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APRESENTA9'/T0

A avaliagéio da qua/idade fisiologica da sementes de soja tem
sido um grande desafio para os tecnologistas de sementes, devido éz
inf/uéncia dos vérios fatores que podem afetar a sua qualidade, nas
diversas fases da sua produgéo. O teste de z‘etrazo'/io, porproporcionar
0 exame detalhado das estruturas essenoiais da semente, tem contri-
bu/'do para identificar esses fatores, apontando 0 mais importante, res-
ponsével pe/a redugéio dessa qua//dade.

A Embrapa, através do Centro Nacional de Pesquisa de Soja,
tem contribuido para 0 aperfe/goamento da metodologia do tesie de
tetrazo/io. Os trabalhos de pesquisas desenvolvidos pela Equipe de
Sementes tém oomo principal objetivo suprir a inddstria e os progra-
mas de pesquisa em sementes com um teste eficaz que fornega infor-
mapoes confiéveis na ava/iaoéo da qua/idade de semente.

A presente publicapéio é editada com a finalidade de comparti-
/har a uti/izagéo desses conhecimentos com toda a comunidade de
profissionais de sementes.

PAUL0 ROBERTO GALEI?/INI
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento

Embrapa Soja
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A produgéo e a utilizagao de sementes de alta qualidade sao fatores
basicos da maior importéincia para o sucesso da cultura da soja [Glycine max
(L.) Merrill]. Para que tais requisitos sejam alcangaclos, o sistema de controle de
qualidade na indfistria de sementes dove ser égil, versatil e confiavel, fornccendo
resultados precisos e do maneira rapida. Algumas determinagoes, como pureza
ffsica e varietal, grau de umidade e fndice dc danos mecfinicos podem ser
realizadas em apenas alguns minutos, suprindo, parcialmente, tais exigéncias.

A demora na obtengiio dos resultados de germinagfio resulta numa séria
limitagio ao processo do tomada do decisoes na indfistria de sementes. Aiém
da demora em sua execugéo, este teste, na sua forma do avaliagao tradicional,
nfio fornece informa<_;6es quanto ao vigor, nfio permite de maneira precisa a
identificagfio dos fatores que afetam a qualidade das sementes, e seus resultados
sao freqfientemente mascarados pela ocorréncia de danos do embebigao (Franga
Neto er al, 1997) e pela presenga do fungos como Phomopsis spp. e Fusarium
semitectum (Henning & Franga Neto, 1980; Franga Neto & West, 1989a,
1989b). Tais limitagoes podom resultar em sérios prejuizos aos produtores de
sementes por afetar negativamente a tomada de decisoes relativas A colheita,
ao processamento, a armazenagem e a comercializagao.

' Engcnheiro Agronomo, Ph.D., Pesquisador da Embrapa Soja; Caixa Postal 231; 86001-
970 Londrina, PR; enderego eletrdnicoz franca@cnpso.embrapa.br
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Dontro os divorsos métodos do controlo do qualidado adotados pela
indiistria do somontos no Brasil, 0 tosto do totrazolio tom so dostacado,
principalmonto para a soja, dovido :1 sua rapidez, procisio o também polo grande
nfimoro do informaooos fomocidas polo mesmo. O tosto, além do avaliar a
viabilidado o o vigor dos lotos do somontos, fomoco 0 diagnostico das possfvois
causas rosponsévois pola rodugao do sua qualidade: danos mocfinicos,
dotorioragao por umidado o danos do porcovojo, que sao os problomas que
mais comumonto afotam a qualidado fisiologica da somonto do soja. Porém,
além dossos, os danos do socagom, do ostrosso hidrico o do goada podom também
sor facilmonto visualizados polo tosto. Alias, o fornocimonto dosso d_iagn6st1'co
tom sido 0 grando rosponsévol polo olovado fndico do adogfio do tosto om nosso
Pafs, pois, além do apontar os problomas do rodugao do qualidado das somontos,
o tosto, quando aplicado nas divorsas otapas do sistema do produgao, podo
idontificar os pontos do origom dossos problomas, pormitindo que agoos
corrotivas sojam adotadas, rosultando na produgéo do somontos do alta qualidado.

No caso da soja, gragas a publicagao das primoiras vorsoos do presonte
manual (Franga Noto er al., 1985; Franga Noto et al., 1988) o também dovido
aos divorsos troinamontos oforocidos polos profissionais da Embrapa Soja o do
outras instituigoos, tomos a cortoza do que 0 tosto é oxocutado om todos os
laboratorios do analiso do somontos brasiloiros que trabalham com tal ospécio.
Em consoqiiéncia, hojo, podo-so dizor que 0 Brasil é 0 lidor mundial do utilizagao
do tosto do totrazolio a nivol do rotina. Alguns nfimoros podom ilustrar a
significancia do tal lidoranga: para a somoadura dos 12,5 milhoos do hoctaros
provistos para a safra 1997/98, foram nocossarias corca do um milhao do
tonoladas do somontos do soja, ou soja, aproximadamento 20 milhoos do sacas
do 50 kg, 0 que roprosonta ao rodor do 100.000 lotos. Caso 80% dossos lotos,
om média, forom analisados polo monos duas vozos polo tosto do totrazolio,
duranto 0 procosso do controlo do qualidado, isto rosulta om corca do 160.000
analisos roalizadas om 1997, aponas com soja.

A utilizagéio do tosto do totrazolio om nosso Pais roporcurto nao aponas
com rolagao aos aspoctos quantitativos, conformo ilustram os nfimoros
apresontados acima, mas, principalmonte, quanto aos qualitativos, pois quando
roalizado om conjunto com outros tostos, tem propiciado a comorcialiagao dos
lotos que ofotivamonto aprosontom bons padroos do qualidado. Isto tom rosultado



num sistoma do controlo do qualidado do alta confiabilidado, assogurando
maioros lucros aos produtoros do somontos, através da produgao do somontos
do alta qualidado a monor custo. Segundo informagoos que constantomonto
recobomos do divorsos produtores do semontos, isto tom rosultado em indicos
proximos do zero do roposigéio do somontos o do rossemoadura.

Imsromco

“O sucosso do dosonvolvimonto do tosto do totrazolio é rosultado da
conquista do varias otapas na historia da pesquisa om somontos o da obtongao
do novos conhocimontos sobro a vida da somonto.” (Moore, 1985, p. 2). Rovisoos
mais detalhadas sobro 0 historico do tosto do totrazolio foram publicadas por
Cottroll (1948), Dolouche er al. (1962), Gadd (1950), Isely (1952), Lakon
(1953), Lindonboin (1965) o Moore (1962a, 1966, 1969, 1976). Uma sintose
dos principais fatos quo contribuiram para 0 sou dosonvolvimonto é apresontada
a soguir.

O dosonvolvimonto do tostos rzipidos, visando a dotorminagao da
qualidado fisiologica das somontos, tom sido um dos principais objotivos dos
tocnologistas do somonto ha varios anos, principalmonto a partir do final do
século passado, quando o sistema do produofio do somonto comogou a sor
organizado om divorsos pafsos da Europa.

Divorsos tostos, basoados na obsorvagao da coloragao, do aspocto, do
peso volumétrico o da volocidado do ombobioao das somontos foram inicialmonto
utilizados, visando a rapida avaliagéio da viabilidado das mosmas, porém som
nonhuma procisao. No inicio da década do 1920, a dotorminagao da atividado
do cortas onzimas, como a peroxidase, catalase, oxidaso, rodutaso o fonolaso,
rocobou atongao especial, porém a falta do sucosso do tais tostos dovou-so ao
fato do que a atividado dostas onzimas nao era roalizada om somontos
individualizadas. Nessa mosma época, divorsos corantos, como o indigo
carmino, azul do metilono, vormolho noutro, acido sfilfurico o vordo malaquita
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foram tostados o a falta do precisfio rosultou no insucesso da adogao do tais
métodos.

Conforme relatado por Moore (1969), as primoiras tentativas que
apresontaram sucosso na avaliagao da viabilidado das somontos com bio-corantes
foram roalizadas po1'Turina, na Iugoslavia, om 1922, o por Neljubow, na Russia,
em 1925. Turina trabalhou com a rodugfio do sais do telurio e do selénio nas
células das somontos o Noljubow rolatou algum sucosso com a utilizaoao do
indigo carmine.

