (impermeaveis a
agua) em lotes de sementes de soja € um aspecto genético, ou seja, depende
da cultivar, e depende também das condigbes climaticas durante a fase de
pré-colheita e maturagao: déficit hidrico na fase final do enchimento de graos
e em pré-colheita podem resultar na produgdo de sementes duras (Franga-
Neto e Potts, 1979). Esse fendmeno deve-se e a deposi¢do de suberina no
tegumento da semente, deixando-a impermeavel a agua. Essas sementes
nao embebem agua no processo de pré-condicionamento, conforme descrito
anteriormente. A constatagcdo da presenga de sementes duras na amostra
pode requerer procedimentos especiais. Quando uma amostra apresentar



Fotos: José de Barros Franga-Neto
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um baixo indice de sementes duras, ou seja, de 1% a 5%, as mesmas po-
dem ser consideradas como viaveis e vigorosas, podendo ser anotadas na
Classe 1. Porém, caso o indice de sementes impermeaveis seja superior a
5%, as mesmas devem ser escarificadas com lixa “fina”, sendo novamente
pré-condicionadas e coloridas, realizando-se, a seguir, a leitura das mesmas.
Mesmo realizando a escarificagdo das sementes duras, é importante anotar
o porcentual das mesmas na ficha da amostra, uma vez que essas sementes
tém uma menor velocidade de germinacao e de emergéncia no campo.

Anormalidades embriondrias: alguns tipos de malformagbes embrionarias
podem ser constatados no teste de tetrazélio (Figura 50). E comum a cons-
tatagéo da presenca de trés ou mais cotilédones, cotilédones deformados ou
dobrados e o posicionamento do eixo embrionario em local inadequado. A
maioria dessas sementes ndo produzira plantulas normais, conforme a exem-
plificado na Figura 50A. Entretanto, sementes com a anormalidade ilustrada
na Figura 50B podem resultar em pléntulas normais, desde que n&o apresen-
tem danos sérios em seus componentes vitais.

Figura 50. Sementes de soja com anormalidades embrionarias; A. sementes com
cotilédone retorcido/dobrado; B. observar a localizagéo inapropriada do eixo embrio-
nario. C, D e E. Anormalidades embrionarias.
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Anotacao e interpretacao dos resultados

Cada semente da amostra € classificada na classe de viabilidade apro-
priada e o(os) tipo(s) de dano(s) de cada semente é(sdo) registrado(s),
utilizando-se ficha de resultados apropriada (Figura 51). Sugere-se utilizar
a seguinte simbologia:

: sem dano

: dano mecéanico (DM)

: dano causado por percevejo (DP)
: dano por umidade (DU)

: DM + DP

: DM + DU

: DU + DP

: DU + DM + DP

MMM <
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Em'@na FICHA DE AVALIAGAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: LOCAL:
N° DE SEMENTES TESTADAS: PROJETO:
DATA: ANALISTA:

(%)
L A N YA VN Y]

R A R NNV
A N NN NNV ]
A R NN RN
S [L1TL 1LEEr Lrrr Lrrrr rrrrl prrrl rrrrr rirrl i x2
DURAS [//1/ [1111 1110 1rrrr 1iril rrirel 1k 1iiil 111117 x2
N N N NN R NN R
O N YR NN YA NN
A N YR NN

Nivel de vigor 1-3: (%) Viabilidade (1-5): (%)

(%)

-

LEEEE TEEEE L0 rer 10 rid 10l 1l 1iie 11001 111177 x2
PEEEE TEEEE 1rrr rrid 1rril 1rrrl 1iirl 11irl 1l x2
PEPTE TEEEE 10 rrr Lrrrr 1rrid - 1rrrd 10l 1iirl 1117 x2
PEEEE P00rr 1rrir rrril rrid 1rrid 1rrrl 1iirl 1 xe
R N N RNV BV
DURAS [/[[/ [1111 1111 Frrer 1irnl rrirl 1rrir 1iirl 11l xe
e LIII1 I T 1 LECEE 1LEED 1rirl 1irir 11171 x2
A N N NN VNN Y]
R A A YR NNV Y

P WD

Nivel de vigor 1-3: (%) Viabilidade (1-5): (%)

