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APRESENTACAO

A avaliagdo da qualidade fisioldgica da sementes de soja tem
sido um grande desafio para os tecnologistas de sementes, devido &
influéncia dos vdrios fatores que podem afetar a sua qualidade, nas
diversas fases da sua produgéo. O teste de tetrazdlio, por proporcionar
o exame detalhado das estruturas essenciais da semente, tem contti-
buido para identificar esses fatores, apontando o mais importante, res-
ponséavel pela redugdo dessa qualidade.

A Embrapa, através do Centro Nacional de Pesquisa de Soja,
tem contribuido para o aperfeicoamento da metodologia do teste de
tetrazdlio. Os trabalhos de pesquisas desenvolvidos pela Equipe de
Sementes tém como principal objetivo suprir a industria e os progra-
mas de pesquisa em sementes com um teste eficaz que fornega infor-
magdes confidveis na avaliagdo da qualidade de semente.

A presente publicagdo € editada com a finalidade de comparti-
lhar a utilizagdo desses conhecimentos com toda a comunidade de
profissionais de sementes.

PAULO ROBERTO CGALERANI

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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O TESTE DE TETRAZOLIO EM
SEMENTES DE SOJA

Jose B. Franga Neto!
Francisco Carlos Krzyzanowski!
Nilton Pereira da Costa'

o /| ..  INTRODUCAO

A produgdo e a utilizagdo de sementes de alta qualidade sdo fatores
bésicos da maior importancia para o sucesso da cultura da soja [Glycine max
(L.) Merrill]. Para que tais requisitos sejam alcangados, o sistema de controle de
qualidade na inddstria de sementes deve ser 4gil, versatil e confi4vel, fornecendo
resultados precisos e de maneira rdpida. Algumas determinagdes, como pureza
fisica e varietal, grau de umidade e indice de danos mecanicos podem ser
realizadas em apenas alguns minutos, suprindo, parcialmente, tais exigéncias.

A demora na obtengdo dos resultados de germinagio resulta numa séria
limitag#@o ao processo de tomada de decises na inddstria de sementes. Além
da demora em sua execugao, este teste, na sua forma de avaliagdo tradicional,
néo fornece informagdes quanto ao vigor, ndo permite de maneira precisa a
identificag@o dos fatores que afetam a qualidade das sementes, e seus resultados
sdo freqiientemente mascarados pela ocorréncia de danos de embebigio (Franga
Neto et al, 1997) e pela presenga de fungos como Phomopsis spp. e Fusarium
semitectum (Henning & Franga Neto, 1980; Franca Neto & West, 1989a,
1989b). Tais limitagdes podem resultar em sérios prejuizos aos produtores de
sementes por afetar negativamente a tomada de decisdes relativas 2 colheita,
ao processamento, a armazenagem e a comercializagéo.

' Engenheiro Agroénomo, Ph.D., Pesquisador da Embrapa Soja; Caixa Postal 231; 86001-
970 Londrina, PR; enderego eletronico: franca@cnpso.embrapa.br
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Dentre os diversos métodos de controle de qualidade adotados pela
inddstria de sementes no Brasil, o teste de tetrazélio tem se destacado,
principalmente para a soja, devido  sua rapidez, precisdo e também pelo grande
nimero de informagdes fornecidas pelo mesmo. O teste, além de avaliar g
viabilidade e o vigor dos lotes de sementes, fornece o diagnéstico das possiveis
causas responsaveis pela redugdo de sua qualidade: danos mecénicos,
deterioragdo por umidade e danos de percevejo, que sdo os problemas que
mais comumente afetam a qualidade fisiolégica da semente de soja. Porém,
além desses, os danos de secagem, de estresse hidrico e de geada podem também
ser facilmente visualizados pelo teste. Alids, o fornecimento desse diagnéstico
tem sido o grande responsével pelo elevado fndice de adog#o do teste em nosso
Pais, pois, além de apontar os problemas de redugio de qualidade das sementes,
o teste, quando aplicado nas diversas etapas do sistema de produgdo, pode
identificar os pontos de origem desses problemas, permitindo que agdles
corretivas sejam adotadas, resultando na produg@o de sementes de alta qualidade.

No caso da soja, gragas & publicagéo das primeiras versées do presente
manual (Franga Neto er al., 1985; Franga Neto et al., 1988) e também devido
aos diversos treinamentos oferecidos pelos profissionais da Embrapa Soja e de
outras institui¢des, temos a certeza de que o teste é executado em todos os
laboratérios de andlise de sementes brasileiros que trabatham com tal espécie.
Em conseqiiéncia, hoje, pode-se dizer que o Brasil é o lider mundial de utilizagéo
do teste de tetrazdlio a nivel de rotina. Alguns nimeros podem ilustrar a
significéncia de tal lideranga: para a semeadura dos 12,5 milhdes de hectares
previstos para a safra 1997/98, foram necessdrias cerca de um milhdo de
toneladas de sementes de soja, ou seja, aproximadamente 20 milhdes de sacas
de 50 kg, o que representa ao redor de 100.000 lotes. Caso 80% desses lotes,
em média, forem analisados pelo menos duas vezes pelo teste de tetrazélio,
durante o processo de controle de qualidade, isto resulta em cerca de 160.000
andlises realizadas em 1997, apenas com soja.

A utilizag8o do teste de tetrazélio em nosso Pafs repercurte néio apenas
com relagéo aos aspectos quantitativos, conforme ilustram os nimeros
apresentados acima, mas, principalmente, quanto aos qualitativos, pois quando
realizado em conjunto com outros testes, tem propiciado a comercialiagdo dos
lotes que efetivamente apresentem bons padrées de qualidade. Isto tem resultado



num sistema de controle de qualidade de alta confiabilidade, assegurando
maiores lucros aos produtores de sementes, através da produgéo de sementes
de alta qualidade a menor custo. Segundo informacdes que constantemente
recebemos de diversos produtores de sementes, isto tem resultado em indices
préximos de zero de reposigdo de sementes e de ressemeadura.

HISTORICO

“O sucesso do desenvolvimento do teste de tetrazélio € resultado da
conquista de vdrias etapas na histéria da pesquisa em sementes e da obtengdo
de novos conhecimentos sobre a vida da semente.” (Moore, 1985, p. 2). Revisoes
mais detalhadas sobre o histérico do teste de tetrazélio foram publicadas por
Cottrell (1948), Delouche et al. (1962), Gadd (1950), Isely (1952), Lakon
(1953), Lindenbein (1965) e Moore (1962a, 1966, 1969, 1976). Uma sintese
dos principais fatos que contribuiram para o seu desenvolvimento € apresentada
a seguir.

O desenvolvimento de testes rdpidos, visando a determinagéo da
qualidade fisiolégica das sementes, tem sido um dos principais objetivos dos
tecnologistas de semente hé vérios anos, principalmente a partir do final do
século passado, quando o sistema de produg@o de semente comegou a ser
organizado em diversos pafses da Europa.

Diversos testes, baseados na observagéo da coloragédo, do aspecto, do
peso volumétrico e da velocidade de embebigéo das sementes foram inicialmente
utilizados, visando a rdpida avaliac@o da viabilidade das mesmas, porém sem
nenhuma precisdo. No inicio da década de 1920, a determinag@o da atividade
de certas enzimas, como a peroxidase, catalase, oxidase, redutase e fenolase,
recebeu ateng@o especial, porém a falta de sucesso de tais testes deveu-se ao
fato de que a atividade destas enzimas ndo era realizada em sementes
individualizadas. Nessa mesma época, diversos corantes, como o indigo
carmine, azul de metileno, vermelho neutro, 4cido silfurico e verde malaquita
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foram testados e a falta de precisio resultou no insucesso da adogéo de tais
métodos.

Conforme relatado por Moore (1969), as primeiras tentativas que
apresentaram sucesso na avaliagdo da viabilidade das sementes com bio-corantes
foram realizadas por Turina, na Iugosldvia, em 1922, e por Neljubow, na Russia,
em 1925. Turina trabalhou com a redug@o de sais de telirio e de selénio nas
células das sementes e Neljubow relatou algum sucesso com a utilizacfo de
fndigo carmine.

No inicio dos anos 30, Hasegawa do Japdo, trabalhando com sementes
arbéreas, aperfeicoou a aplicagdio de sais de teldrio e de selénio para a colorago
de embrides de sementes. A grande maioria de seus trabalhos foi publicada em
lingua japonesa, tornando os seus avangos inacessifveis & comunidade cientifica.
Alguns de seus estudos foram amplamente divulgados apés a publicagdo de
alguns de seus resultados em inglés (Hasegawa, 1935) e em alemdo, apds uma
reunifio da ISTA (Associagdo Internacional de Andlise de Sementes) na Europa.
Durante esta viagem, Hasegawa revelou alguns detalhes de sua metodologia
de andlise ao cientista alemdo F.E. Eidmann, que, por sua vez, aprimoror o
método do selénio (Moore, 1969).