No inicio dos anos 30, Hasegawa do Japao, trabalhando com somontos
arboroas, aperfoigoou a aplicagao do sais do tolurio e do selénio para a coloragfio
do ombrioes do somontos. A grando maioria do sous trabalhos foi publicada em
linguajaponosa, tomando os sous avangos inacossfvois a comunidade cientifica.
Alguns do sous ostudos foram amplamente divulgados apos a publicagfio do
alguns do sous rosultados om inglés (Hasogawa, 1935) e em alemao, apos uma
reuniao da ISTA (Associagao Intemacional do Anélise do Somontos) na Europa.
Durante osta viagem, I-Iasegawa revolou alguns detalhes do sua metodologia
do analiso ao ciontista alomfio F.E. Eidmann, que, por sua voz, 21p1‘1l'I101‘Ol 0
método do selénio (Moore, 1969).

O grego, Georg Lakon, trabalhando em Hohenhein, Alemanha, desde 0
inicio da década do 20, vinha dodicando-so com grande interesse por trabalhos
na area do fisiologia do somontos. Elo aperfeigoou o método do selénio,
dosenvolvido por Hasegawa o Eidmann, culminando com o dosonvolvimonto
do método topografico do selénio para a determinagao da viabilidado do
somontos (Lakon, 1940). Quando tomou conhecimento dos efeitos toxicos do
solonio aos analistas do somontos, Lakon procurou por um sal similar, porém
nao toxico, que podoria sor utilizado com a mesma finalidado. Segundr Cottrell
(1948) e Isoly (1952), apos a indicagao por Kiihn e Jorchel (1941) do que
divorsos compostos do totrazolio poderiam so reduzir om tecidos vivos, Lakon
tostou varios dossos sais o concluiu que 0 2,3,5-trifenil cloreto do tetrazolio era
0 mais apropriado para o tosto topografico. Lakon desenvolveu a metodologia
para somontos do varias ospécies do coreais e para milho.

Conformo relatado por Moore (1976), a divulgagao da existéncia e dos
méritos do tosto do tetrazolio ocorreu pela primeira voz nos Estados Unidos em
1945, mediante invostigagoes roalizadas polo Exército Americano, apos a II
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Guerra Mundial, sobro atividados do pesquisa na Alomanha. O primoiro trabalho
realizado com o tosto nos Estados Unidos foi publicado por Porter et al. (1947),
da Universidado Estadual do Iowa. Outros ostudos pioneiros, roalizados nosso
mesmo pais, conformo rolatado por Moore (1976), foram publicados por
Flomion o Poole, do Instituto Boyce Thompson do Nova Iorquo, por Goodsell,
da compania do somontos do milho Pioneer, do Johnston, Iowa, o por Bennett,
da Universidado Estadual do Iowa.

Avangos significativos sobro o tosto ocorroram nos anos 50. Varios
pesquisadoros do divorsas univorsidados Americanas alcangaram rosultados
basicos importantos. Dontro olos, dostacaram-so Isoly, Bass, Smith e Thronobeiry,
da Universidado Estadual do Iowa, o Parker, da Universidado do Idaho.

Na década do 60, progrossos significativos rolativos £1 aplicagao pratica
do tosto formam obtidos por Dolouche, Still, Raspot o Loinhard, da Universidado
Estadual do Mississippi, que publicaram 0 primoiro manual sobro o tosto, que
abordava a metodologia para um grando ntimoro do ospécios (Dolouche er al.,
1962). Jonson, Piorpoint, Hayes o Grabo, do Laboratorio do Somontes da
Universidado Estadual do Oregon o Copeland, Bruce e Midyetto, da Virginia,
também contribuiram com melhorias ao tosto.

Em 1970, outro marco importanto foi atingido. A utilizagao do tosto foi
acoita pola AOSA (Associagao Oficial dos Analistas do Somontos), através da
publicagao do Manual do Testo do Totrazolio (Grabo, 1970). Em 1983, a AOSA
publicou o Manual do Testes do Vigor (AOSA, 1983), que abordava a
motodologia do tosto para soja, algodao, milho o trigo.

Rooonhocimento especial dove sor dado ao Dr. Robert P. Moore do
Laboratorio do Somontes da Universidado Estadual da Carolina do Norto. Entro
1943 o 1987 olo publicou 230 trabalhos sobro 0 tosto o editou o Manual do
Tosto do Totrazolio (Moore, 1985), publicado pola ISTA. Tal publicagao contom
dotalhos sobro a motodologia do tosto para mais do 650 espécios.

O tosto do totrazolio foi também adotado com sucosso em divorsos paisos.
No Brasil, o tosto foi introduzido por divorsos profissionais da Area do Somontes,
que rocoboram treinamontos na Universidado Estadual do Mississippi. Através
do Convénio AGIPLAN/Ministério da Agricultura com tal Universidado, foram
traduzidos polo Prof. Flavio Rocha, da Universidado Federal do Polotas, dois

i 
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manuais sobro o tosto: “O Tosto do Totrazolio para Viabilidado da Somonto"
(Dolouche et al., 1976) o “Manual do Tosto do Totrazolio om Somentos” (Grabo,
1976).

O tosto foi aprimorado para a soja polos pesquisadoros do Centro Nacional
do Posquisa do Soj a, da Embrapa, que publicaram, om 1981, o primoiro manual
ospecifico para a soja (Franga Noto, 1981), que foi 0 ombriao para o manual
soguinto, “Motodologia do Tosto do Totrazolio om Somontes do S0ja” (Franga
Noto et al., 1985). O roforido manual foi atualizado o colocado om uma forma
mais didatica, sondo langado alguns anos apos (Franga Neto et al., 1988). Tais
manuais continham a classificagao do vigor da somonto do soja om diforontos
classes do viabilidado. Hojo, o tosto é rotinoiramonto utilizado om todos os
laboratorios do analiso do somontos que trabalham com soja no Brasil.

PR//vc/iv/asno rssri-'

O tosto do totrazolio basoia-so na atividade das onzimas dosidrogonases
(AOSA, 1983; Bulat, 1961; Copeland et al, 1959; Moore, 1973; Smith, 1952;
Smith e Thronoberry, 1951) as quais catalizam as roagoos rospiratorias nas
mitocondrias, durante a glicoliso o 0 ciclo do Krebs. Estas onzimas,
particularmonto a dosidrogonase do acido malico, roduzem 0 sal do totrazolio
(2,3,5-trifonil cloreto do totrazolio ou TCT) nos tecidos vivos. Quando a somonto
do soja é imersa na solugfio incolor do TCT, osta é difundida através dos tecidos,
ocorrendo nas células vivas a roagao do rodugao que rosulta na formagao do
um composto VCI'1Tl6Il10, ostavol o nao-difiisivel, conhecido por trifenilformazan:

Sal do tetrazélio + H* dosidrogonases , Trifenilformazan
Oincolor ‘vormolho
*difusivel Oniio difusivel

Quando o TCT é reduzido, formando o trifonilformazan, isto indica que
ha atividade rospiratoria nas mitocondrias, significando que ha viabilidado
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colular o do tocido. Portanto, a coloraoiio resultanto da roagao é uma indicagao
positiva da viabilidado através da dotocgao da respiracao a nivol colular. Tocidos
nao viavois nao roagom o conseqiiontomonto nao sac coloridos.

Sondo o tocido vigoroso, havora a formagao do um vormolho cannin
claro; so o tocido osta om dotorioraoao, um vormolho mais intonso sora formado,
om virtudo da maior intonsidade do difusao da solugao do TCT polas membranas
colularos comprometidas do tais tecidos; so o mesmo é nao viavol, a rodugao
do sal nao ocorrora, o o tocido morto contrastara como branco (nao colorido)
com o tocido colorido viavol. A obsorvagao do tais diforongas do cor, juntamonte
com o conhecimento do divorsas caractorfsticas das semontos, pormitom a
doterminacao da prosonga, da localizagao e da naturoza dos distubios que podom
ocorror nos tecidos ombrionarios (Moore, 1973).

MA TE]?/AL NECESS/IRIO

Para a roalizaciio dosto tosto é nocossario o soguinto:
a) roagonto:

* sal do totrazolioz 2,3,5-trifenil cloreto do tetrazolio, normalmente
comorcializado om frascos com 10 g;

b) vidraria:
' placas do Potri;
* frasco do vidro (becker) ou copos do plastico (para cafozinho), volume 50

ml;
v frasco do vidro, cor ambar, para annazonar a solugao do totrazolio, que é

fotossensivol e so reduz com a luz.

lmportante: nao utilizar frascos motalicos, para ovitar roducao da solugao
do totrazolio em trifonilformazan, quando om contato com cortos metais,
conformo rolatado por Bulat (1961).
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c) lamina do barboar;
d) ostufa ou gorminador, com tomporatura do 35°C a 40°C;
o) lupa do sois aumontos (6X) com iluminacfio fluorosconto, do proforéncia

circular;
f) rofrigorador para armazonagom das amostras;
g) papol do gorminagao.