= DANO MECANICO UMIDADE PERCEVEJO | DURAS| VIGOR | VIAB.
REPETICOES (1-8)x2 | (6-8)x2 | (1-8)x2] (6-8)x2| (1-8)x2] (6-8)x2| x2 (1-3) | (1-5)
|
1l
MEDIAS
OBS.: P = umidade L = dano mecanico [/ = percevejo

Figura 51. Ficha para anotacéo dos resultados do teste de tetrazdlio para semente
de soja.
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Observagao importante: conforme ja mencionado, pode ocorrer mais de
um tipo de dano na mesma semente (Figura 32). Caso isso ocorra em se-
mentes classificadas como nao viaveis (Classes 6 a 8), e apenas um tipo
de dano for responsavel pela perda de viabilidade, tal dano deve ser marca-
do na ficha com um trago mais forte. Por exemplo: uma semente apresenta
um dano mecénico que provocou fratura total do eixo embrionario, suficiente
para causar a perda de viabilidade; esta mesma semente apresenta também
uma deteriora¢ao por umidade nos cotilédones, longe das zonas vitais, dano
este ndo suficiente para que a semente seja classificada como nao viavel
(Figura 52). Ao anotar esta semente na ficha como Classe 7 (ndo viavel),
deve-se marcar a simbologia de dano mecanico com maior intensidade que
o simbolo de deterioragdo por umidade. Isto deve ser realizado sempre que
situacdes semelhantes ocorrerem, marcando-se os danos que efetivamente
forem responsaveis pela perda de viabilidade com maior intensidade na ficha
e os danos mais superficiais, ndo suficientes para resultar em perda de viabi-
lidade, em intensidade normal, conforme ilustram as fichas de resultados no
final desta secao por exemplo (Figuras 53, 54 e 55).

Dano
Mecéanico 7™ —

Deterioracao
Por Umidade

Figura 52. Esquema de semente de soja com deterioragdo por umidade nos cotilédo-
nes e com dano mecanico severo, que fraturou o eixo embrionario.

Apo6s a avaliagdo de todas as 100 sementes (2 repeticdes de 50 sementes)
da amostra, determina-se a porcentagem das sementes classificadas em
cada Classe (1 a 8). A viabilidade (potencial de germinagéo) é calculada pelo
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somatorio dos valores porcentuais classificados nas Classes 1 a 5. O nivel
de vigor € estimado pelo somatdrio dos valores porcentuais das sementes
das Classes 1 a 3, conforme ilustrados nas fichas preenchidas (Figuras 53,
54 e 55).

No rodapé da ficha, anotam-se os resultados das duas subamostras, calcu-
lando-se as médias do vigor e da viabilidade. Calculam-se também os por-
centuais de todos os tipos de danos (mecéanico, deterioragdo por umidade e
de percevejo) anotados para os niveis (1-8) e (6-8). Para o nivel (1-8), calcu-
la-se, em cada subamostra, o numero de sementes que apresentaram sinais
de danos mecanicos, por exemplo; multiplica-se o total por “2”, para obter-se
o valor porcentual. Faz-se 0 mesmo para a segunda subamostra, calculando-
-se a seguir a média desses dois valores. O mesmo procedimento deve ser
seguido para os outros tipos de danos.

Para os niveis de classificagao (6-8), faz-se o0 mesmo; porém, no caso de se-
mentes que apresentem mais de um tipo de dano, deve-se computar apenas
aquele(s) dano(s) que efetivamente contribui(iram) para a perda de viabili-
dade, ou seja, que foram marcados com maior intensidade. Veja as fichas
contidas nas Figuras 53, 54 e 55.

Além disso, pode-se calcular os porcentuais dos danos em quaisquer outras
combinagbdes de classes. Por exemplo, o somatério em porcentagem dos
danos de deterioracdo por umidade nas Classes 4 e 5 (DU 4-5) sdao muito
Uteis para estimar a intensidade de deterioragao que podera evoluir durante a
armazenagem das sementes de soja, conforme comprovado por Moreano et
al. (2011), principalmente em sementes esverdeadas dessa espécie (Zorato
et al., 2007).