O grego, Georg Lakon, trabalhando em Hohenhein, Alemanha, desde o
inicio da década de 20, vinha dedicando-se com grande interesse por trabalhos
na drea de fisiologia de sementes. Ele aperfeicoou o método do selénio,
desenvolvido por Hasegawa e Eidmann, culminando com o desenvolvimento
do método topografico do selénio para a determinagio da viabilidade de
sementes (Lakon, 1940). Quando tomou conhecimento dos efeitos téxicos do
selénio aos analistas de sementes, Lakon procurou por um sal similar, porém
ndo téxico, que poderia ser utilizado com a mesma finalidade. Segundc Cottrell
(1948) e Isely (1952), apés a indicagdo por Kiihn e Jerchel (1941) de que
diversos compostos de tetrazSlio poderiam se reduzir em tecidos vivos, Lakon
testou vdrios desses sais e concluiu que o 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio era
0 mais apropriado para o teste topografico. Lakon desenvolveu a metodologia
para sementes de vérias espécies de cereais e para milho.

Conforme relatado por Moore (1976), a divulgacio da existéncia e dos
méritos do teste de tetrazélio ocorreu pela primeira vez nos Estados Unidos em
1945, mediante investigagdes realizadas pelo Exército Americano, apés a II
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Guerra Mundial, sobre atividades de pesquisa na Alemanha. O primeiro trabalho
realizado com o teste nos Estados Unidos foi publicado por Porter e al. (1947),
da Universidade Estadual de Iowa. Outros estudos pioneiros, realizados nesse
mesmo pais, conforme relatado por Moore (1976), foram publicados por
Flemion e Poole, do Instituto Boyce Thompson de Nova Iorque, por Goodsell,
da compania de sementes de milho Pioneer, de J ohnston, Iowa, e por Bennett,
da Universidade Estadual de Iowa.

Avangos significativos sobre o teste ocorreram nos anos 50. Virios
pesquisadores de diversas universidades Americanas alcangaram resultados
bdsicos importantes. Dentre eles, destacaram-se Isely, Bass, Smith e Throneberry,
da Universidade Estadual de Jowa, e Parke-, da Universidade de Idaho.

Na década de 60, progressos significativos relativos a aplicagdo prética
do teste formam obtidos por Delouche, Still, Raspet e Leinhard, da Universidade
Estadual do Mississippi, que publicaram o primeiro manual sobre o teste, que
abordava a metodologia para um grande nimero de espécies (Delouche et al.,
1962). Jensen, Pierpoint, Hayes e Grabe, do Laboratério de Sementes da
Universidade Estadual do Oregon e Copeland, Bruce e Midyette, da Virginia,
também contribufram com melhorias ao teste.

Em 1970, outro marco importante foi atingido. A utilizagdo do teste foi
aceita pela AOSA (Associagio Oficial dos Analistas de Sementes), através da
publicagédo do Manual do Teste de Tetrazélio (Grabe, 1970). Em 1983, a2 AOSA
publicou 0 Manual de Testes de Vigor (AOSA, 1983), que abordava a
metodologia do teste para soja, algoddo, milho e trigo.

| Reconhecimento especial deve ser dado ao Dr. Robert P. Moore do
| Laboratério de Sementes da Universidade Estadual da Carolina do N orte. Entre

1943 e 1987 ele publicou 230 trabalhos sobre o teste e editou o Manual do
' Teste de Tetrazélio (Moore, 1985), publicado pelaISTA. Tal publicagéio contem
detalhes sobre a metodologia do teste para mais de 650 espécies.

O teste de tetrazélio foi também adotado com sucesso em diversos paises.
No Brasil, o teste foi introduzido por diversos profissionais da Area de Sementes,
que receberam treinamentos na Universidade Estadual do Mississippi. Através
do Convénio AGIPLAN/Ministério da Agricultura com tal Universidade, foram
traduzidos pelo Prof. Fl4vio Rocha, da Universidade Federal de Pelotas, dois
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manuais sobre o teste: “O Teste de Tetrazélio para Viabilidade da Semente”
(Delouche et al., 1976) e “Manual do Teste de Tetraz6lio em Sementes” (Grabe,

1976).

O teste foi aprimorado para a soja pelos pesquisadores do Centro Nacional
de Pesquisa de Soja, da Embrapa, que publicaram, em 1981, o primeiro manual
especifico para a soja (Franga Neto, 1981), que foi o embrido para o manual
seguinte, “Metodologia do Teste de Tetrazdlio em Sementes de Soja” (Franga
Neto et al., 1985). O referido manual foi atualizado e colocado em uma forma
mais didética, sendo langado alguns anos ap6s (Franga Neto ez al., 1988). Tais
manuais continham a classifica¢do de vigor da semente de soja em diferentes
classes de viabilidade. Hoje, o teste é rotineiramente utilizado em todos os
laboratérios de andlise de sementes que trabalham com soja no Brasil.

PRINCIPIOS DO TESTE

O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases
(AOSA, 1983; Bulat, 1961; Copeland et al, 1959; Moore, 1973; Smith, 1952;
Smith e Throneberry, 1951) as quais catalizam as reagdes respiratérias nas
mitocdndrias, durante a glicélise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas,
particularmente a desidrogenase do dcido mélico, reduzem o sal de tetrazélio
(2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio ou TCT) nos tecidos vivos. Quando a semente
de soja é imersa na solugéo incolor de TCT, esta € difundida através dos tecidos,
ocorrendo nas células vivas a reagdo de redugéio que resulta na formacgéo de
um composto vermelho, estdvel e ndo-difusivel, conhecido por trifenilformazan:

Sal de tetrazélio + H* desidrogenases N Trifenilformazan
sincolor ¢vermelho
¢difusivel *nio difusivel

Quando o TCT é reduzido, formando o trifenilformazan, isto indica que
h4 atividade respiratéria nas mitocdndrias, significando que hé viabilidade
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celular e do tecido. Portanto, a coloragdo resultante da reagéio é uma indicagdo
positiva da viabilidade através da detec¢@o da respiragdo a nivel celular. Tecidos
nido vidveis nio reagem e conseqiientemente ndo sdo coloridos.

Sendo o tecidg vigoroso, haverd a formagdo de um vermelho carmin
claro; se o tecido estd em deterioragdo, um vermelho mais intenso serd formado,
em virtude da maior intensidade de difusdo da solugdo de TCT pelas membranas
celulares comprometidas de tais tecidos; se 0 mesmo € néo viavel, a redugéo
do sal ndo ocorrer, e o tecido morto contrastard como branco (néo colorido)
com o tecido colorido vidvel. A observag@o de tais diferengas de cor, juntamente
com o conhecimento de diversas caracterfsticas das sementes, permitem a
determinagio da presenga, da localizagio e da natureza dos distibios que podem
ocorrer nos tecidos embrionérios (Moore, 1973).

MATERIAL NECESSARIO

Para a realizagiio deste teste € necessério o seguinte:
a) reagente:

+ sal de tetrazélio: 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio, normalmente

comercializado em frascos com 10 g;
b) vidraria:

+ placas de Petri;

+ frasco de vidro (becker) ou copos de pléstico (para cafezinho), volume 50
ml;

+ frasco de vidro, cor &mbar, para armazenar a solugéo de tetrazélio, que é
fotossensivel e se reduz com a luz.

Importante: nio utilizar frascos metélicos, para evitar redugéo da solugdo
de tetraz6lio em trifenilformazan, quando em contato com certos metais,
conforme relatado por Bulat (1961).
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¢) ldmina de barbear;

d) estufa ou germinador, com temperatura de 35°C a 40°C;

e) lupa de seis aumentos (6X) com iluminag#o fluorescente, de preferéncia
circular;

f) refrigerador para armazenagem das amostras;

g) papel de germinag#o.

Preparo da solucio

Recomenda-se utilizar solugéo na concentrago de 0,075%, pois a mesma
permite uma coloragéo adequada das sementes, permitindo a visualizagio com
maior precisdo de danos mecinicos recentes, causados por abrasio, que
normalmente nfo seriam detectados com o uso de solugdes mais concentradas
(0,5 a 1,0%), conforme sugerido na literatura internacional (AOSA, 1983;
Delouche et al, 1962; Grabe, 1970; Moore, 1985). Além disso, a utilizagéo de
solugéo nessa concentragio € mais econdmica: com um vidro de 10 g de TCT
pode-se testar a viabilidade de até 200 lotes de semente, utilizando a solugfio a
0,075%. Caso a solug#o utilizada tivesse a concentragdo de 1,0%, apenas 15
amostras poderiam ser avaliadas com 10 g do sal.