Prepara da salupéio
Rocomonda-so utilizar solucao na concontracao do 0,075 %, pois a mosma

pormito uma coloragao adoquada das somontos, pormitindo a visualizacao com
maior precisiio do danos mecanicos rocontos, causados por abrasao, que
normalmente nao seriam dotoctados com o uso do solucoos mais concontradas
(0,5 a 1,0%), conformo sugorido na litoratura intomacional (AOSA, 1983;
Dolouche er al, 1962; Grabo, 1970; Moore, 1985). Além disso, a utilizagao do
solucao nossa concontragao é mais oconomicaz com um vidro do 10 g do TCT
podo-so tostar a viabilidado do até 200 lotos do somonto, utilizando a solugéio a
0,075%. Caso a solugao utilizada tivosso a concontracao do 1,0%, aponas 15
amostras podoriam sor avaliadas com 10 g do sal.

Propara-so, inicialmonto, a solucao estoquo a 1,0%, misturando 10,0 g
do sal do tetrazolio om 1,0 litro do agua dostilada. Esta solucao dove sor
armazonada em frasco do vidro do cor ambar, om local oscuro o fresco, do
proforéncia na goladoira.

Quando nocossario, propara—so a solucao do trabalho a 0,075%, que
também dovo sor armazonada com os mosmos cuidados da solugfio estoquo:

1,0 litro do solugao a 0,075% = 75 ml solugao estoquo (1,0%) + 925 ml
do H20.

A agua utilizada no preparo da solucao do trabalho podo sor dostilada ou
da redo do abastocimonto, dosde que aprosonto 0 pH ontro 6 o 7, o nao soja
salobra.

7
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4* Amostragem

A amostra do trabalho dovo sor roprosontativa do loto o colotada conformo
proscrito polas Rogras para Analiso do Somontes (RAS; Brasil, 1992).

‘is Nlimero do Somontes

Para o tosto do gorminagao (om aroia ou rolo do papol) as RAS rocomon-
dam a utilizacao do 400 somontos por amostra, (8 sub-amostras com 50 somontos
cada). Para o tosto do totrazolio é sugorida a utilizaoao do 100 somontos (2 sub-
amostras com 50 somontos cada), conformo sugorido pola AOSA (1983), Moore
(1973), Franca Noto (1981) o Franca Noto er al. (1985; 1988).

A nocossidado do um monor nfimoro do somontos para o tosto do totrazolio
é dovida as condigoos homogénoas a quo sao submotidas todas as somontos
durante o sou preparo, o que, normalmente, nao ocorro durante a oxocugao do
tosto padrao do gorminacao. Os rosultados dosso ultimo tosto podom sor afetados
por divorsos fatoros: gradiontos do umidado o temporatura comumonto
oncontrados nos gorminadoros; diforongas do pH o da textura do papol; variagao
na quantidado do agua adicionada ao substrato; o a prosonoa do fungos, como
Phomopsis spp. o Fusarium semitectum nas somontos tostadas.

*1‘ Pré-condicionamento
As somontos dovom sor ombaladas em papol do germinagao umodocido

o mantidas nostas condig6os por um periodo do 16 horas, na temporatura do
25°C. Para ovitar a porda do umidado, as ombalagons dovom pormanocor em
camara fimida, ou soja, om saco plastico, em gorminador ou em dossocador
com agua om lugar do silica—gol.

Os togumontos do somontos oscuras do soja normalmente nao pormitom
a difusao da solugao do tetrazolio. Portanto, os mosmos dovom sor romovidos
das somontos antes do procosso do coloraeao.

Caso haja a nocossidado do maior rapidoz, podo-so utilizar a motodologia
altomativa, sugorida por Costa et al. (1998), realizando-so o pré-condiciona-
monto por 6 horas a uma temporatura do 41°C, 0 que roprosonta um ganho do
10 horas no preparo das somontos, som que haja porda do procisao dos rosultados.
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'1' Coloracao
Apos o pré-condicionamonto, as somontos sao colocadas om frascos

boquor ou copinhos do plastico, sondo totalmonto submorsas na solucfio do
totrazolio (0,075 %). As somontos dovom pormanocor assim a uma temporatura
do 35°C a 40°C por aproximadamonto 150 a 180 minutos. Esta temporatura
podo sor obtida utilizando-so uma ostufa ou um gorminador.

E bom rossaltar que osta oporagao dove sor roalizada no oscuro, uma voz
que a solugao do totrazolio é sensivol a luz (Lakon, 1949).

'2' Lavagem da Amostra

Alcangada a coloracao ideal, as somontos sao rotiradas do ambionto a
35°C - 40°C o sao, em soguida, lavadas com agua comum o dovom sor mantidas
submorsas em agua até 0 momento a avaliagao. Caso as amostras nao sejam
avaliadas do imodiato, dovom sor mantidas om rofrlgorador, por até 12 horas.

,__{5”_j>’ INTERPRETAQ/T0
K;-* Lil‘ T _ - _ i : -1 __ 4 __ ;* _"___;':' _ 7 _ 1

Aposar do nao utilizar oquipamontos o roagontos caros, 0 tosto roquor
que o analista do somontos soja bom troinado nas técnicas do tosto. E basico o
conhecimento das estruturas anatomicas da somonto polo analista. Experiencia,
imaginaciio e julgamonto critico sao também nocossarios para que o analista
possa visualizar os tipos do anormalidados do plantulas que sao rovolados polo
tosto do tetrazolio. A procisao do tosto depondo do conhecimento do todas as
técnicas o procodimontos onvolvidos.

Conformo moncionado por Moore (1985), ha trés objotivos basicos na
avaliagao das somontos: a) dotoiminar 0 potoncial do gonninagao do um loto do
somontos sob as condigoos mais idoais possivois; b) catogorizar as somontos om
diforontos classes do viabilidado; o c) diagnosticar as possivois causas que rosultam
na porda do viabilidado das somontos. Os dois primoiros objotivos podom sor
alcanoados pola intorprotagao do quatro caractoristicas basicas: condioao e cor
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dos tecidos apos a ooloragao, pola localizagfio o polo tamanho das losoos. A
habilidade do analista do somontos om roconhocor os sintomas tipicos dos
diforontos tipos do danos que podom ocorror nas somontos é imporativo para a
obtongao do diagnostico corroto das causas do porda do viabilidado.

Para que a interprotagfio so torne monos cansativa, sugere-so que soja
ofetuada sob lupa do seis aumontos (6 X), com iluminaoao fluorosconto. As
somontos dovom sor avaliadas uma a uma, seccionando-as longitudinalmonto
através do contro do oixo ombrionario (Fig. 1), com 0 auxilio do uma lamina
do barboar. Caso o corto nao soja bom contralizado, a avaliacao da condicao do
oixo ombrionario dove sor roalizada na motado que contonha a maior parto do
oixo, oxpondo-so o sou cilindro central, apos cortos adicionais.

Apos o soccionamento da somonto, as suas motados sao soparadas, sondo
o togumonto romovido para que a suporficio oxtorna dos cotilédonos vonha a
sor oxposta. O analista dove obsorvar as superficios oxterna o interna dos
cotilédonos, procurando por todos os tipos do danos.

Eixo ombrionario

./"'”Q
FIG. 1. Ilustracfio do local do corto da semente do soja, através da parto central do oixo

embrionfirio e do hilo.
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Cuidados ospociais dovom sor tomados durante a avaliagao do oixo
radicula-hipocotilo, que é composto por dois tipos do tecidos: o cortex o O
cilindro central (Fig. 2). O cilindro central é a ostrutura mais critica do oixo
radicula-hipocotilo. Como uma regra goral, caso um dano vonha a ocorror nosso
oixo, mas nao é suficiontemonto profundo para danificar o cilindro central, a
somonto podo ontao sor considerada viavol. Entrotanto, so o dano atingir 0
cilindro central, a somonto sora considerada nao viavol (Pig. 3).

Além do cilindro central, outra regiao critica na somonto do soja, que
dovor sor obsorvada com muita atoncao, é a rogifio vascular (Fig. 3 o 4).
Através dossa rogiao passam os vasos que conectam o oixo ombrionario aos
cotilédonos, sondo, portanto, do suma importancia para o transporto do matoriais
do rosorva dos cotilédonos a plantula om dosonvolvimonto, nas fasos iniciais
do germinacao e omergéncia. Caso tal rogiao vonha a sor afetada por algum
tipo do dano, o vigor o/ou a viabilidado da somonto podorao sor compromotidos.