Os resultados podem também ser registrados utilizando o teclado de com-
putadores, que dispdem de programas especificos para essa finalidade, ou
mesmo em “tablets” ou por aplicativos disponiveis no mercado. Cada semen-
te sera registrada com as anotagdes de classe de viabilidade e tipo(s) de da-
no(s). A vantagem desses sistemas é que todas as estimativas de viabilidade,
vigor e dos indices de danos mecanicos, de deterioragdo por umidade e dos
danos causados por percevejos sao calculados instantaneamente e sumari-
zados para cada amostra.
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Necessidade de reanalise

A amostra devera ser reanalisada quando os resultados de viabilidade obti-
dos para as duas subamostras diferirem entre si em 10% ou mais.

Interpretacao dos resultados

O nivel de vigor pode ser interpretado por meio da seguinte classificagéo:
« Vigor muito alto: igual ou superior a 90%;
* Vigor alto: entre 85% a 89%;
* Vigor médio: entre 75% a 84%;

« Vigor baixo: igual ou inferior a 74%.

Eses valores foram estabelecidos com base nos resultados de avaliagbes
do vigor, determinado pelo teste de tetrazdlio, em 1.847 lotes provenientes
da avaliagdo da qualidade de sementes de soja produzidas no Brasil em trés
safras (2014/15, 2015/16 e 2016/17), conforme Franga-Neto et al. (2018).

Os valores obtidos para viabilidade devem receber a mesma interpretacao
dos alcangados no teste de germinacéo.

O diagnéstico da(s) causa(s) da baixa qualidade fisiolégica da semente pode
ser obtido pela determinagéo da porcentagem de sementes afetadas por cada
tipo de dano, tal como danos mecanicos, deterioragcao por umidade e danos
por percevejo, nas Classes 6 a 8. Esses numeros indicam a porcentagem
de redugao da viabilidade ocasionada pela ocorréncia de cada tipo de dano.
Deve-se atentar que os danos aqui computados sao os que que efetivamente
causaram perda de viabilidade da semente, conforme anotado na ficha de
resultados. Esses niveis de danos podem ser interpretados de acordo com a
seguinte classificagao, também estabelecida com base nas avaliagbes men-
cionadas acima, realizadas por Franga-Neto et al. (2018):

« Sem problema sério (aceitavel): inferior a 4%;
* Problema sério: entre 5% a 8%;

* Problema muito sério: superior a 8%.



Metodologia do teste de tetrazolio em sementes de soja 93

Vale destacar que essa classificacdo dos niveis de danos nas Classes 6 a
8, deve ser utilizada para o diagnéstico de cada um dos tipos de danos indi-
vidualmente. Com base nesse diagndstico, medidas corretivas poderao ser
adotadas visando minorar a ocorréncia desses problemas, conforme relatado
a segquir.

Se um problema sério ou muito sério € diagnosticado pelo analista de semen-
tes por meio do teste de tetrazolio, por exemplo, um alto nivel de ocorréncia
de danos mecénicos, ou danos por percevejos, uma agao corretiva pode ser
adotada, para melhorar a qualidade fisiologica das sementes produzidas. O
produtor de sementes pode ser orientado, por exemplo, a ajustar o sistema
de trilha da sua maquina colhedora ou melhorar o sistema de controle de
percevejos.

Exemplos de resultados obtidos pelo teste de tetrazdlio estao ilustrados na
Tabela 1. O lote n° 1 apresenta viabilidade de 96% e vigor muito alto, de 91%,
nao apresentando problemas sérios relativos a nenhum dos tipos de danos
(mecanico, percevejo ou umidade). O lote n° 2 tem viabilidade de 88%, sendo
o vigor (78%), classificado como médio, devido principalmente a ocorréncia
de problemas sérios (8%) com danos mecanicos. O lote n® 3 tem 81% de via-
bilidade e vigor baixo (70%), com problemas muito sérios (10%) de deterio-
racao por umidade e sérios de danos de percevejo (7%). As fichas utilizadas
para anotar os resultados para estes trés lotes estao ilustradas nas Figuras
53, 54 e 55.

