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APRESENTACAO

A avaliacdo da qualidade fisiolégica da sementes de soja tem
sido um grande desafio para os tecnologistas de sementes, devido a
influéncia dos varios fatores que podem afetar a sua qualidade, nas
diversas fases da sua producéo. O teste de tetrazdlio, por proporcionar
0 exame detalhado das estruturas essenciais da semente, tem
contribuido para identificar esses fatores, apontando o mais importante,
responsavel pela reducéo dessa qualidade.

A Embrapa, através do Centro Nacional de Pesquisa de Soja,
tem contribuido para o aperfeicoamento da metodologia do teste de
tetrazolio. Os trabalhos de pesquisas desenvolvidos pela Equipe de
Sementes tém como principal objetivo suprir a industria e 0s programas
de pesquisa em sementes com um teste eficaz que forneca informacbées
confiaveis na avaliacdo da qualidade de semente.

A presente publicaco é editada com a finalidade de compatrtilhar
a utilizacdo desses conhecimentos com toda a comunidade de
profissionais de sementes.

PAULO ROBERTO GALERANI

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

Jose B. Franca Neto!
Francisco Carlos Krzyzanowskit
Nilton Pereira da Costa

INTRODUCAO

A producdo e a utilizacdo de sementes de alta qualidade sdo fatores
basi cos da maior importancia para o sucesso da cultura da soja [Glycine max
(L.) Merrill]. Paraquetais requisitos sejam al cancados, 0 sistemade controle de
qualidade naindlstria de sementes deve ser &gil, versdtil e confiavel, 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 a guns minutos, suprindo, parcial mente, tais exigéncias.

A demora na obtencéo dos resultados de germinagéo resulta numaséria
limitac&o ao processo de tomada de decisdes na indUstria de sementes. Além
dademoraem sua execucao, este teste, na suaformade avaliacdo tradicional,
ndo fornece informagdes quanto ao vigor, ndo permite de maneira precisa a
identificaco dosfatores que afetam aquali dade das sementes, e seusresultados
s8o freqUientemente mascarados pel aocorréncia de danos de embebicéo (Franca
Neto et al, 1997) e pela presenca de fungos como Phomopsis spp. e Fusarium
semitectum (Henning & Franga Neto, 1980; Franca Neto & West, 1989a,
1989b). Tais limitagcBes podem resultar em sérios prejuizos aos produtores de
sementes por afetar negativamente a tomada de decisdes relativas a colheita,
ao processamento, a armazenagem e a comercializacao.

1 Engenheiro Agronomo, Ph.D., Pesquisador da Embrapa Soja; Caixa Postal 231; 86001-
970 Londrina, PR; enderego €letrnico: franca@ cnpso.embrapa.br



Dentre os diversos métodos de controle de qualidade adotados pela
indUstria de sementes no Brasil, o teste de tetrazdlio tem se destacado,
principalmente paraasoja, devido asuarapidez, precisdo etambém pelo grande
nimero de informagdes fornecidas pelo mesmo. O teste, além de avdiar a
viabilidade e o vigor doslotes de sementes, fornece o diagndstico das possiveis
causas responsaveis pela reducdo de sua qualidade: danos mecéanicos,
deterioracdo por umidade e danos de percevejo, que sdo os problemas que
mais comumente afetam a qualidade fisiol6gica da semente de soja. Porém,
aém desses, os danos de secagem, de estresse hidrico e de geada podem também
ser facilmente visualizados pelo teste. Aliés, o fornecimento desse diagnostico
tem sido o grande responsavel pel o elevado indice de adoc&o do teste em nosso
Pais, pois, aém de apontar os problemas de reducdo de qualidade das sementes,
0 teste, quando aplicado nas diversas etapas do sistema de producdo, pode
identificar os pontos de origem desses problemas, permitindo que agtes
corretivas sejam adotadas, resultando naproducéo de sementes de dtaqualidade.