Outro fator que dove sor obsorvado é a diforonciagao do cores dos tecidos:
' vormolho carmim: tocido vivo e vigoroso
' vormolho carmim forte: tocido om dotorioraoao
* branco leitoso: tocido morto

Do acordo com Moore (1985), tecidos vigorosos tondom a colorir
gradualmonto o uniformomonto o, quando ombobidos, aprosontam-so turgidos
(Figs. 5 e 6). A ocorroncia do vormolho intenso é caractoristica do tecidos om
dotorioracao, que pormitom uma maior difusao da solugao do totrazolio através
do suas mombranas colularos ja comprometidas. Quando oxpostos ao ar, tais
tecidos pordorao a turgidoz mais rapidamento que os tecidos vigorosos. O
branco idontifica tecidos mortos, que nao aprosontam a atividade onzimatica
necossaria para a produgao do trifenilformazan. Tocidos mortos normalmente
sac flacidos o aprosontam a coloracao branco-opaca, mas podom sor amarelados,
cinzentos ou esvordoados, principalmonto quando sofreram danos causados
por percevejos. Em algumas raras situacfios, tecidos mortos podom aprosontar
manchas avormolhadas, causadas por atividados do cortos fungos ou bactérias.
Entrotanto, tais tecidos sao facilmonto diferonciados do tecidos viaveis, por
sorom oxtromamento flacidos o friaveis.
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Cilindro central

Pit

Fladicula

4-"'”".-flflfl

c°"°" / ‘('61: Pliimula

II 1 Regiao
Hipocdtilo --"""’ "as°“'a'

Cotilédono

Eixo embrionario

FIG. 2. Corte longitudinal de uma somonto do soja, mostrando suas estruturas
embriomirias.

Dan‘? Deterioracao

VIAVEL NAO VIAVEL

meC9"'°° por umidade\\~

Tecido morto
afetando o

cilindro central

FIG. 3. Corte longitudinal de duas sementes do soja, mostrando a ocorréncia do danos
no eixo radicula-hipocotilo.
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FIG. 4. Detalho da regifio vascular e da pliimula do semente de soja vigorosa. Note a
regifio meristemzitica o a diferenciacfio do cortex e cilindro central do hipocotilo.
(Foto: J. B. Franca Noto).

Dove-so enfatizar que apos 0 soccionamento das somontos, as suporficios
intomas dos cotilédones sao normalmente descoloridas (brancas), dovido a
falta do difusao da solucao do tetrazolio as suas camadas mais profundas (Fig.
6). Moore (1985) caractoriza os tecidos viaveis, que nao coloriram, como
normalmente turgidos, brilhantes, aprosentando tonalidados branco-rosadas ou
branco-amaroladas.

A posicao o a oxtonsao dos danos que ocorrom nas somontos séio
caracteristicas do importancia crucial para a corrota avaliagao das mosmas e
dovom sor considoradas om combinacao. Por oxomplo, uma poquona lesao
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FIG. 5. Padrfio do coloragfio polo tetrazélio do scmente de soja altamente vigorosa. (Foto:
J. B. Franco Noto).

i 

FIG. 6. Padrao do coloracao pelo tetrazolio da face interna do somonto do soja altamonte
vigorosa. (Foto: J. B. Franca Noto).
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causada por percevejo, que danifica o hipocotilo, atingindo 0 cilindro central,
resultaré em conseqiiéncias mais sérias que uma lesfio do grande extensfio,
localizacla na metade inferior do um cotilédone, longe do eixo embrion2’11'io e
da regifio vascular.

5 1. Diagnéstica das Causas daDeteriaragéo da
semente de Soia

Vzirios fatores afetam a qualidado da semente dc soja. Os principais,
conforme descrito por Moore (1960, 196221, 1973) e por Franga Neto (1984)
silo danos mecfxnicos, dete1'io1'ag5o porumidade, danos causados por percevejos,
danos por seca e altas 161'11p61'E1U.ll'ElS, danos de secagem e danos dc geada. Cada
tipo dc dano esté associado com lesoes caracterfslicas, que siio descritas
resumidamente a seguir.

'2' Danos mecfinicos (Figs, 7 21 12) resultam de impactos ffsicos durante as
operagoes de colheita, trilha, secagem, beneficiamento, transporte e semeadura
das sementes dc soja. Hzi trés tipos dc danos mccfinicos que séo facilmcnte
identificados polo teste do tetrazolioz rachaduras, amassamentos e abrasoes. O
Liltimo é identificado pela presenga dc lesoes de coloragfio vermelho escura,
caso tenham ocorrido recentemente, ou por lesoes brancas com tecidos fleicidos,
se néo recentes. Um analista inexperiente podo confundir 0 pit (Fig. 2) com
lesoes de danos mecfinicos. O pit é uma depressfio na superficio externa dos
cotilédonos, composto por um gmpo de células especializadas, em oposigio
direta ao antipit do tegumento, que é uma carnada de células na superffcie
ventral do tegumento (Yaklich er al., 1984, 1986).

'1' Dcterioragfio por umidade (Figs. 12 a 19), conforme descrita por Moore
(1973), Franga Neto (1984) e por Pereira e Andrews (1976), resulta da exposigfio
das sementes de soja a ciclos alternados de condigoes ambientais flmidas e
secas na fase final de maturagfio, antes da colheita. Tais danos aprosontam uma
maior magnitude, caso ocorram em ambientes quentes, tfpicos dc regioes
tropicais e sub-tropicais. Sementes com degorioragfio por umidado aprosontam
rugas caracteristicas nos cotilédonos, na iegiéo oposta ao hilo, ou sobre o eixo
embrionério. Apos a coloragfio, essas sementes revelarfio a p1"eseng:a de lesoes
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de coloragao vermelho intensa ou branca sobre os tecidos embrionarios
adjacentes a tais rugas. Freqiientemente, tais 1es6es estfio associadas com a
infecgao por certos fungos. As lesoes podem ser profundas e caso o cilindro
central esteja danificado, ou se mais de 50% dos tecidos de reserva dos
cotilédones estiverem deteriorados, a semente é considerada nao viavel. A
deterioragao por umidade apresenta uma caracteristica muito tfpica, que é a
simetria das lesoes em ambos os cotilédones da semente (Figs. 13 e 14).

*1‘ Danos de percevejo (Figs. 20 a 22) podem afetar seriamente a qualidade
da semente de soja. Dentre as diversas espécies desse inseto, 0 percevejo verde
Nezara viridula (L.) tem ocorréncia generalizada na maioria das regioes
produtoras de soja (Turnipseed e Kogan, 1976). Outras espécies, como
Piezodorus guildini (Westwood) e Euschistus heros (Fabricius), podem também
causar sérios danos as sementes. A0 se alimentar das sementes de soja, o
percevejo as inocula com a levedura Nematospora coryli Peglion (Sinclair,
1982), que ira, entao, colonizar os tecidos das sementes, deteriorando-os, 0
que resulta em severas redugoes de vigor e de viabilidade (Bowling, 1980;
Villas Boas er al., 1982). Essa infecgao forma lesoes circulares caracteristicas,
muitas vezes enrugadas e profundas. Os tecidos lesionados sao mortos e flécidos,
apresentando a coloragéio tfpica esbranquicada, as vezes esverdeada, amarelada
ou acinzentada. Um anel de coloragfio vermelho intenso separa, na maioria dos
casos, os tecidos mortos dos vigorosos (Fig. 22). Lesoes mfiltiplas podem
ocorrer numa finica semente e caso haja sobreposicao das mesmas, o sintoma
circular tfpico nao seré distinguivel. Com freqtiéncia, uma pequena perfuragfio
causada pelo inseto pode ser observada no centro das 1es6es circulates. Puncturas
profundas podem ocorrer, resultando na inoculagfio dos tecidos centrais das
sementes pelo fungo N. coryli. Tais lesoes nem sempre podem ser observadas
na superficie externa das sementes.

4' Danos por seca e altas temperaturas (Fig. 23) podem ser observados em
sementes de algumas cultivates de soja, quando altas temperaturas (acima de
30°C), associadas com perfodos de baixa disponibilidade hidrica (seca), ocorrem
durante a fase de enchimento de graos. Os sintomas sfio variaveis: a lesao
tfpica pode ser caracterizada pela presenga de uma covinha nos cotilédones até
0 completo enrugamento das sementes. Algumas sementes produzidas sob tais
condigoes de estresse podem tornar-se impenneaveis a agua. Sementes com



.24.

sintomas superficiais desse tipo de dano (covinhas), apés a co1orag£'1o, pOdc;n1
apresentar lesoes vermelho oscuras ou brancas que podem ser C0I1fLll1C1lLl:15
com deterioracao por umidade. A constatacfio dessas covinhas nas S@1T1fll‘|l.u3:-1
secas pelos analistas evitaré que interpretagoes erroneas desse tipo venham ,3
ocorrer. Sementes enrugadas, apos a coloragfio, podem ser deformadas Q
apresentam manchas vermelho escuras e esbranquiggadas espalhadas sobre 03
cotilédones, com maior concentrac2'io das mesmas na regifio proxima ao eixo
embrionario (Fig. 23). Os tecidos mortos sfio flzicidos e friaveis. Sementes
severamente enmgadas normalmente nao germinam em fungfio da desintegraciio
dos tecidos do eixo embrionzirio e das regioes superior-es dos cotilédones.