Prepara-se, inicialmente, a solugdo estoque a 1,0%, misturando 10,0 g
do sal de tetrazdlio em 1,0 litro de 4gua destilada. Esta solugiio deve ser
armazenada em frasco de vidro de cor 4mbar, em local escuro e fresco, de
preferéncia na geladeira.

Quando necessdrio, prepara-se a solugdo de trabalho a 0,075%, que
também deve ser armazenada com os mesmos cuidados da solugio estoque:

1,0 litro de solugdo a 0,075% = 75 ml solugfo estoque (1,0%) + 925 ml
de H,0.

A dgua utilizada no preparo da solug@o de trabalho pode ser destilada ou
da rede de abastecimento, desde que apresente o pH entre 6 e 7, e ndo seja
salobra.
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Preparo das sementes

% Amostragem

A amostra de trabalho deve ser representativa do lote e coletada conforme
prescrito pelas Regras para Andlise de Sementes (RAS; Brasil, 1992).

«+ Nimero de Sementes

Para o teste de germinagdo (em areia ou rolo de papel) as RAS recomen-
dam a utilizagio de 400 sementes por amostra, (8 sub-amostras com 50 sementes
cada). Para o teste de tetrazdlio € sugerida a utilizag&o de 100 sementes (2 sub-
amostras com 50 sementes cada), conforme sugerido pela AOSA (1983), Moore
(1973), Franga Neto (1981) e Franca Neto et al. (1985; 1988).

A necessidade de um menor nimero de sementes para o teste de tetraz6lio
¢ devida as condi¢des homogéneas a que sdo submetidas todas as sementes
durante o seu preparo, o que, normalmente, ndo ocorre durante a execugdo do
teste padréo de germinag@o. Os resultados desse tiltimo teste podem ser afetados
por diversos fatores: gradientes de umidade e temperatura comumente
encontrados nos germinadores; diferengas do pH e da textura do papel; variagio
na quantidade de dgua adicionada ao substrato; e a presenga de fungos, como
Phomopsis spp. e Fusarium semitectum nas sementes testadas.

< Pré-condicionamento

As sementes devem ser embaladas em papel de germinagfo umedecido
e mantidas nestas condi¢des por um periodo de 16 horas, na temperatura de
25°C. Para evitar a perda de umidade, as embalagens devem permanecer em
cdmara Umida, ou seja, em saco pldstico, em germinador ou em dessecador
I com 4gua em lugar de silica-gel.

Os tegumentos de sementes escuras de soja normalmente ndo permitem
a difus@o da solug@o de tetrazélio. Portanto, os mesmos devem ser removidos
das sementes antes do processo de colorag@o.

Caso haja a necessidade de maior rapidez, pode-se utilizar a metodologia
alternativa, sugerida por Costa et al. (1998), realizando-se o pré-condiciona-
mento por 6 horas a uma temperatura de 41°C, o que representa um ganho de
10 horas no preparo das sementes, sem que haja perda de precisio dos resultados.
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% Coloracao

Apés o pré-condicionamento, as sementes sdo colocadas em frascos
bequer ou copinhos de pléstico, sendo totalmente submersas na solugio de
tetrazdlio (0,075%). As sementes devem permanecer assim a uma temperatura
de 35°C a 40°C por aproximadamente 150 a 180 minutos. Esta temperatura
pode ser obtida utilizando-se uma estufa ou um germinador,

E bom ressaltar que esta operagao deve ser realizada no escuro, uma vez
que a solugdo de tetrazdlio € sensivel a luz (Lakon, 1949),

< Lavagem da Amostra

Alcangada a coloragdo ideal, as sementes sdo retiradas do ambiente a
35°C - 40°C e sdo, em seguida, lavadas com 4gua comum e devem ser mantidas
submersas em 4gua até o momento a avaliagdo. Caso as amostras nfio sejam
avaliadas de imediato, devem ser mantidas em refrigerador, por até 12 horas.

> _____INTERPRETACAO

Apesar de néo utilizar equipamentos e reagentes caros, o teste requer
que o analista de sementes seja bem treinado nas técnicas do teste. E bdsico o
conhecimento das estruturas anat6micas da semente pelo analista. Experiéncia,
imaginagdo e julgamento critico sdo também necessdrios para que o analista
possa visualizar os tipos de anormalidades de plantulas que sdo revelados pelo
teste de tetrazélio. A precisdo do teste depende do conhecimento de todas as
técnicas e procedimentos envolvidos.

Conforme mencionado por Moore (1985), h4 trés objetivos b4sicos na
avaliagdo das sementes: a) determinar o potencial de germinagfo de um lote de
sementes sob as condiges mais ideais possiveis; b) categorizar as sementes em
diferentes classes de viabilidade; e ¢) diagnosticar as possiveis causas que resultam
na perda de viabilidade das sementes. Os dois primeiros objetivos podem ser
alcangados pela interpretagdo de quatro caracterfsticas basicas: condi¢o e cor
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dos tecidos apds a coloragéo, pela localizagdo e pelo tamanho das lesSes. A
habilidade do analista de sementes em reconhecer os sintomas tipicos dos
diferentes tipos de danos que podem ocorrer nas sementes € imperativo para a
obtengdo do diagndstico correto das causas de perda de viabilidade.

Para que a interpretagéio se torne menos cansativa, sugere-se que seja
efetuada sob lupa de seis aumentos (6 X), com iluminagdo fluorescente. As
sementes devem ser avaliadas uma a uma, seccionando-as longitudinalmente
através do centro do eixo embriondrio (Fig. 1), com o auxilio de uma ldmina
de barbear, Caso o corte néio seja bem centralizado, a avaliagdo da condicdo do
eixo embriondrio deve ser realizada na metade que contenha a maior parte do
eixo, expondo-se o seu cilindro central, apés cortes adicionais.

Apds o seccionamento da semente, as suas metades sdo separadas, 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 por todos os tipos de danos.

Eixo embrionario

Hilo

FIG. 1. Tlustracdo do local de corte da semente de soja, através da parte central do eixo
embriondrio e do hilo.
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Cuidados especiais devem ser tomados durante a avaliagdo do eixo
radicula-hipocétilo, que é composto por dois tipos de tecidos: o cértex e o
cilindro central (Fig. 2). O cilindro central é a estrutura mais critica do eixo
radicula-hipocétilo. Como uma regra geral, caso um dano venha a ocorrer nesse
eixo, mas néo é suficientemente profundo para danificar o cilindro central, a
semente pode entdo ser considerada vidvel. Entretanto, se o dano atingir o
cilindro central, a semente serd considerada nfo vidvel (Fig. 3).

Além do cilindro central, outra regifo critica na semente de soja, que
dever ser observada com muita atengfio, é a regifio vascular (Fig. 3 e 4).
Através dessa regido passam os vasos que conectam o eixo embrionério aos
cotilédones, sendo, portanto, de suma importéincia para o transporte de materiais
de reserva dos cotilédones a plantula em desenvolvimento, nas fases iniciais
de germinagiio e emergéncia. Caso tal regifio venha a ser afetada por algum
tipo de dano, o vigor e/ou a viabilidade da semente poderio ser comprometidos.

Outro fator que deve ser observado € a diferenciacio de cores dos tecidos:

¢+ vermelho carmim: tecido vivo e vigoroso
+ vermelho carmim forte: tecido em deterioragio
+ branco leitoso: tecido morto

De acordo com Moore (1985), tecidos vigorosos tendem a colorir
gradualmente e uniformemente e, quando embebidos, apresentam-se tirgidos
(Figs. 5 e 6). A ocorréncia de vermelho intenso é caracteristica de tecidos em
deterioragéo, que permitem uma maior difusdo da solugio de tetrazélio através
de suas membranas celulares ja comprometidas. Quando expostos ao ar, tais
tecidos perderdo a turgidez mais rapidamente que os tecidos vigorosos. O
branco identifica tecidos mortos, que nio apresentam a atividade enzimdtica
necessdria para a produgio do trifenilformazan. Tecidos mortos normalmente
sdo flacidos e apresentam a coloragio branco-opaca, mas podem ser amarelados,
cinzentos ou esverdeados, principalmente quando sofreram danos causados
por percevejos. Em algumas raras situagGes, tecidos mortos podem apresentar
manchas avermelhadas, causadas por atividades de certos fungos ou bactérias.
Entretanto, tais tecidos sdo facilmente diferenciados de tecidos vidveis, por
serem extremamente flacidos e fridveis.
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s Eixo embrionério

Pldmula

Cortex
Cilindro central

vascular

7

Hipocétilo ——— ]

Radicula

Pit

Cotilédone

FIG. 2. Corte longitudinal de uma semente de soja, mostrando suas estruturas
embriondrias.