Tabela 1. Resultados do teste de tetrazdlio obtidos em trés lotes de sementes de soja.
Adaptado de Franga-Neto e Krzyzanowski (2018).

Viabilidade

Vigor! 91 78 70
Danos Mecanicos? 1 8 2
Deterioragdo por Umidade? 2 2 10
Danos de Percevejo? 1 2 7

"Nivel de vigor: muito alto: > 90%; alto: 85 a 89%; médio: 75 a 84%; baixo: < 74%.
2 Porcentagem de perda de viabilidade (TZ 6-8) causada pelo respectivo tipo de dano.
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O ideal é que esses niveis de danos (mecanicos, deterioragao por umidade e
0s causados por percevejos) sejam minimos e, consequentemente, os valo-
res de viabilidade e de vigor sejam os maiores possiveis.

Existe um conjunto de tecnologias de producdo de sementes, que, quando
adotados, propiciam a produgao de lotes de sementes de soja nos maiores
patamares de qualidade (Franga-Neto et al., 2016). Dando suporte a essa
afirmativa, Franca-Neto et al. (2017) relataram em levantamentos de quali-
dade das sementes de soja produzidas na safra 2015/16 diversos lotes que,
proximo da época de semeadura, apresentaram 100% de viabilidade, 100%
de vigor, com 0% de danos mecanicos, 0% de deterioragdo por umidade e
0% de danos causados por percevejos, nas Classes 6 a 8.
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Figura 53. Resultados do teste de tetrazdlio para o Lote no. 1 de sementes de soja.
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Figura 54. Resultados do teste de tetrazdlio para o Lote no. 2 de sementes de soja.

P = umidade

L = dano mecanico

I = percevejo
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Figura 55. Resultados do teste de tetrazdlio para o Lote no. 3 de sementes de soja.
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Um exemplo do valor do retorno da informacgao do teste de tetrazélio para o
produtor é ilustrado por Costa et al. (1987). Alta porcentagem de dano me-
canico foi determinada na semente de soja produzida no estado do Parana.
Ap6és a identificagdo do problema, os produtores foram orientados como me-
Ihorar os ajustes de trilha das colhedoras. Para tanto, foi organizado treina-
mento através de um grande programa de extensdo. Em dois anos o nivel de
dano mecanico em semente da soja reduziu para niveis aceitaveis.

Essa mesma tendéncia foi relatada mais recentemente no Brasil (Franga-
Neto et al., 2018) nos levantamentos de qualidade de sementes coordenados
pela Embrapa Soja. Mediante o diagnéstico dos problemas de qualidade, e
com diversos treinamentos sobre técnicas de produgdo de sementes de soja
realizados por diversas instituicdes e com a participagado das associagoes
estaduais e nacionais de produtores de sementes, verificou-se uma melhoria
na qualidade das sementes devido principalmente a redugéo dos indices de
ocorréncia de danos mecanicos nas sementes.

Precisao dos resultados

Um bom nivel de precisao e confiabilidade do teste de tetrazdlio foi demons-
trado por Franga-Neto et al. (1986). Varias amostras de sementes de soja
foram enviadas a 41 laboratérios de sementes, com instru¢des especificas
para a execugdo dos seguintes testes: a) germinacao, de acordo com as RAS
(Brasil, 1976); b) envelhecimento acelerado através do método de “gerbox”
de acordo com o Manual de Vigor de Sementes da AOSA (AOSA, 1983);
c) teste de tetrazdlio, conforme descrito por Franga-Neto et al. (1985); e d)
emergéncia de plantulas em areia, de acordo com procedimentos especificos
enviados com as amostras. Apos o teste de germinagéo, o teste de tetrazolio
foi classificado como o mais preciso, superando os outros dois testes avalia-
dos. Franga-Neto et al. (2001, 2002) conduziram um teste de referéncia en-
volvendo 27 laboratorios, concluindo que o teste de tetrazélio foi tdo preciso
quanto o teste de germinag¢édo na determinacgéo da viabilidade das sementes
de soja. Quando comparado com o teste de envelhecimento acelerado foi
mais preciso na determinagao do vigor.