'1' Danos de secagem excessiva sfio conseqiiéncia da secagem das scmentes a
graus de umidade abaixo de 10,0%. S50 caracterizados pela constatacgfio de
elevados fndices de semenles de soja com trincas transversais nos cotilédones,
sempre na mesma posigfio (Fig. 24). Quando a semente de soja é secada
excessivamente, ela esta sujeita a quebrar preferncialmente nessa posigao,
quando exposta a um impacto mecanico.

'3' Danos por geada em sementes de soja sao mais comuns em regioes de
clima temperado. A expressao desse tipo de dano depende do estadio de
desenvolvimento das sementes, da temporatura c do perfodo de exposicfio das
mesmas as condicoes de baixa temperatura (Moore, 1973). Sementes imaturas
geralmente morrem e permanecem verdes com exposigzfio a geadas. Por ontro
Iaclo, scinentes secas e maduras resitem bern a esse tipo de estresse. Os tecidos
danificados sfio identificados no tesle de tetrazdlio pela coloragfio de eixos
enibrionarios num vermelho mais intenso e pela presenga de um precipitado
verrnclho que se acumula nos tegumentos e na solugfio de tetrazélio. Tecidos
danificados por geadas podem apresentar uma coloracao vermelha com tons
esverdeados ou marrons (Osorio, 1987).

Todas as lesoes acima menciodadas podem ser intensificadas durante 0
armazen amento. Tal intensificagfio dependerfi das condigfies de lIBl'11pC1'E'1lLll'E1 e dc
umidade nelativa do ar no armazém. Danos meciinicos, principalmente os de abraséio,
e dete1"iorar;2'i0 por umidade $5.0 os tipos de dano que mais comumente progriclem
em lennos de deterioracF1o no armazém, podendo resultar em severas 1'edug:6es
cle gerniinagfio e dc vigor, principalmente nos moses finals do armazeiiameiito.
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Mais de um desses tipos de danos podem ocorrer em uma finica semente
(Fig. 12). Outros tipos de danos podem também ocorrer devido ao
envelhecimento da semente ou E1 ocorréncia de condicoes improprias durante o
armazenamento. Condicoes quentes e umidas durante o armazenamento
resultarao em severa deterioragao. N0 teste de tetrazolio, os sintomas iniciais
de deterioragao por armazenamento inadequado podem ser confundidos com
sinais de deterioracao por umidade. Neste caso, o diagnostico mais preciso da
causa da deterioracao pode ser obtido com a execugao de um teste de patologia
de sementes, por exemplo o teste de papel de filtro (“blotter test”). A constatacfio
de altos fndices de fungos de armazenagem, como 0 Aspergillus flavus ou 0
Penicillium. spp., caracteriza problemas dc armazenamento; elevada infecgao
por fungos dc campo, como P/10/nopsis spp., Fusarium. spp., ou Cercospora
kikuc/iii, caracteriza a deterioragao no campo.

A caracterizacfio dos fatores que afetam a qualidade da semente de soja
pode parecer complexa no inicio. Porém, com um bom treinamento e
experiéncia, 0 analista de sementes podera reconhecer e diferenciar com
facilidade tais sintomas.

52. Identificagéo dasIviveis de Viabilidade
O teste de tetrazolio baseia-se na analise da condicao de cada semente

individualmente. Cada semente é classificada como viavel ou nao viavel e os
tipos de danos sfio anotados. Moore e Smith (1956), citados por Copeland er
al., (1959) e Moore (1 961 , 1962b, 196'?) definiram um sistema de classificagfio
para sementes de milho e dc soja, onde cada semente era qualificada nas classes
do 1 a 5, caso viaveis, e do 6 a 8, so nao vii-iveis. A presenca, a Iocalizagfio e o
tipo do dano, além das condigoes fisicas das estruturas embrionarias, sao
utilizadas nesse sistema de classificacao. Tal metodologia foi modificada e
descrita em detalhes para sementes de soja por Franca Neto er al. (1985, 1988).

A seguir, é apresentada uma classificagilo de vigor em sementes de soja.
Os aspectos apresontados nas ilustragoes sao, na experiéncia dos autores,
considerados os mais comuns. Cada diagrama representa uma semente que foi
seccionada longitudinalmente. A superficie externa da semente é ilustrada a
esquerda e a interna a direita.
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FIG. 7. Sementes de soja com les6es tipicas de danos mecfinicos. Esquerda: semente
com dano latente (por abrasfio). Direita: dano imediato (semente trincada). (Foto:
J. B. Franca Neto).

-<.._
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1 FIG. 8. Dano mecfinico critico no eixo radicula-hipocotilo, atingindo 0 cilindro central.
(Foto: J. B. Franca Neto).
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FIG. 9. Dano mecfinico por abrasio sobre 0 eixo radicula-hipocétilo, atingindo 0 cilindro
central. (Foto: J. B. Franga Neto).

FIG. 10. Dano mecfinico afetando totalmente os tecidos meristeméticos da regifio da
plfimula. (Foto: J. B. Franga Neto).
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FIG. 11. Pequeno dano mecfinico afetando regifio vital do cilindro central e da regiiio
meristemética da plfimula. (Foto: J. B. Franca Neto).

‘v
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FIG. 12. Semente de soja com les6es tipicas de dano mecanico na radicula e cotilédone e
de deterioracfio por umidade superficial no cértex do hipocétilo. (Foto: J. B.
Franca Neto).
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FIG. 13. Semente de soja com lesfio tipica de deterioracfio por umidade. Note a simetria
das les6es e os sintomas no eixo embrionério. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 14. Semente de soja com lesfio tipica de deterioracfio por umidade. Note a simetria
das lesfies nos cotilédones. (Foto: J. B. Franca Neto).
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FIG. 15. Sementes de soja com trés niveis de deterioraciio por umidade. (Foto: J. B.
Franco Neto).

.15

FIG. 16. Semente de soja com lesfio superficial de deterioracfio por umidade no cértex
do hipocétilo. (Foto: J. B. Franca Neto).
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FIG. 17. Lesfies intensas de deterioracfio por umidado no campo em sementes de soja.
(Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 18. Sementes de soja com plfimulas coloridas em funcfio de deteriorac
no campo. (Foto: J. B. Franga Neto).

50 intensa
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FIG. 19. Sementes de soja classificadas na Classe 8, em funcfio de intensa deterioragfio
por umidade. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 20. Sementes de soja com lesfies tipicas de danos de percevejo sobre 0s cotilédones.
(Foto: J. B. Franca Neto).



FIG. 21. Sementes de soja com lesoes resultantes de danos por percevejo nos cotilédones
e no eixo embrionério. (Foto: J. B. Franca Neto).

|’ 1

FIG. 22. Lesiio tipica de dano de percevejo no cotilédone. Note a forma circular da lesfio
e o anel de tecido em deterioracfio ("ermelho intenso) ao redor do tecido morto.
(Foto: J. B. Franca Neto).
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FIG. 23. Sementes de soja com lesfies causadas pela ocorréncia de altas temperaturas e
deficiéncia hidrica durante a fase do enchimento de grfios. Topo: sementes secas;
abaixoz sementes coloridos. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 24. Sementes de soja com dano caracteristico de secagem excessiva: lotes com tal
problema apresentam altos indices de sementes com trincas na mesma posicfio
transversal dos cotilédones. (Foto: J. B. Franqa Neto).
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CLASSE 1 (maisalto vigor)
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1a. Coloracio uniforme e superficial, indicando penetraciio lenta do sal de tetrazélio;
parte interna (entre os cotilédones) nfio aprosentando coloracfio, salvo nos bordos;
todos os tecidos com aspectos normal e firme.

1 =1 1;
\ \= /

1b. Quase igual £1 anterior, exceto a ocorréncia de faixas ou estrias mais intensamente
coloridas, uma a duas por cotilédone devido in deterioracfio por umidade, as quais
siio superficiais (um a dois décimos de milimetro de profundidade).

'1

1c. Semente com aspecto de mosaico devido a um processo lento de embebicfio (Fig.
25); os tecidos se apresentam firmes e na face interna dos cotilédones geralmente '
aparece uma cavidade central de coloraciio amarelada, indicando insuficiente
absorciio de figua. Pode ocorrer em sementes semi-permeéveis. Tais sintomas podem
também estar relacionados a uma embebicfio inadequada durante 0 pré-
condicionamento, ou devido ao uso de sementes com grau de umidade muito baixo.
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FIG 25. Semente de soja com aspecto dc mosaico devido a um processo inadequado de.
embebicfio. (Foto: F.C. Krzyzanowski).