VIAVEL NAO VIAVEL

Dano Deterioracéo

mec& por umidade
Tecido morto

afetando o
cilindro central

FIG. 3. Corte longitudinal de duas sementes de soja, mostrando a ocorréncia de danos
no eixo radicula-hipocétilo.
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FIG. 4. Detalhe da regifio vascular e da plimula de semente de soja vigorosa. Note a
regiio meristematica e a diferenciag¢io do cértex e cilindro central do hipocétilo.
(Foto: J. B. Franca Neto).

Deve-se enfatizar que apés o seccionamento das sementes, as superficies
internas dos cotilédones sdo normalmente descoloridas (brancas), devido &
falta de difusdo da solugdo de tetrazélio as suas camadas mais profundas (Fig.
6). Moore (1985) caracteriza os tecidos vidveis, que néo coloriram, como
normalmente tirgidos, brilhantes, apresentando tonalidades branco-rosadas ou
branco-amareladas.

A posigdo e a extensdo dos danos que ocorrem nas sementes Sdo

caracteristicas de importancia crucial para a correta avaliagdo das mesmas e
devem ser consideradas em combinagdo. Por exemplo, uma pequena leséo



FIG. 5. Padrio de coloragio pelo tetrazdlio de scmente de soja altamente vigorosa. (Foto:
J. B. Fran¢a Neto),

FIG. 6. Padrio de coloragio pelo tetrazélio da face interna de semente de soja altamente
vigorosa. (Foto: J. B. Franca Neto).
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causada por percevejo, que danifica o hipocétilo, atingindo o cilindro central,
resultard em conseqliéncias mais sérias que uma leséio de grande extensio,
localizada na metade inferior de um cotilédone, longe do eixo embriondrio e

da regifio vascular.

5.1. Diagnostico das Causas da Deterioracao da
Semente de Soja

Vdrios fatores afetam a qualidade da semente de soja. Os principais,
conforme descrito por Moore (1960, 1962a, 1973) e por Franca Neto (1984)
sdo danos mecanicos, deteriorag@o por umidade, danos causados por percevejos,
danos por seca e altas temperaturas, danos de secagem e danos de geada. Cada
tipo de dano estd associado com lesSes caracteristicas, que sdo descritas
resumidamente a seguir.,

% Danos mecénicos (Figs. 7 a 12) resultam de impactos fisicos durante as
operagdes de colheita, trilha, secagem, beneficiamento, transporte e semeadura
das sementes de soja. H4 trés tipos de danos mecinicos que sfo facilmente
identificados pelo teste de tetrazélio: rachaduras, amassamentos e abrasées. O
dltimo € identificado pela presenga de lesdes de coloragdo vermelho escura,
caso tenham ocorrido recentemente, ou por lesdes brancas com tecidos flacidos,
se ndo recentes. Um analista inexperiente pode confundir o pit (Fig. 2) com
lesdes de danos mecéanicos. O pit € uma depressio na superficie externa dos
cotilédones, composto por um grupo de células especializadas, em oposi¢io
direta ao antipit do tegumento, que é uma camada de células na superficie
ventral do tegumento (Yaklich ef al., 1984, 1986).

“* Deterioracdo por umidade (Figs. 12 a 19), conforme descrita por Moore
(1973), Franga Neto (1984) e por Pereira e Andrews (1976), resulta da exposicéo
das sementes de soja a ciclos alternados de condi¢Bes ambientais timidas e
secas na fase final de maturagéo, antes da colheita. Tais danos apresentam uma
maior magnitude, caso ocorram em ambientes quentes, tipicos de regides
tropicais e sub-tropicais. Sementes com deterioragio por umidade apresentam
rugas caracteristicas nos cotilédones, na regifio oposta ao hilo, ou sobre o eixo
embriondrio. Apés a coloragdo, essas sementes revelardo a presencga de lesdes



de coloragfio vermelho intensa ou branca sobre os tecidos embrionarios
adjacentes a tais rugas. Freqiientemente, tais lesGes estdo associadas com a
infec¢do por certos fungos. As lesdes 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 ndo vidvel. A
deteriora¢do por umidade apresenta uma caracteristica muito tipica, que € a
simetria das lesdes em ambos os cotilédones da semente (Figs. 13 e 14).

< Danos de percevejo (Figs. 20 a 22) podem afetar seriamente a qualidade
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 e Kogan, 1976). Outras espécies, como
Piezodorus guildini (Westwood) e Euschistus heros (Fabricius), podem também
causar sérios danos as sementes. Ao se alimentar das sementes de soja, o
percevejo as inocula com a levedura Nematospora coryli Peglion (Sinclair,
1982), que ir4, entdo, colonizar os tecidos das sementes, deteriorando-o0s, o
que resulta em severas redugdes de vigor e de viabilidade (Bowling, 1980;
Villas Bdas et al., 1982). Essa infec¢do forma lesdes circulares caracteristicas,
muitas vezes enrugadas e profundas. Os tecidos lesionados sdo mortos e flacidos,
apresentando a colorago tipica esbranquigada, as vezes esverdeada, amarelada
ou acinzentada. Um anel de coloragio vermelho intenso separa, na maioria dos
casos, os tecidos mortos dos vigorosos (Fig. 22). Lesdes miiltiplas podem
ocorrer numa dnica semente € caso haja sobreposi¢io das mesmas, o sintoma
circular tfpico n#o serd distinguivel. Com freqiiéncia, uma pequena perfuragao
causada pelo inseto pode ser observada no centro das lesGes circulares. Puncturas
profundas podem ocorrer, resultando na inoculago dos tecidos centrais das
sementes pelo fungo N. coryli. Tais leses nem sempre podem ser observadas
na superficie externa das sementes.

% Danos por seca e altas temperaturas (Fig. 23) podem ser observados em
sementes de algumas cultivares de soja, quando altas temperaturas (acima de
30°C), associadas com perfodos de baixa disponibilidade hidrica (seca), ocorrem
durante a fase de enchimento de grdos. Os sintomas sfo varidveis: a lesdo
tipica pode ser caracterizada pela presenga de uma covinha nos cotilédones até
o completo enrugamento das sementes. Algumas sementes produzidas sob tais
condi¢des de estresse podem tornar-se impermedveis a dgua. Sementes com
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sintomas superficiais desse tipo de dano (covinhas), apés a coloragiio, poden,
apresentar lesdes vermelho escuras ou brancas que podem ser confundidag
com deterioragdo por umidade. A constatacfio dessas covinhas nas sementes
secas pelos analistas evitard que interpretagdes erroneas desse tipo venham g
ocorrer. Sementes enrugadas, apés a coloragdo, podem ser deformadag e
apresentam manchas vermelho escuras e esbranquicadas espalhadas sobre og
cotilédones, com maior concentra¢io das mesmas na regido préxima ao eixo
embriondrio (Fig. 23). Os tecidos mortos sdo flacidos e fridveis. Sementes
severamente enrugadas normalmente néo germinam em fungio da desintegraciio
dos tecidos do eixo embriondrio e das regiGes superiores dos cotilédones.

< Danos de secagem excessiva sio conseqiiéncia da secagem das sementes a
graus de umidade abaixo de 10,0%. S#o caracterizados pela constatagio de
elevados indices de sementes de soja com trincas transversais nos cotilédones,
sempre na mesma posi¢iio (Fig. 24). Quando a semente de soja é secada
excessivamente, ela estd sujeita a quebrar preferncialmente nessa posicio,
quando exposta a um impacto mecanico.

%+ Danos por geada em sementes de soja sdio mais comuns em regides de
clima temperado. A expressdo desse tipo de dano depende do estddio de
desenvolvimento das sementes, da temperatura ¢ do periodo de exposi¢iio das
mesmas as condi¢des de baixa temperatura (Moore, 1973). Sementes imaturas
geralmente morrem e permanecem verdes com exposicido a geadas. Por outro
lado, sementes secas e maduras resitem bem a esse tipo de estresse. Os tecidos
danificados sdo identificados no teste de tetrazélio pela coloragio de eixos
embriondrios num vermelho mais intenso e pela presenga de um precipitado
vermelho que se acumula nos tegumentos e na solugdo de tetrazélio. Tecidos
danificados por geadas podem apresentar uma coloracdo vermelha com tons
esverdeados ou marrons (Osorio, 1987).