Franga-Neto et al. (2003), avaliando 1.117 lotes de sementes de soja no pe-
riodo de 1997 a 2002 no Brasil, concluiram que o valor de vigor (%) determi-
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nado pelo teste de tetrazélio se mostrou confiavel para estimar o potencial de
emergéncia no campo (PEC), quando o teste é conduzido entre 3 a 4 sema-
nas antes da semeadura. Uma equacao foi desenvolvida (PEC=0,6165 X TZ-
Vigor + 35,716) e testada para 100 lotes em 2002 resultou num coeficiente de
regressao de 0,79, o qual foi altamente significativo (p < 0,001). Esta equacgao
vem sendo avaliada por empresas produtoras de sementes no Brasil.

PEC = 0,6165 x TZ-Vigor + 35,716
Onde PEC = potencial de emergéncia de plantulas no campo
TZ-Vigor = indice de vigor determinado pelo teste de tetrazélio

A sequir, ilustraremos como utilizar essa equagéo para um lote cujo indice de
vigor determinado pelo teste de tetrazolio foi de 85,0%:

PEC =0,6165 x 85,0 + 35,716 = 52,403 + 35,716
PEC = 88,12%

Ou seja, esse lote tem um potencial de emergéncia de plantulas no campo de
aproximadamente 88%.

Essa equacéo foi testada para 100 lotes em 2002 resultou num coeficiente
de regressao de 0,79, o qual foi altamente significativo (p < 0,001), indicando
haver 79% de probabilidade da estimativa estar correta. A possibilidade da
utilizacdo dessa equagao vem sendo avaliada por empresas produtoras de
sementes no Brasil.

Em condi¢des normais, os resultados de germinagéo, obtidos nos testes de
germinagao, e os de viabilidade, obtidos no teste de tetrazdlio, devem ser
semelhantes, tolerando-se diferengas de até 5% entre eles. Entretanto, dis-
crepancias maiores entre os resultados podem ocorrer, sendo explicadas
por uma das seguintes razdes: a) diferencas de amostragem; b) técnicas
improprias no teste de germinagéo; c) técnicas impréprias no teste de te-
trazdlio; d) presenca de sementes duras nas amostras; e) uso de lotes de
sementes com vigor médio ou baixo; f) presenca de sementes com eleva-
dos indices de danos mecanicos, de deterioracdo por umidade ou por da-
nos causados por percevejo; g) sementes infectadas por fungos, tais como
Phomopsis spp., Fusarium incarnatum, sin. (F. pallidoroseum, F. semitectum),
ou Colletotrichum truncatum.
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Lakon, conforme citado por Gadd (1950, p. 253), mencionou que sua “lon-
ga experiéncia em comparar os resultados do teste de tetrazélio com os de
germinagao demonstrou que quando havia diferengas entre os resultados, o
problema estava sempre ligado ao teste de germinagéo.”

Vantagens e limitagdes do teste de
tetrazolio para sementes de soja

Listadas abaixo estdo as principais vantagens e limitacdes do teste de
tetrazdlio:

Vantagens

As principais vantagens do teste de tetrazdlio sao:

» Nao ¢é afetado por diversas condigdes que podem afetar o desempenho
das sementes em testes como o de germinagao, que envolvem o cres-
cimento do embrido;

» Foca atencdo as condigdes fisicas e fisiolégicas do embrido de cada
semente, avaliada individualmente;

» Permite avaliagao rapida da viabilidade e do vigor (8 horas para a soja);
» Permite a identificagcao de diferentes niveis de viabilidade e de vigor;

» Fornece o diagnodstico das possiveis causas da redugdo do potencial
fisioldgico das sementes;

* O equipamento necessario € simples e barato;

* Nao ¢ influenciado por fatores como dorméncia; sementes dormentes
sdo coloridas normalmente pela solu¢do de tetrazdlio, quando viaveis;

* Um analista experiente pode ter um rendimento de quatro a cinco amos-
tras (2 x 50 sementes) por hora de trabalho.
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Limitagoes
As principais desvantagens do teste de tetrazolio sdo as seguintes:

» Requer treinamento especial sobre a estrutura embrionaria da semente
e sobre técnicas de interpretagao;

« E relativamente tedioso, uma vez que as sementes sdo avaliadas uma a
uma, requerendo, desta forma, experiéncia e paciéncia;

* Embora seja um teste rapido, consome mais tempo para a avaliagao
de cada amostra do que o teste de germinagao; entretanto, o teste de
tetrazolio propicia maior diversidade de informagdes em relagao ao teste
de germinagao;

* Nao identifica a eficacia de tratamentos quimicos, nem a sua fitotoxici-
dade potencial;

» Requer maior senso de observagao, capacidade de decisao e conheci-
mento tedrico do analista, de vido as caracteristicas do teste.