CLASSE: (alto vigor)

. ’“ '17" ‘
\I _ 'l.\i_

\

l
‘ I |

/I 5 .1’
I /

Pequenas estrias localizadas nos cotilédones na regifio oposta ao eixo embrionzirio,
as quais s50 originadas por pressfio do tegumento sobre os cotilédones causado por
sucessivas hidratacoes (expansao) e desidratagoes (contracao) de ambos em
proporcoes diferentes. Isto resulta em enrugamento do tegumento e lesao nos
cotilétones, onde a respiracfio e a atividade enzimzitica sfio mais intensas, ocasionando
a evidenciacfio da cor vermelho carmin forte. As estrias nfio devem ser superior a
0,5 mm de profundidade; a parte interna dos cotilédones apresenta-se como em la.
Danos nos cotilédones siio geralmente simétricos.
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Pequenas estrias devidas ao mesmo motivo referido em 2a., mas localizadas sobre 0
eixo embrionério. Tais lesfies devem mostrar-se apenas superficialmente, nao
apresentando qualquer alteraciio interna, como em la. Danos nos cotilédones siio
geralmente simétricos.
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Area de coloraqao mais intensa, nao maior; do que da ilustracao, provavelmente
devido a juncfio de pequenas estrias (2a), formando uma faixa continua. A parte
interna dos cotilédones apresenta-so como em la. Danos nos cotilédones siio
geralmente simétricos.
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Area de tecido sem coloraciio (branco leitoso) portanto, morto, nao maior do que a
da ilustragfio. A parte interna dos cotilédones como em 1a. Todas as lesfies referidas
de 2a e 2d, em geral, se apresentam simetricamente nos dois cotilédones, sendo esta
uma caracteristica utilizada para diferenciar dano devido ao enrugamento do
tegumento (deterioracfio por umldade) de outros tipos de dano.
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Pequenos danos mecanicos sobre a superficie externa dos cotilédones e com uma
profundidade maxima de 0,5 mm. A superficie interna dos cotilédones apresenta-se
como em la.

Dano(s) devido(s) at picada dc percevejo, com uma area total nfio maior do que a
mostrada na ilustraciio e profundidade mzixima de 0,5 mm. A localizacfio deve ser
afastada da regifio vascular (isto é, abaixo de uma linha imaginfiria, passando
transversalmente pela metade do cotilédone). A regiiio afetada apresenta-se mais
ou menos necrosada (tecido morto, coloracfio esbranquicada, de aspecto
pulverulento, as vezes com 0 sinal da punctura bom visivel, outras vezes nfio).
Superficie interna dos cotilédones como em la.
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Dano idéntico ao anterior mas com a regiiio da(s) punctura(s) sem necrose. O aspecto
é enrugado, de coloracfio vermelho carmim forte, sem partes esbranquicadas. Este
tipo de lesfio é caracteristico de picada que provavelmente ocorre em um estadio mais
avancado da maturacfio, quando a semente jé esta em fase adiantada de desidratacfio.
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2h, Mais do que duas estrias por cotilédone (nao profunda, como em lb). Superficie
interna dos cotilédones como em la.
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2i. Coloracio da superficie externa dos cotilédones como em la. A superficie interna
dos cotilédones apresenta-se também com coloracfio uniforme devido a penetragfio
da solucfio de tetrazélio através de um rompimento no tegumento.

CLASSE.5’ (vigormédidl
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3a. Estrias de coloracao vermelho carmin forte localizadas nos cotilédonos, na regiao
oposta ao eixo embrionario, com uma area total nfio maior do que ii mostrada na
ilustraciio. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar pequenas areas
mais escuras, correspondentes as estrias externas e com uma espessura méxima de
0,5 mm.



 

.' ~ - /In ii‘;-\ I. \ .
_,_¢ . — ,
|_ -

‘“—-I
I K J
' _ 1' | \__

'\.r ./\
L

~4u_-__I"
'"-*1-u

Dano quase idéntico ao anterior, mas com as estrias podendo apresentar algumas
areas de coloragao branco-leitosa, indicando tecidos mortos. Superficie interna dos
cotilédones como em 3a.
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Areas de coloragfio mais intensa, nfio maiores que as mostradas na ilustracfio,
provavelmente devido 5 junciio de estrias formando uma faixa continua. A superficie
interna dos cotilédones pode apresentar, correspondentemente, uma faixa mais
escura com espessura méxima de 0,5 mm.
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Dano quase idéntico ao anterior, mas a faixa pode ser de tecido de coloracfio
branco-leitosa (tecido morto) numa area n50 maior do que a da ilustracao. Superficie

. . . . 5interna com uma faixa de tecido morto numa espessura maxlma de 0, mm.
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I 3e. Area de coloracao vermelho intensa na superficie externa de ambos os cotilédones
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nao maior do que a da ilustracfio e com profundidade maxima de 0,5 mm (dano
mecanico). Superficie interna como em la.
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3f. Estrias localizadas na superficie do eixo embrionfirio nao se aprofundando além do
cortex, ou seja, sem afetar o cilindro central.
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3g. Extremidade da radicula mostrando coloracio branco-leitosa, indicando tecido
morto, sem no entanto afetar o cilindro central.
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3h Pequenas fraturas localizadas no eixo embrionério nfio afetando, porém, 0 cilindro
central.
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Picada(s) de percevejo, com a parte central necrosada (tecido morto, ou seja,
coloragfio branco-leitosa, com aspecto pulverulento) ou nao, com area total nao
maior do que a mostrada no ilustraciio. A area lesionada nao deve ter profundidade
superior :1 0.5 mm e deve estar localizada na regiiio abaixo de uma linha imaginéria
passnndo transversalmente pela mctade do cotilédone (regiao niio vascular).
Superficie interna dos cotilédones como em la.
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Picada(s) de percevejo, com area total nao maior do que a mostrada nu Uuslraqfio,
sem areas necrosadas (mortas), localizada(s} ahaixo do uma linha imaginziria
passando lransversalmentc pela metnde do cotilédone. Picada(s) afctando :1 superficie
interna do um dos cotilédones que so moslra enrugado com pequenas pontuagoes
vermelhas (areas contfnuas do coloragfio vermelho carrnin forte ou areas necrosad as).
Urn dos cotilédones com culoragfio superficial como em 2i.
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3k. Picada(s) de percevejo, com area total mio maior do que a representada na ilustraciio,
localizada acima de uma linha imaginéria passando transversalmente pela metade
do cotilédone. A regiao lesionada nao deve ser superior a 0,5 mm de profundidade
e localizada de tal maneira a niio afetar a regifio acima da linha imaginaria (regiiio
vascular).
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31. Fratura dos cotilédones na regiiio oposta ao ponto de ligacao do eixo embrionfirio
numa extensao maxima como a mostrada na ilustraciio. A superficie interna dos
cotilédones pode se apresentar como em la 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 la ou 2i.
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Dano(s) de origem meciinica com ou sem tecido morto, com profundidade maxima
de 0,5 mm ou sem afetar a regiao vascular. A superficie interna dos cotilédones
como em 1a ou 2a.
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Dano(s) de origem mecanica localizado(s) abaixo da regiao vascular, afetando a
superficie interna dos mesmos como mostrado na ilustracao.
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CLASSE4(I/igarbabral

J. I I  

Area de coloracao vermelho carmin forte em ambos os cotilédones, cobrindo menos
do que a metade dos mesmos. A superficie interna também apresenta area de
coloracao vermelho carmin forte. A regiao vascular, porém, niio deve estar afetada.



? 

.45.

...,II

.. ' ‘I*1-"~" ir-_-r"1"_‘?-1*.

.'' -~\
'‘ .3'-J

,5

4b. Dano quase idéntico ao anterior, apresentando, porém, tecidos mortos (coloraciio I
branco-leitosa).
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4c. Area de coloracao vermelho carmin forte no centro dos cotilédones (externa e
internamente), afetando parte da regiao vascular. No entanto, préximo ao ponto de
ligacao, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das reservas dos
cotilédones para 0 eixo embrionario.
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4d. Estrias localizadas sobre 0 eixo embrionario afetando inclusive o cilindro central,
porém, numa extensao menor do que a metade de sua espessura.
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4e. Area de coloracao vermelho carmin forte no eixo embrionario mas com as estrutura
do cilindro central e do cortex ainda perfeitamente definidas.
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4f. Area de tecido morto numa extensao menor do que a metade da area total dos
cotilédones.