Todas as lesGes acima menciodadas podem ser intensificadas durante o
armazenamento. Tal intensificagdo dependerd das condigdes de temperatura e de
umidade relativa do ar no armazém. Danos mecénicos, principalmente os de abrasio,
e deterioragéio por umidade o os tipos de dano que mais comumente progridem
em termos de deterioragéio no armazém, podendo resultar em severas redugdes
de germinag@o e de vigor, principalmente nos meses finais do armazenamento.
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Mais de um desses tipos de danos podem ocorrer em uma dnica semente
(Fig. 12). Outros tipos de danos podem também ocorrer devido ao
envelhecimento da semente ou & ocorréncia de condiges improprias durante o
armazenamento. Condi¢8es quentes e imidas durante o armazenamento
resultarfio em severa deterioragdo. No teste de tetrazélio, os sintomas iniciais
de deterioragio por armazenamento inadequado podem ser confundidos com
sinais de deterioragdo por umidade. Neste caso, o diagnéstico mais preciso da
causa da deterioragdo pode ser obtido com a execugdo de um teste de patologia
de sementes, por exemplo o teste de papel de filtro (“blotter test”’). A constatag@o
de altos fndices de fungos de armazenagem, como o Aspergillus flavus ou o
Penicillium spp., caracteriza problemas de armazenamento; elevada infec¢do
por fungos de campo, como Phomopsis spp., Fusarium spp., ou Cercospora
kikuchii, caracteriza a deterioragdo no campo.

A caracterizagdo dos fatores que afetam a qualidade da semente de soja
pode parecer complexa no infcio. Porém, com um bom treinamento €
experiéncia, o analista de sementes poder4 reconhecer e diferenciar com
facilidade tais sintomas.

5.2. Identificacdo dos Niveis de Viabilidade

O teste de tetrazélio baseia-se na anélise da condigéio de cada semente
individualmente. Cada semente é classificada como vidvel ou ndo viével e os
tipos de danos sdo anotados. Moore e Smith (1956), citados por Copeland et
al., (1959) e Moore (1961, 1962b, 1967) definiram um sistema de classificacdo
para sementes de milho e de soja, onde cada semente era qualificada nas classes
de 1 a 5, caso vidveis, e de 6 a 8, se ndio vidveis. A presenga, a localizagdo € 0
tipo do dano, além das condigdes fisicas das estruturas embrionérias, sdo
utilizadas nesse sistema de classificagiio. Tal metodologia foi modificada e
descrita em detalhes para sementes de soja por Fran¢a Neto ez al. (1985, 1988).

A seguir, é apresentada uma classificagdo de vigor em sementes de soja.
Os aspectos apresentados nas ilustragdes sao, na experiéncia dos autores,
considerados os mais comuns. Cada diagrama representa uma semente que foi
seccionada longitudinalmente. A superficie externa da semente ¢ ilustrada 2
esquerda e a interna a direita.
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FIG. 7. Sementes de soja com lestes tipicas de danos mecénicos. Esquerda: semente
com dano latente (por abrasio). Direita: dano imediato (semente trincada). (Foto:
J. B. Franc¢a Neto).

FIG. 8. Dano mecéinico critico no eixo radicula-hipocétilo, atingindo o cilindro ceniral,
(Foto: J. B. Franca Neto).



FIG. 9. Dano mecénico por abrasio sobre o eixo radicula-hipocétilo, atingindo o cilindro
central. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 10. Dano mecfinico afetando totalmente os tecidos meristemdticos da regido da
plimula. (Foto: J. B. Franga Neto).
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FIG. 11. Pequeno dano mecanico afetando regido vital do cilindro central e da regido
meristemética da plimula. (Foto: J. B. Fran¢a Neto).

FIG. 12. Semente de soja com lesdes tipicas de dano mecénico na radicula e cotilédone e
de deterioracfio por umidade superficial no cértex do hipocétilo. (Foto: J. B.
Franga Neto).
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FIG. 13. Semente de soja com lesdo tipica de deterioragdo por umidade. Note a simetria
das leses e os sintomas no eixo embriondrio. (Foto: J. B. Franga Neto),

FIG. 14. Semente de soja com les3o tipica de deterioragio por umidade. Note a simetria
das lesGes nos cotilédones. (Foto: J. B. Franga Neto).
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FIG. 15. Sementes de soja com trés niveis de deterioragiio por umidade. (Foto: J. B.
Franga Neto).

FIG. 16. Semente de soja com lesiio superficial de deterioragao por umidade no cértex
do hipocétilo. (Foto: J. B. Franca Neto).



FIG. 17. Lesdes intensas de deterioraciio por umidade no campo em sementes de soja.
(Foto: J. B, Fran¢a Neto).

FIG. 18. Sementes de soja com plimulas coloridas em fungdo de deteriorag@o intensa
no campo. (Foto: J. B. Franga Neto).
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FIG. 19. Sementes de soja classificadas na Classe 8, em fung¢fio de intensa deterioragio
por umidade. (Foto: J. B. Franca Neto).

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



FIG. 21. Sementes de soja com lesdes resultantes de danos por percevejo nos cotilédones
e no eixo embriondrio. (Foto: J. B. Franc¢a Neto).

FIG. 22. Les#o tipica de dano de percevejo no cotilédone. Note a forma circular da lesdo
e 0 anel de tecido em deterioragio (vermelho intenso) ao redor do tecido morto.
(Foto: J. B. Francga Neto).



FIG. 23. Sementes de soja com lesdes causadas pela ocorréncia de altas temperaturag e
deficiéncia hidrica durante a fase de enchimento de grdos. Topo: sementes secas;
abaixo: sementes coloridas. (Foto: J. B. Franga 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 posi¢io
transversal dos cotilédones. (Foto: J. B. Franga Neto).
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CLASSE 1(mais alto vigor)

N\ /N

la. Coloragio uniforme e superficial, indicando penetragiio lenta do sal de tetrazodlio;
parte interna (entre os cotilédones) nfio apresentando coloragio, salvo nos bordos;
todos os tecidos com aspectos normal e firme.

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

lc. Semente com aspecto de mosaico devido a um processo lento de embebigdo (Fig.
25); os tecidos se apresentam firmes e na face interna dos cotilédones geralmente
aparece uma cavidade central de colora¢io amarelada, indicando insuficiente
absor¢do de dgua. Pode ocorrer em sementes semi-permedveis, Tais sintomas podem
também estar relacionados a uma embebi¢do inadequada durante o 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 de mosaico devido a um processo inadequado de

2a.

embebigio. (Foto: F.C. Krzyzanowski).

CLASSE 2 (alto vigor)

P "—,

.‘[‘.

Ny

Pequenas estrias localizadas nos cotilédones na regiio oposta ao eixo embriondrio,
as quais sdo originadas por pressio do tegumento sobre os cotilédones causado por
sucessivas hidratagdes (expanséo) e desidratagdes (contraciio) de ambos em
proporgdes diferentes. Isto resulta em enrugamento do tegumento e lesiio nos
cotilétones, onde a respiragdo e a atividade enzimética sio mais intensas, ocasionando
a evidenciagiio da cor vermelho carmin forte. As estrias nio devem ser superior a
0,5 mm de profundidade; a parte interna dos cotilédones apresenta-se como em 1a.
Danos nos cotilédones siio geralmente simétricos.



2b.

2c¢.

2d.

. 87.

Pequenas estrias devidas ao mesmo motivo referido em 2a., mas localizadas sobre o
eixo embriondrio. Tais lesdes devem mostrar-se apenas superficialmente, néo
apresentando qualquer alteragdo interna, como em la. Danos nos cotilédones sio
geralmente simétricos.

Area de coloragfio mais intensa, nio maioy do que da ilustragdo, provavelmente
devido & jungéio de pequenas estrias (2a), formando uma faixa contfnua. A parte
interna dos cotilédones apresenta-se como em la. Danos nos cotilédones sdo
geralmente simétricos.

Area de tecido sem coloragiio (branco leitoso) portanto, morto, niio major do que a
da ilustragdo. A parte interna dos cotilédones como em 1a. Todas as lesdes referidas
de 2a e 2d, em geral, se apresentam simetricamente nos dois cotilédones, sendo esta
uma caracterfstica utilizada para diferenciar dano devido ao enrugamento do
tegumento (deteriora¢do por umidade) de outros tipos de dano.
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2e. Pequenos danos mecinicos sobre a superficie externa dos cotilédones e com uma
profundidade mdxima de 0,5 mm. A superficie interna dos cotilédones apresenta-se

como em la,

=T : k.-’ / .Ik\" —

2f.  Dano(s) devido(s) & picada de percevejo, com uma drea total nio maior do que a
mostrada na ilustragiio e profundidade méxima de 0,5 mm. A localizacgéio deve ser
afastada da regifo vascular (isto é, abaixo de uma linha imagindria, passando
transversalmente pela metade do cotilédone). A regifio afetada apresenta-se mais
ou menos necrosada (tecido morto, coloragiio esbranquicada, de aspecto
pulverulento, as vezes com o sinal da punctura bem visivel, outras vezes nio).
Superficie interna dos cotilédones como em 1a.
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2g. Dano idéntico ao anterior mas com a regifio da(s) punctura(s) sem necrose. O aspecto
é enrugado, de coloraciio vermelho carmim forte, sem partes esbranquicadas, Este
tipo de lesdio é caracteristico de picada que provavelmente ocorre em um estddio mais
avangado da maturagfio, quando a semente j4 estd em fase adiantada de desidratagio.
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2h. Mais do que duas estrias por cotilédone (ndo profunda, como em 1b). Superficie
interna dos cotilédones como em 1la.