No caso da soja, gracas a publicacéo das primeiras versoes do presente
manual (Franca Neto et al., 1985; Franca Neto et al., 1988) e também devido
aos diversostreinamentos of ereci dos pel os profissionais da Embrapa Sojae de
outras instituicdes, temos a certeza de que o teste é executado em todos os
laboratdrios de andlise de sementes brasileiros que trabalham com tal espécie.
Em conseqiiéncia, hoje, pode-sedizer queo Brasil €olider mundia de utilizagdo
do teste de tetrazolio a nivel de rotina. Alguns nimeros podem ilustrar a
significanciade tal lideranca: para a semeadura dos 12,5 milhdes de hectares
previstos para a safra 1997/98, foram necessarias cerca de um milh&o de
toneladas de sementes de soja, ou sgja, aproximadamente 20 milhdes de sacas
de 50 kg, o que representa ao redor de 100.000 lotes. Caso 80% desses |otes,
em média, forem analisados pelo menos duas vezes pelo teste de tetrazdlio,
durante o processo de controle de qualidade, isto resulta em cerca de 160.000
andlises realizadas em 1997, apenas com soja.

A utilizagdo do teste de tetrazolio em nosso Pais repercurte ndo apenas
com relag8o aos aspectos quantitativos, conforme ilustram os ndmeros
apresentados acima, mas, princi palmente, quanto aos qualitativos, pois quando
realizado em conjunto com outrostestes, tem propiciado a comercialiacdo dos
| otes que efetivamente apresentem bons padrdes de qualidade. | sto tem resultado



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

HISTORICO

“O sucesso do desenvolvimento do teste de tetrazdlio é resultado da
conquista de vérias etapas na histéria da pesquisa em sementes e da obtencéo
denovos conhecimentos sobreavidadasemente.” (Moore, 1985, p. 2). Revises
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 principaisfatos que contribuiram para o seu desenvol vimento € apresentada
aseguir.

O desenvolvimento de testes répidos, visando a determinacéo da
qualidade fisiol 6gica das sementes, tem sido um dos principais objetivos dos
tecnologistas de semente h& varios anos, principamente a partir do fina do
século passado, quando o sistema de producdo de semente comegou a ser
organizado em diversos paises da Europa.

Diversos testes, baseados na observacdo da coloragdo, do aspecto, do
peso volumeétrico e davel ocidade de embebi ¢do das sementesforam inicialmente
utilizados, visando a rgpida avaliagéo da viabilidade das mesmas, porém sem
nenhuma precisdo. No inicio da década de 1920, a determinagéo da atividade
de certas enzimas, como a peroxidase, catalase, oxidase, redutase e fenolase,
recebeu atencéo especia, porém a falta de sucesso de tais testes deveu-se ao
fato de que a atividade destas enzimas néo era realizada em sementes
individualizadas. Nessa mesma época, diversos corantes, como o indigo
carmine, azul de metileno, vermelho neutro, acido stlfurico e verde malaquita
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foram testados e a falta de precisdo resultou no insucesso da adocgéo de tais
métodos.

Conforme relatado por Moore (1969), as primeiras tentativas que
apresentaram sucesso naavaliacao daviabilidade das sementes com bio-corantes
foram realizadaspor Turina, nalugoslavia, em 1922, e por Neljubow, naRUssia,
em 1925. Turina trabalhou com a reducdo de sais de telUrio e de selénio nas
células das sementes e Neljubow relatou algum sucesso com a utilizagcdo de
indigo carmine.

No inicio dos anos 30, Hasegawa do Japao, trabalhando com sementes
arbéreas, aperfeicoou aaplicacdo de saisdetel Urio e de selénio paraacoloracéo
de embrides de sementes. A grande maioriade seustrabalhosfoi publicadaem
linguajaponesa, tornando os seus avangosinacessivei sacomunidade cientifica.
Alguns de seus estudos foram amplamente divulgados apds a publicacdo de
alguns de seus resultados em inglés (Hasegawa, 1935) e em alem&o, apds uma
reunido dal STA (Associagdo Internacional de Andlise de Sementes) na Europa.
Durante esta viagem, Hasegawa revelou alguns detalhes de sua metodologia
de andlise ao cientista deméo F.E. Eidmann, que, por sua vez, aprimorou o
método do selénio (Moore, 1969).