4g. Fratura de um ou ambos os cotilédones na regiao préxima ao ponto de ligacao, mas
deixando a regiao vascular em grande parte intacta.
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4h. Dano(s) de origem mecanica na regiao vascular dos cotilédones afetando a face

interna e parte da regiao vascular. Os vasos, porém, devem permanecer funcionais
préximos ao ponto dc ligaqao dos cotilédones com o eixo embrionario.

4i. Fraturas sobre 0 eixo embrionario, afetando 0 cértex e o cilindro central, porém,
numa extensao menor do que a metade de sua espessura.

_ T' - |
/_'- “'1 -' \

..

I

O ® "‘-._____/

4j. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo com area necrosada (tecido morto), atingindo
a parte interna dos cotilédones mas localizado(s) abaixo da regiao vascular.
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4k. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em apenas um cotilédone,
tornando-0 praticamente nao funcibnal e afetando apenas lcvemente 0 segundo
cotilédone na face iterna, e 0 qua] se mantém quase integral.
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41. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em um dos cotilédones,
bloqueando completamente a regiao vascular, tornando-0 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.
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4n. Fratura de um dos cotilédones dcixando, porém, intacto 0 eixo embrionario (inclusive
a plrimula).
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40. Fratura de ambos os cotilédones, porém, numa extensfio inferior £1 metade dos
mesmos.

CLASSE5 (vigormuito baixa)

As classes de vigor 5 e 6 (osta filtima nao viavel) sao as de interpreta<_;ao
mais problematica. Quando a amostra analisada comporta uma elevada porcentagem
de sementes nessas classes, os resultados variam e discrepancias sao esperadas.
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5a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico, com areas
de um colorido vermelho carmin forte entremeadas de areas mais claras e até mortas.
Os tecidos afetados atingem uma profundidade superior a 1 mm, mas inferior 2. 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 estrutura do cortex e do cilindro central bem visiveis.



 

.50.

12 O
5b. Dano(s) de origem mecanica, afetando totalmente a regiao vascular proxima ao

ponto de ligacao de um dos cotilédones e lesionando, parcial e internamente, a area
correspondente do segundo cotilédone.
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5c. Cotilédones fraturados de tal for_ma que é dificil saber se a parte remanescente é
maior ou menor do que a metade do total da semente.
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5d. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo, afetando a regiao do ponto de ligacao
como em 5b.

CLA$5E6‘(n5a via'veI)

Os danos dessa classe sao semelhantes aos da classe 5 (vide ilustragoes),
porém, com maior extensao das areas afetadas, d que toma a semente inviavel.
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CLASSE7(I150 via'veI)

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

I

7b. Eixo embrionario apresentando uma coloracao vermelho carmin" forte, distribuida
por toda a sua extensao.

t 1' a ao de arnbos os cotilédones,7c. Coloracao vermelho carmin forte no pon 0 de lg c
atingindo a regiao vascular. Coloracao branco-leitosa (indicativo de tecidos mortos)
também pode ocorrer.



Z4
.52.

..I
.. -I‘ ‘ 1 I » .

\/ /I / \ -- /I ll
_ _ _ _ 1

7d. Tecidos mortos de coloracao branco leitosa numa extensao superior a metade da
superficle total da semente.

7e. Estrias de coloracao vermelho carmin forte sobre 0 eixo embrionario, atingindo
uma profundidade superior a metade da espessura do cilindro central.

7f. Extremidade da radicula apresentando coloracao branco-leitosa (tecido morto)
atingindo nao so o cortex, mas também 0 cilindro central.



afetando nao so o cortex, mas também 0 cilindro

fr \)
nte sendo inferior a metade da

7g. Fratura da extremidade da radicula,
central.

7h. Fratura dos cotilédones com a parte remanesce
superficie total da semente.
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7i. Fratura do eixo embrionario, seclonando o cilindro central.

7j. Dano(s) de origem mecanica, afetando a regiao vascular de ambos os cotilédones,
proximo(s) ao ponto de ligacao.
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7k. Dano(s) devido a picada de percevejo, afetando a regiao vascular de ambos os

cotilédones, proximo(s) ao ponto de ligaciio.
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71. Plfimula de coloracao vermelho carmin forte (deteriorada).

CLASSE8 ($81118!)1'E IflOI'l'3l

Semente totalmente morta (branca, as vezes com tonalidade rosea),
apresentando tecidos flacidos.

'2' Sementes Duras: a constatagao de sementes duras na amostra pode requerer
procedimentos especiais. Quando uma amostra apresentar um baixo indice de
sementes duras, ou seja de 2% a 5%, as mesmas podem ser considoradas como
viaveis e vigorosas, podendo ser anotadas na Classe 1. Porém, caso 0 indice de
sementes impermeaveis seja superior a tais valores, as mesmas devem ser
escarificadas com lixa “zero”, sendo novamente pré-condicionadas e coloridas,
realizando-se a seguir a leitura das mesmas.

'2' Anormalidades embrionarias: alguns tipos de embrioes anormais podem
ser constatados no teste de tetrazolio (Figs. 26 e 27). E comum a constatacao
da presenca de trés ou mais cotilédones, cotilédones deformados ou dobrados
e 0 posicionamento do eixo embrionario em local inadequado. A maoiria dessas
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FIG. 26. Anormalidade de formagao embrionziria em sementes de soja, detectada no teste
de tetrazélio. (Foto: J.B. Franga Neto).

FIG. 27. Semente de soja com anormalidade embrionéria. Note 0 posicionamento anormal
do eixo embrionério. (Foto: J.B. Franga Neto).
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sementes nao pr0duzir€i0 plantulas normais, conforms a exemplificada na Fig.
27. Entretanto, sementes com a anormalidade ilustrada na Fig. 26 podem resultar
em plfintulas normais, desde que nao apresentem danos sérios em seus
componentes vitais.

55 Utilizapéo da Ficha e Interpretagéa do
Resultadas
E sugerida a utilizagfio de uma ficha para a avaliagao do teste de

tetrazélio, (ver apéndice). Apés a avaliagao de cada semente, deve-se registrar
nessa ficha 0 nfvel de viabilidade e a identificagfio d0(s) tipo(s) de dano(s) que
p0ssa(m) ter determinado 0 referido nfvel. Sugere-se utilizar a seguinte
simbologiaz

X : sem dano
L : dano mecanico (DM)
/' : dano causado por percevejo (DP)
P: dano causado por umidade (DU)
E . DM + DP
E : DM + DU
F : DU + DP
E; DU + DM + DP

O|JS8l'V3(__Z§O lmportantez é comum a ocorréncia de sementes
classificadas nos nfveis dc 6 a 8 (néio viéveis) com dois ou mais tipos de danos
(Fig. 12). Quando isso ocorrcr e apenas um tipo dc dano for responszivel pela
perda de viabilidade, tal dano deve ser marcado na ficha com um trago mais
forte. Por exemplo: uma semente apresenta um dano mecanico que fraturou
totalmente 0 eixo embrionario, suficiente para causar a perda de viabilidade;
esta mesma semente apresenta também uma deterioragiio por umidade nos
cotilédones, longe das zonas vitais, dano este nao suficiente para que a semente
seja classificada como nao viavel (Fig. 28). A0 anotar esta semente na ficha
como Classe 7 (nao viavel), deve-se marcar a simbologia de dano mecanico
com maior intensidade que 0 simbolo dc deterioragéio por umidade. Isto deve
ser realizado sempre que situag6es semelhantes ocorrerem, marcando-se os
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Dano mecénico -i»

Deterioragéo por
umidade

FIG. 28. Esquema dc semente de soja com deterioraqfio por umidade nos cotilédones e
com dano mecfinico que fraturou 0 eixo embrionzirio.

danos que efetivamcnte forem responsaveis pela perda de viabilidado com maior
intensidade na ficha e os danos mais superficiais, nao suficientes para resultar
em perda dc viabilidado, em intensidadc normal, conformo ilustram as fichas
no Apéndice.

Apos a avaliagao do todas as sementes (2 X 50), determina-se a
porcentagem das classificadas cm cada nfvel dc viabilidado, calculando 0
potencial dc germinacao (somatério dos valores classificados nos nfveis l a 5)
e 0 vigor (somatério dos niveis 1 a 3), conformo ilustrados nas fichas prccnchidas
(ver Apéndice).