2i. Coloragéio da superficie externa dos cotilédones como em la. A superficie interna
dos cotilédones apresenta-se também com coloragiio uniforme devido 2 penetragio
da solucdo de tetrazélio através de um rompimento no tegumento.

CLASSE 3 (vigor médio)

3a. Estrias de coloragio vermelho carmin forte localizadas nos cotilédones, na regido
oposta ao eixo embriondrio, com uma 4rea total niio maior do que 4 mostrada na
ilustracdo. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar pequenas areas
mais escuras, correspondentes is estrias externas e com uma espessura méxima de
0,5 mm.
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3b. Dano quase idéntico ao anterior, mas com as estrias podendo apresentar algumas

dreas de coloragiio branco-leitosa, indicando tecidos mortos. Superficie interna dos
cotilédones como em 3a.

3c. Areas de coloracio mais intensa, nio maiores que as mostradas na ilustracio
2
provavelmente devido & jungio de estrias formando uma faixa contfnua. A superficie

interna dos cotilédones pode apresentar, correspondentemente, uma faixa mais
escura com espessura méxima de 0,5 mm.

3d. Dano quase idéntico ao anterior, mas a faixa pode ser de tecido de coloragio
branco-leitosa (tecido morto) numa area niio maior do que a dailustrag&o. Superficie
interna com uma faixa de tecido morto numa espessura mixima de 0,5 mm,



3e. Area de coloragio vermelho intensa na superficie externa de ambos os cotilédones
ndo maior do que a da ilustracfio e com profundidade mdxima de 0,5 mm (dano
mecénico). Superficie interna como em 1a,

3f. Estrias localizadas na superficie do eixo embriondrio ndo se aprofundando além do
cértex, ou seja, sem afetar o cilindro central.
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3g. Extremidade da radicula mostrando coloragio branco-leitosa, indicando tecido
morto, sem no entanto afetar o cilindro central.
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3h. Pequenas fraturas localizadas no eixo embrion4rio nio afetando, porém, o cilindro
central,

3i. Picada(s) de percevejo, com a parte central necrosada (tecido morto, ou seja,
coloragiio branco-leitosa, com aspecto pulverulento) ou nio, com area total nio
maior do que a mostrada na ilustragio. A drea lesionada nio deve ter profundidade
superior a 0,5 mm e deve estar localizada na regido abaixo de uma linha imagindria
passando transversalmente pela metade do cotilédone (regido ndo vascular),
Superficie interna dos cotilédones como em 1a.
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3j. Picada(s) de percevejo, com 4rea total nio maior do que a mostrada na ilustracao,
sem dareas 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 enrugado com pequenas pontuagies
vermelhas (dreas continuas de coloragio vermelho carmin forte ou dreas necrosad as),
Um dos cotilédones com coloragiio superficial como em 2i.



3k. Picada(s) de percevejo, com drea total nio maior do que a representada na ilustragéo,
localizada acima de uma linha imagindria passando transversalmente pela metade
do cotilédone. A regido lesionada nio deve ser superior a 0,5 mm de profundidade
e localizada de tal maneira a niio afetar a regifio acima da linha imagindria (regido

vascular).

3l. Fratura dos cotilédones na regifio oposta ao ponto de ligago do eixo embrionério
numa extensio méaxima como a mostrada na ilustragio. A superficie interna dos
cotilédones pode se apresentar como em la ou 2i,

3m. Extremidade da radicula fraturada, porém, sem afetar o cilindro central. A
superficie interna dos cotilédones pode se apresentar como em 1a ou 2i.
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3n. Dano(s) de origem mecénica com ou sem tecido morto, com profundidade m4xima

de 0,5 mm ou sem afetar a regido vascular. A superficie interna dos cotilédones
como em 1a ou 2a.

30. Dano(s) de origem mecénica localizado(s) abaixo da regidio vascular, afetando a
superficie interna dos mesmos como mostrado na ilustragio.

‘D

CLASSE 4 (vigor baixo)

000

da, Areade coloragdo vermelho carmin forte em ambos os cotilédones, cobrindo menos
do que a metade dos mesmos. A superficie interna também apresenta 4rea de
coloragiio vermelho carmin forte, A regido vascular, porém, néio deve estar afetada.




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

de. Area de coloragfio vermelho carmin forte no centro dos cotilédones (externa e
internamente), afetando parte da regido vascular, No entanto, préximo ao ponto de
ligacio, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das reservas dos
cotilédones para o eixo embrionario.

y
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4d. Estrias localizadas sobre o eixo embriondrio afetando inclusive o cilindro central,
porém, numa extensdo menor do que a metade de sua espessura.
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4e. Area de coloragdo vermelho carmin forte no eixo embriondrio mas com as estrutura
do cilindro central e do cértex ainda perfeitamente definidas,

N T

4f. Area de tecido morto numa extensio menor do que a metade da drea total dos
cotilédones.

6900

4g. Fratura de um ou ambos os cotilédones na regifio préxima ao ponto de ligagio, mas
deixando a regifio vascular em grande parte intacta.




.47 .

4h. Dano(s) de origem mecinica na regido vascular dos cotilédones afetando a face
intern> e parte da regifio vascular. Os vasos, porém, devem permanecer funcionais
proximes ao ponto de ligagio dos cotilédones com o eixo embrionario.

4i, Fraturas sobre o eixo embriondrio, afetando o cértex e o cilindro ceniral, porém,
numa extensio menor do que a metade de sua espessura.

4j. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo com drea necrosada (tecido morto), atingindo
a parte interna dos cotilédones mas localizado(s) abaixo da regido vascular.
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4k. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em apenas um cotilédone,
tornando-o praticamente nio funcional e afetando apenas levemente o segundo
cotilédone na face iterna, e o qual se mantém quase integral,

4l. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em um dos cotilédones,
bloqueando completamente a regido vascular, tornando-o niio funcional. A pléntula
dependerd, para o seu estabelecimento, das reservas de apenas um cotilédone,.

4m. Fratura de mais da metade de um dos cotilédones,



.49.

4n. Fratura de um dos cotilédones deixando, porém, intacto o eixo embrionario (inclusive
a plimula).

t. ,'i_ — I'll { == .Il.

40. Fratura de ambos os cotilédones, porém, numa extensio inferior 4 metade dos
mesmos.

CLASSE 5 (vigor muito baixo)

As classes de vigor 5 e 6 (esta dltima ndo vidvel) sdo as de interpretagdo
mais problemética. Quando a amostra analisada comporta uma elevada porcentagem
de sementes nessas classes, os resultados variam e discrepancias sdo esperadas.

5a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico, com 4reas
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 & metade
da espessura dos cotilédones. A superficie interna dos cotilédones apresenta-se também
com algumas 4reas de colorido mais intenso. O eixo embriondrio apresenta-se bem
definido com as estrutura do cértex e do cilindro central bem visiveis,
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5b. Dano(s) de origem mecénica, afetando totalmente a regifio vascular préxima ao
ponto de ligaciio de um dos cotilédones e lesionando, parcial e internamente, a drea
correspondente do segundo cotilédone.
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Sc.  Cotilédones fraturados de tal forma que é dificil saber se a parte remanescente é
maijor 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 regido do ponto de ligagdo
como em 5b,

CLASSE 6 (nao vidavel)

Os danos dessa classe s&o semelhantes aos da classe 5 (vide ilustragGes),
porém, com maior extensdo das 4reas afetadas, ¢ que torna a semente invidvel.
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CLASSE 7 (nao viavel)

7a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico com dreas
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 regifio vascular.

900

7b. Eixo embriondrio apresentando uma colorac¢éio vermelho carmin forte, distribuida
por toda a sua extensdo.

7c. Coloragio vermelho carmin forte no ponto de ligacio de ambos os cotilédones,
atingindo a regifio vascular, Coloragiio branco-leitosa (indicativo de tecidos mortos)
também pode ocorrer.



.52.

7d. Tecidos mortos de coloragdo branco-leitosa numa extensio superior 3 metade da
superficie total da semente.
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7e. Estrias de coloragiio vermelho carmin forte sobre o eixo embriondrio, atingindo
uma profundidade superior & metade da espessura do cilindro central.

7f. Extremidade da radicula apresentando coloragdo branco-leitosa (tecido morto)
atingindo ndo sé o cértex, mas também o cilindro central.



7g. Fratura daextremidade da radicula, afetando néio s6 o cértex, mas também o cilindro
central.

7h. Fratura dos cotilédones com a parte remanescente sendo inferior & metade da
superficie total da semente.

o

7i., Fratura do eixo embriondrio, secionando o cilindro central.