Mason et al. (1982) reportou que o teste de tetrazolio nao foi eficaz na detec-
¢ao de danos mecanicos recentes. Tal limitagdo pode ser facilmente supera-
da com a utilizagado de uma solucgao de tetrazolio de menor concentragao, ou
seja, 0,075, conforme sugerida no presente manual.

Quando aplicar o teste de tetrazoélio

O teste pode ser aplicado em todas as etapas do sistema de produgéo de
sementes, visando aprimorar o controle de qualidade, ou seja, na colheita, na
recepgao, antes e apos o beneficiamento e a secagem, durante o armazena-
mento e antes da semeadura. Deve-se enfatizar que os resultados obtidos no
teste refletem o potencial fisiolégico atual das sementes.

Tem sido utilizado com sucesso a partir da etapa de pré-colheita: por exem-
plo, para a soja, sugere-se que cerca de seis a sete dias antes da colheita,
diariamente, sejam feitas amostragens de plantas dos campos de produgéo,
trilhando-se as sementes manualmente. Por meio da avaliagdo dessas se-
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mentes pelo teste de tetrazoélio, pode-se verificar o nivel de vigor, a viabilidade
e a ocorréncia de danos causados por percevejos e deterioragado por umida-
de. Dependendo dos resultados obtidos, podera ser decidido com seguranga
se o referido campo apresenta nivel de qualidade para ser destinado a indus-
tria de sementes ou descartado como gréo. Isto pode resultar em economia
significativa aos produtores de sementes, evitando despesas desnecessarias
para o transporte, secagem, beneficiamento, embalagem e armazenamento
de lotes de sementes de baixo potencial de desempenho.

Pode ser realizado em amostras de sementes tratadas com agroquimicos,
como por exemplo fungicidas, inseticidas, nematicidas, micronutrientes, se-
guindo-se alguns procedimentos técnicos e de seguranga. As sementes tra-
tadas devem ser inicialmente pré-condicionadas em papel para germinacéo,
conforme os procedimentos disponiveis para varias espécies. Em seguida,
enxaguam-se as sementes em agua corrente, antes de serem colocadas
para coloragao na solugao de trabalho do sal de tetrazélio, visando remover
parte dos produtos utilizados no tratamento. Apds o desenvolvimento da co-
loragdo, enxaguam-se novamente as sementes, ndo apenas para remover a
solugao de tetrazolio, mas também para remover os produtos do tratamento.
Luvas cirurgicas, guarda-p6 € mascara devem ser utilizados pelo analista.
Caso algum dos produtos utilizados no tratamento interfira no padrao de co-
loragédo das sementes submetidas ao tetrazdlio, a solugao de trabalho devera
ser preparada utilizando-se o tampao de fosfato, ao invés de agua, conforme
ja relatado.

Ao realizar o teste de tetrazélio em sementes tratadas com fungicidas, inseti-
cidas ou nematicidas, todos os cuidados devem ser tomados pelos analistas,
que deverao utilizar os equipamentos de protegéo individual (EPI), como lu-
vas, mascaras, guarda-pos.
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Areas para melhorias

A utilizagéo dos resultados do teste de tetrazdélio, como em qualquer teste de
vigor, pode auxiliar na identificacdo dos niveis de vigor de diferentes lotes de
sementes e estimar o desempenho desses lotes no campo sob condigbes
otimas e desfavoraveis. Testes de afericdo para determinar a precisdo do
método devem ser realizados para verificar a fidelidade dos procedimentos
adotados, de conformidade com as recomendacgdes da pesquisa, da interpre-
tagao do teste, e consequentemente, garantir a consisténcia dos resultados.
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