N0 rodapé da ficha anotam-so 0s rosultados das duas sub-amostras,
calculando-sc as médias do vigor e da viabilidado. Calculam-se também os
porccntuais dc todos 0s tipos do danos (mccanico, dctcrioracfio por umidado e
de percevejo) anotados para os niveis (1-8) e (6-8). Para 0 nivcl (1-8), calcula-
se, em cada sub-amostra, 0 mimero de sementes que aprcsentaram sinais de
danos mecanicos, por excmplo; multiplica-sc 0 total por “2”, para obter-so 0
valor porcentual. Faz-so 0 mesmo para a segunda sub-amostra, calculando-so a
seguir a média dossos dois valores. O mesmo proccdimcnto deve ser seguido
para os outros tipos dc danos.
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Para 0 nivel (6-8), faz-se o mesmo, porém, no caso de sementes que
apresentem mais de um tipo de dano, deve-se computar apenas aqueles danos
que efetivamente contribufram para a perda de viabilidade, ou seja, que foram
marcados com maior intensidade. Veja as fichas contidas no Apéndice para
maioros esclarescimentos.

Necessidade de Reanélisez a amostra devera ser reanalisada quando
ocorrer uma variagiio igual ou superior a 10% entre os resultados de viabilidade
obtidos para as duas sub-amostras.

53. 1. Interpretagéo dasResultadas
O nivel do vigor pode ser interpretado através da seguintc classificacfio:

* vigor muito alto: igual ou superior a 85%
* vigor alto: entre 84% e 75%
' vigor médioz entre 74% e 60%
* vigor baixo: entre 59% e 50%
' vigor muito baixo: igual ou inferior a 49%

Os valores obtidos para viabilidade devem receber a mesma interpretagao
dos alcangados no teste de germinacfio.

As porcentagens de danos mecanicos, deterioragiio por umidade e danos
de percevejo nos nfveis 6 a 8, indicam a porcentagem dc perda de viabilidado
ocasionada pelos referidos danos, sendo considoradas com relagfio a qualidade
de semente como:
* sem restrigao: inferior a 6%
* problema sério: entre 7% a 10%
s problema muito sério: superior a 10%

Se um problema sério ou muito sério é diagnosticado pelo analista de
sementes através do teste de tetrazolio, por exemplo, um alto nfvel de ocorréncia
de danos mecanicos, ou danos de percevejos, uma agéio corretiva pode ser
adotada, para melhorar a qualidade das sementes produzidas. O produtor de
sementes pode ser orientado, por exemplo, a ajustar 0 sistema de trilha da sua
maquina colhedora, ou a melhorar 0 sistema de controle de percevejos.
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Excmplos de resultados obtidos pelo teste de tetrazolio estfio ilustrados
na Tabela l. O lote n° l apresenta altos indices dc vigor e de viabilidade, nao
apresentando problcmas sérios relativos a nenhum dos tipos dc danos. O lote
n° 2 tem viabilidado de 82%, sendo o vigor (65%) classificado como médio,
devido principalmente a problcmas sérios (10%) com danos mecfinicos. O lote
n° 3 tem 75% do viabilidado e vigor muito baixo (49%), devido a problemas
sérios de danos de percevejo (9,0%) e muito sérios (l2,0%) de deterioragao
por umidade. As fichas utilizadas para anotar os resultados dos lotes 1 a 3
constam do Apéndice.

Um exemplo da praticidade da utilizacao dos resultados do teste de
tetrazolio é ilustrado por Costa er al. (1987). Altos niveis de danos mccanicos
foram constatados em sementes de soja produzidas no Estado do Parana. Apos
a constatagfio do problema, os produtores foram instrufdos cm como melhorar
a regulagem do sistema de trilha da maquina colhcdora. Em dois anos, os
nfveis do danos mecfinicos em sementes de soja foram drasticamente reduzidos
a nfveis inferiores a 6%.

TABELA 1. Resultados do teste de tetrazolio obtidos em trés lotes do
sementes de soja.

Parfimetro Lote n" 1 Lote n° 2 Lote n° 3

Viabilidade 93 82 75
Vigor] 86 65 49
Danos Mecanicos 22 10 5
Deterioragao por Umidade 42 5 12
Danos de Percevejo 12 4 9

1 Nivel dc vigor: muito alto: 3 85%; alto: 75 a 84%: médio: 60 a 74%; baixo: 50
a 59%; muito baixo: 5 49%.

2 Porcentagcm dc porda do viabilidado causada pelo respcctivo tipo de dano.
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Um bom nivel de precisfio e confiabilidade do teste de tetrazolio foi
demonstrado por Franga Neto et al. (1986). Vzirias amostras de sementes de
soja foram enviadas a 41 laboratorios de sementes, com instiucoes especfficas
para a execucao dos seguintes testes: a) germinacfio padrfio, de acordo com as
RAS (Brasil, 1976); b) envelhecimento acclerado através do método de
“gerbox”; c) teste de tetrazolio, conforme descrito por Franca Neto er al. (1985);
e d) emergéncia em areia. Apos o teste padrfio de germinacao, o teste de tetrazolio
foi classificado como o mais preciso, superando os outros dois testes avaliados.

Em condicoes normais, os resultados dc viabilidado obtidos nos testes
do germinacfio e tetrazolio devem ser semelhantes, pormitindo diferengas de
até 5% entre os mesmo. Entretanto, discrepfincias maiores entre os resultados
podem ocorrer, sendo explicadas por uma das seguintes razoes: a) diferencas
de amostragem; b) técnicas improprias no teste de germinagfio; c) técnicas
improprias no teste de tetrazolio; d) prescnca do sementes duras nas amostras;
e) uso dc lotes do sementes com vigor médio ou baixo; f) presenga de sementes
com elevados indices dc danos mecanicos ou por danos causados por percevejo;
g) sementes infectadas por fungos, tais como Phomopsis spp., Fusarium
semitectum, ou Colletotric/mm truncatum.

Lakon, conforme citado por Gadd (1950, p. 253), mencionou que sua
“longa experiéncia em comparar os resultados do teste de tetrazolio com os dc
germinagao padrao demonstrou que quando havia diferencas entre os resultados,
o problema estava sempre ligado ao teste de germinagao.”
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7. 1. Vantagens
a) o teste n 50 é afetado por divorsas condicoes que podem afetar o teste padriio

de germinacao
b) foca atenciio as condigoes fisicas e fisiologicas do embriao de cada semente

individualizada;
c) permite rapida avaliagao da viabilidade e do vigor (8 horas para a soja);
d) pcrmite a identificagfio do diferentcs niveis de viabilidado
e) fornece o diagnostico da causa da queda da viabilidado das sementes;
f) 0 equipamento necesszirio é simples e barato; e
g) um analista experiente pode ter um rendimento do quatro a cinco amostras

(2 x 50 sementes) por hora de trabalho.

7.2. Limitagfies
a) requer treinamento especial sobre a estrutura cmbrionaria da semente e sobre

técnicas do interpretagao;
b) é relativamente tedioso, uma vez que as sementes sao avaliadas uma a uma,

requerendo, desta forma, experiéncia c paciéncia;
c) embora seja um teste relativamente rzipido, ele consome um maior numero

de homem-hora que o teste de germinacao padrfio;
d) nao mostra a eficacia de tratamentos quimicos, nem as injurias que cstes

possam causar; e
e) requer do analista capacidade de dccisao pelas caracterfsticas do teste.

Mason et al. (1982) reportou que o teste de tetrazolio nao foi eficaz na
detecgao do danos mecanicos reccntes. Tal limitacao pode ser facilmente
superada com a utilizacao do uma solucao do tetrazolio de menor concentracfio,
ou seja, 0,075 %, conforme sugorida no presente manual.
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O teste pode ser aplicado em todas as etapas do sistema de producéio de
sementes, visando aprimorar o controle de qualidade, ou seja, na colheita, na
recepcao, antes e apos o beneficiamento e a sccagem, durante o armazenamento
e antes da semeadura.

Elc tem sido utilizado com sucesso mesmo antes da colheita: cerca de
um ou dois dias antes da colheita, faz-se uma amostragcm de plantas de um
determinado campo do produgéio, trilhando-se as sementes manualmente.
Através da avaliagao dessas sementes pelo teste de tetrazolio, pode-se verificar
os nfvcis de vigor, viabilidado e da ocoiréncia de danos de percevejo e de
deterioracao por umidade. Dependendo dos resultados obtidos, podera ser
decidido com seguranga se o referido campo apresenta qualidade para ser colhido
como semente ou como grao. Isto pode resultar em economias significativas
aos produtores de sementes, no que se refere a evitar despesas desnecessarias
dc transporte, secagem, beneficiamento, embalagem e armazenamento de lotes
de sementes de baixa qualidade.

oBsERvAci-‘\o FINAL
As informacoes contidas no presente manual estao ilustradas no video

“DIACOM: diagnostico completo da qualidade da semente de soja. 1.
Metodologia do teste de tetraz6lio” (DIACOM, 1994), que osta disponivel no
Setor de Publicacoes da Embrapa Soja.
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