G N

7j. Dano(s) de origem mecénica, afetando a regido vascular de ambos os cotilédones,
préximo(s) ao ponto de ligacao.
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7k. Dano(s) devido a picada de percevejo, afetando a regifio vascular de ambos os
cotilédones, préximo(s) ao ponto de ligagio.
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71, Phimula de coloragio vermelho carmin forte (deteriorada).

CLASSE 8 (semente morta)

Semente totalmente morta (branca, is vezes com tonalidade résea),
apresentando tecidos fl4cidos.

« Sementes Duras: a constatagfio 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 consideradas como
vidveis e vigorosas, podendo ser anotadas na Classe 1. Porém, caso o indice de
sementes impermeéveis 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.

* Anormalidades embrion4rias: alguns tipos de embrides anormais podem
ser constatados no teste de tetrazélio (Figs. 26 e 27). E comum a constatagdo
da presenca de trés ou mais cotilédones, cotilédones deformados ou dobrados
e 0 posicionamento do eixo embriondrio em local inadequado. A maoiria dessas



FIG. 26. Anormalidade de formagio embriondria em sementes de soja, detectada no teste
de tetrazélio. (Foto: J.B. Franga Neto).

FIG. 27.Semente de soja com anormalidade embriondria. Note o posicionamento anormal
do eixo embriondrio. (Foto: J.B, Franca Neto).
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sementes nao produzirdo plantulas normais, conforme a exemplificada na Fig.
27. Entretanto, sementes com a anormalidade ilustrada na Fig. 26 podem resultar
em plantulas normais, desde que nfo apresentem danos sérios em seus
componentes vitais,

5.3. Utilizacao da Ficha e Interpretacdo do
Resultados

E sugerida a utilizagdo de uma ficha para a avaliagio do teste de
tetrazdlio, (ver apéndice). Ap6s a avaliagio de cada semente, deve-se registrar
nessa ficha o nivel de viabilidade e a identificagio do(s) tipo(s) de dano(s) que
possa(m) ter determinado o referido nivel. Sugere-se utilizar a seguinte
simbologia:

X :sem dano

L : dano mecénico (DM)

/" dano causado por percevejo (DP)
P : dano causado por umidade (DU)
L :DM +DP

P:DM + DU

A :DU +DP

£:DU + DM + DP

Observacao Importante: ¢ comum a ocorréncia de sementes
classificadas nos niveis de 6 a 8 (ndo vidveis) com dois ou mais tipos de danos
(Fig. 12). Quando isso ocorrer e apenas um tipo de dano for responsével pela
perda de viabilidade, tal dano deve ser marcado na ficha com um trago mais
forte. Por exemplo: uma semente apresenta um dano mecéinico que fraturou
| totalmente o eixo embrionério, suficiente para causar a perda de viabilidade;
esta mesma semente apresenta também uma deterioragdo por umidade nos
| cotilédones, longe das zonas vitais, dano este n#o suficiente para que a semente
seja classificada como ndo vidvel (Fig. 28). Ao anotar esta semente na ficha
como Classe 7 (ndo vidvel), deve-se marcar a simbologia de dano mecénico
| com maior intensidade que o simbolo de deterioragéo por umidade. Isto deve
ser realizado sempre que situagdes semelhantes ocorrerem, marcando-se os
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Dano mecanico

Deterioracdo por
umidade

FIG. 28. Esquema dc semente de soja com deterioragio por umidade nos cotilédones e
com dano mecénico que fraturou o eixo embriondrio.

danos que efetivamente forem responsdveis pela perda de viabilidade com maior
intensidade na ficha e os danos mais superficiais, ndo suficientes para resultar
em perda de viabilidade, em intensidade normal, conforme ilustram as fichas
no Apéndice.

Apés a avaliagio de todas as sementes (2 X 50), determina-se a
porcentagem das classificadas em cada nivel de viabilidade, calculando o
potencial de germinag@o (somatério dos valores classificados nos niveis 1 a 5)
e o vigor (somatério dos niveis 1 a 3), conforme ilustrados nas fichas preenchidas
(ver Apéndice).

No rodapé da ficha anotam-se os resultados das duas sub-amostras,
calculando-se as médias do vigor e da viabilidade. Calculam-se também os
porcentuais de todos os tipos de danos (mecanico, deterioragio por umidade e
de percevejo) anotados para os niveis (1-8) e (6-8). Para o nivel (1-8), calcula-
se, em cada sub-amostra, o nimero de sementes que apresentaram sinais de
danos mecinicos, por exemplo; multiplica-se o total por “2”, para obter-se o
valor porcentual. Faz-se 0 mesmo para a segunda sub-amostra, calculando-se a
seguir a média desses dois valores. O mesmo procedimento deve ser seguido
para os outros tipos de danos.



.58.

Para o 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
maiores esclarescimentos.

Necessidade de Reanalise: a amostra devers ser reanalisada quando
ocorrer uma varia¢do igual ou superior a 10% entre os resultados de viabilidade
obtidos para as duas sub-amostras.

5.3.1. Interpretacao dos Resultados

O nivel de vigor pode ser interpretado através da seguinte classificagio:

* vigor muito alto: igual ou superior a 85%
* vigor alto: entre 84% e 75%

+ vigor médio: 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 interpretagio
dos alcangados no teste de germinagdo.

As porcentagens de danos mecanicos, deterioragdo por umidade e danos
de percevejo nos niveis 6 a 8, indicam a porcentagem de perda de viabilidade
ocastonada pelos referidos danos, sendo consideradas com relagdo a qualidade
de semente como:

+ sem restri¢do: inferior a 6%
+ problema sério: entre 7% a 10%
¢ problema muito sério: superior a 10%

Se um problema sério ou muito sério é diagnosticado pelo analista de
sementes através do teste de tetrazdlio, por exemplo, um alto nivel de ocorréncia
de danos mecéanicos, ou danos de percevejos, uma agdo corretiva pode ser
adotada, para melhorar a qualidade das sementes produzidas. O produtor de
sementes pode ser orientado, por exemplo, a ajustar o sistema de trilha da sua
mdquina colhedora, ou a melhorar o sistema de controle de percevejos.
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Exemplos de resultados obtidos pelo teste de tetrazdlio estdo ilustrados
na Tabela 1. O lote n° 1 apresenta altos {ndices de vigor e de viabilidade, ndo
apresentando problemas sérios relativos a nenhum dos tipos de danos. O lote
n° 2 tem viabilidade de 82%, sendo o vigor (65%) classificado como médio,
devido principalmente a problemas sérios (10%) com danos mecénicos. O lote
n° 3 tem 75% de viabilidade e vigor muito baixo (49%), devido a problemas
sérios de danos de percevejo (9,0%) e muito sérios (12,0%) de deterioragéo
por umidade. As fichas utilizadas para anotar os resultados dos lotes 1 a 3
constam do Apéndice.

Um exemplo da praticidade da utilizagio dos resultados do teste de
tetraz6lio é ilustrado por Costa et al. (1987). Altos niveis de danos mecénicos
foram constatados em sementes de soja produzidas no Estado do Parand. Apds
a constatagio do problema, os produtores foram instrufdos em como melhorar
a regulagem do sistema de trilha da mdquina colhedora. Em dois anos, os
niveis de danos mecanicos em sementes de soja foram drasticamente reduzidos
a niveis inferiores a 6%.

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

Parimetro Loten®1 Loten®°2 Loten®3
Viabilidade 93 82 75
Vigor' 86 65 49
Danos Mecanicos 2’ 10 5
Deterioragdo por Umidade 4? 5 12
Danos de Percevejo 1 4 9

' Nivel de vigor: muito alto: > 85%: alto: 75 a 84%: médio: 60 a 74%: baixo: 50

a 59%; muito baixo: £ 49%.
? Porcentagem de perda de viabilidade causada pelo respectivo tipo de dano.
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PRECISAO DOS RESULTADOS

Um bom nivel de preciséo e confiabilidade do teste de tetrazélio foi
demonstrado por Franga Neto et al. (1986). Virias amostras de sementes de
soja foram enviadas a 41 laboratérios de sementes, com instrugdes especificas
para a execugdo dos seguintes testes: a) germinagfio padrio, de acordo com as
RAS (Brasil, 1976); b) envelhecimento acelerado através do método de
“gerbox”; c) teste de tetrazélio, conforme descrito por Franga Neto ez al. (1985):
e d) emergénciaem areia. ApSs o teste padrfio de germinag#o, o teste de tetrazélio
foi classificado como o mais preciso, superando os outros dois testes avaliados.

Em condi¢des normais, os resultados de viabilidade obtidos nos testes
de germinagio e tetrazdlio devem ser semelhantes, permitindo diferencas de
até 5% entre os mesmo. Entretanto, discrepancias maiores entre os resultados
podem ocorrer, sendo explicadas por uma das seguintes razdes: a) diferencas
de amostragem; b) técnicas impréprias no teste de germinagdo; c) técnicas
impréprias no teste de tetrazélio; d) presenga de sementes duras nas amostras;
e) uso de lotes de sementes com vigor médio ou baixo; f) presenca de sementes
com elevados indices de danos mecanicos ou por danos causados por percevejo;
g) sementes infectadas por fungos, tais como Phomopsis spp., Fusarium
semitectum, ou Colletotrichum truncatum.

Lakon, conforme citado por Gadd (1950, p. 253), mencionou que sua
“longa experiéncia em comparar os resultados do teste de tetrazélio com os de
germinagéo padrdo demonstrou que quando havia diferengas entre os resultados,
o problema estava sempre ligado ao teste de germinagdo.”
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VANTAGENS E LIMITACOES DO TESTE DE
TETRAZOLIO PARA SOJA

7.1. Vantagens

a)
b)

c)
d)
e)
f)
g)

o teste no é afetado por diversas condigdes que podem afetar o teste padrédo
de germinagio

foca atengdio as condigdes {isicas e fisioldgicas do embrido de cada semente
individualizada;

permite rdpida avaliagfio da viabilidade e do vigor (8 horas para a soja);
permite a identificagdo de diferentes niveis de viabilidade

fornece o diagndstico da causa da queda da viabilidade das sementes,

o equipamento necessdrio € simples e barato; e

um analista experiente pode ter um rendimento de quatro a cinco amostras
(2 x 50 sementes) por hora de trabalho.

7.2. Limitacoes

a)
b)
©)
d)

e)

requer treinamento especial sobre a estrutura embrionaria da semente e sobre
técnicas de interpretacao;

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

embora seja um teste relativamente rdpido, ele consome um maior nimero
de homem-hora que o teste de germinagio padrao;

ndo mostra a eficicia de tratamentos quimicos, nem as injurias que estes
possam causar; €

requer do analista capacidade de deciséo pelas caracteristicas do teste.

Mason et al. (1982) reportou que o teste de tetrazélio nao foi eficaz na

deteccdo de danos mecénicos recentes. Tal limitagdo pode ser facilmente
superada com a utilizagdo de uma solugéo de tetrazdlio de menor concentragdo,
ou seja, 0,075%, conforme sugerida no presente manual.
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QUANDO APLICAR O TESTE DE TET, RAZdLIO_

O teste pode ser aplicado em todas as etapas do sistema de produgao de
sementes, visando aprimorar o controle de qualidade, ou seja, na colheita, na
recepgao, antes e apds o beneficiamento e a secagem, durante o armazenamento
e antes da semeadura.

Ele tem sido utilizado com sucesso mesmo antes da colheita: cerca de
um ou dois dias antes da colheita, faz-se uma amostragem de plantas de um
determinado campo de produgdo, trilhando-se as sementes manualmente.
Através da avaliagdo dessas sementes pelo teste de tetrazélio, pode-se verificar
0s niveis de vigor, viabilidade e da ocorréncia de danos de percevejo e de
deterioragéo por umidade. Dependendo dos resultados obtidos, poderd ser
decidido com seguranga se o referido campo apresenta qualidade para ser colhido
como semente ou como gréo. Isto pode resultar em economias significativas
aos produtores de sementes, no que se refere a evitar despesas desnecessarias
de transporte, secagem, beneficiamento, embalagem e armazenamento de lotes
de sementes de baixa qualidade.

OBSERVACAO FINAL

As informagdes contidas no presente manual estdo ilustradas no video
“DIACOM: diagnéstico completo da qualidade da semente de soja. 1.
Metodologia do teste de tetrazélio” (DIACOM, 1994), que est4 disponivel no
Setor de Publicagdes da Embrapa Soja.
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FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: Lore w2 {

LOCAL: [ pumz e pa

N°® DE SEMENTES TESTADAS:

ol X S50

CONC. DA SOLUGAQ: 4 w35 7,

DATA: /5 /04])98 ANALISTA: =225
1O XXAXX AN XXXYY 77777 F100E L1000 FEIEE PNIEE F I 1] 40
2. PPPPL PRPPR FRPPP JIL1] 11141 11111 17101 11000 (1111 11111 11117 30
3. POPPP (PRI 11101 11101 11011 11101 11000 11000 11000 11001 1111) 18
A BALIT TITEE FHEEE JEEED T400E TE0TE L1000 1HIIE 18] 1Hied 11114 4
S, JL1IE JETEE TITID JHEEE JIED PHTEE EEE HEEE 110 11107 11711 o
SO A/ LEH] THEEE FELED FEIE FEEEE F1EE] JEEEE 1000 1I1E 1111 ] 0
6. [I1LE LIIIL TEIEL LHIEE 1700L FELE EEn TEE (1 1 11 0
70828 11110 1T L T T 1 T T 1 Iy 8
8. L1001 FILIE JILEL FTEEE LEEEE THEEE THHID HETEE 1EE 1ET 1111 7]
Nivel de vigor 1-3: 88 Viabilidade: Gl
1 NN XY YXXKX XNKY /77277 14000 £0000 100D FE0TE 1180 11T 38
2. PPR[P (PPPP BRI 11111 11111 11110 11110 11110 11011 11111 11117 28
3. LPPEFPPPAL 11111 1111 11010 11100 11000 11000 11101 11100 11111 18
4 BOPEL LI 11 1T LI 100D 010 T L 0] 1111 40
S, JIHIL LEETE FHE J0E F1HD FEEEE HETED TEE LI 11 1] [7)
SO T THTE FEHD LD T (1) 1E0EE 20 1iEid 11t 7
6. L1041 L1110 IEEL JHIED TEEEE 011D 1000 (011 11idd 1101] 11111 %
TR HIIEE LEIHE FHEED LTEEE TEIEL THEEE TETEE HEEEE JLE 11T 6
8 JIHIT TIILL LIIIE JHIEE JFEEE 1100 1HEEE (08 JEEH 1] 111 0
Nivel de vigor 1-3; 84 Viabilidade: 44
REPETICOES | DANOMECANICO | UMIDADE PERCEVEJO_| buRAS | VIGOR | viaB
filE 1-8 6 -8 1-8 6-8|1-8|6-8 __R
‘ (2 o 541 4 { | = 0 88 | 9.
! 40 2 s | 4 8 o | v 84 | 94
MEDIAS 4 £ s3 | 4 ¢ 4 O 86 | 943




« 71

‘ Em'zaa FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: Lore ng .2 LOCAL:  Lowdaivh, pg2
N° DE SEMENTES TESTADAS: 5 4 «p | CONC. DASOLUGAO: g 25/,
DATA: 45 /el 98 ANALISTA: vz ma

:

WYX X777 HEEHE 1HEEE LR EEE B R LT e prni Ll g 42
?PLPPPLL.‘{}"W{B JELLE P priid nrnid Hirie s rrnke 1 28
PEPEPﬂ’PPP Kﬁ’// POLEE 10 pnnh drrer pnnnb renil prneE il 26
PRPEP Fritt 11101 (111 LIne el Lriid trnnr o nnnid bkl i
EPEYT 1111T 1ibad HHH HEHE nrnne nnel L nnnnr rhnid
APEEE R n il nrn i LR nrn ten nnnl Lennl i
Prrtd TLEr pHpnE pnr prnnr L rnr pnne 1 e rng

EEMA/// LILED LR e phnr iy nene nenkl ekl i
OVEE LREE 0T H Frni e rninn peeer n e ne ekl ety

w
@ N®ig o s LN

Nfvel de vigor 1-3: GG Viabilidada: 84

1RNXYZ STt RrnEE R LD L e i
2. EPPL’//FEPPPPP/// PREEE L piril Lnnnr pnrer el ke et
3. EP?’P/_ pPPPP PPPPP PLITT THLEL L1 1HEi Lhinh ety tiiil e
4. PL’PT’P/L//// JELEE TTDHE J0nn Frnn ped Hrn pnnrn niinl i
S PPLIT Hirtt HEHED L prnng prnn e Lrnnr v i i
D. /40 1rrir (rir nrrh FHEEE prnnr b rner pnnnr reier v

klpkRe | bbb FR

6. PLILI HHErd LpnnE rnnil Hinn pnn ke nnnne nniel o i
7. LE/P/LEJ/ N N AN NN R |~
R N R N A N A N A RN AR o

Nivel de vigor 1-3: G4 Viabilidade: Eo

REPETICOES | DANOMECANICO | UMIDADE | PERCEVEJO
¢ 1-8 | 6-8 |1-8|6-8[1-8[6-8

' 22 8 36|l g | 12| 4 o ce | 84
i 28 152 72¢ | 4 4 | 4 | o 64 | 8o
MEDIAS 30 10 7 || & 13 | 4 o 65 | 82

DURAS | VIGOR | VIAB




72,

EnTgpa | FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO
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