O grego, Georg Lakon, trabalhando em Hohenhein, Alemanha, desde o
inicio dadécada de 20, vinha dedicando-se com grande interesse por trabalhos
na area 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 determinagdo da viabilidade de
sementes (Lakon, 1940). Quando tomou conhecimento dos efeitos toxicos do
selénio aos analistas de sementes, Lakon procurou por um sal similar, porém
ndo toxico, que poderiaser utilizado com amesmafinalidade. Segundo Cottrell
(1948) e Isely (1952), apods a indicagdo por Kihn e Jerchel (1941) de que
diversos compostos de tetrazoélio poderiam se reduzir em tecidos vivos, Lakon
testou varios desses sais e concluiu que o 2,3,5-trifenil cloreto detetrazdlio era
0 mais apropriado para o teste topografico. Lakon desenvolveu ametodologia
para sementes de varias espécies de cereais e paramilho.

Conforme relatado por Moore (1976), a divulgacéo da existéncia e dos
meéritos do teste de tetrazolio ocorreu pelaprimeiravez nos Estados Unidosem
1945, mediante investigages realizadas pelo Exército Americano, apos a ll
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GuerraMundial, sobre atividades de pesquisanaAlemanha. O primeiro trabalho
realizado com o teste nos Estados Unidosfoi publicado por Porter et al. (1947),
daUniversidade Estadual de lowa. Outros estudos pioneiros, realizados nesse
mesmo pais, conforme relatado por Moore (1976), foram publicados por
Flemion e Pool e, do Instituto Boyce Thompson de Novalorque, por Goodsell,
da compania de sementes de milho Pioneer, de Johnston, lowa, e por Bennett,
da Universidade Estadual de lowa.

Avancos significativos sobre o teste ocorreram nos anos 50. Varios
pesquisadores de diversas universidades Americanas acancaram resultados
basicosimportantes. Dentre eles, destacaram-sel sely, Bass, Smith e Throneberry,
da Universidade Estadud de lowa, e Parker, da Universidade de |daho.

Na década de 60, progressos significativos relativos a aplicacdo prética
dotesteformam obtidos por Delouche, Still, Raspet e Leinhard, daUniversidade
Estadual do Mississippi, que publicaram o primeiro manual sobre o teste, que
abordava a metodol ogia 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 contribuiram com melhorias ao teste.

Em 1970, outro marco importante foi atingido. A utilizacdo do teste foi
aceitapela AOSA (Associacdo Oficia dos Analistas de Sementes), através da
publicacdo do Manual do Testede Tetrazdlio (Grabe, 1970). Em 1983, a AOSA
publicou o Manual de Testes de Vigor (AOSA, 1983), que abordava a
metodol ogia do teste para soja, algoddo, milho e trigo.

Reconhecimento especia deve ser dado ao Dr. Robert P. Moore do
L aboratdrio de Sementes da Universidade Estadual daCarolinado Norte. Entre
1943 e 1987 ele publicou 230 trabalhos sobre o teste e editou o Manual do
Testede Tetrazdlio (M oore, 1985), publicado pelal STA. Ta publicacdo contem
detalhes sobre a metodol ogia do teste para mais de 650 espécies.

Otestedetetrazdlio foi também adotado com sucesso em diversos paises.
No Brasil, o testefoi introduzido por diversos profissionaisdaAreade Sementes,
que receberam treinamentos naUniversidade Estadual do Mississippi. Através
do Convénio AGIPLAN/Ministério daAgriculturacomtal Universidade, foram
traduzidos pelo Prof. Flavio Rocha, da Universidade Federal de Pelotas, dois
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manuais sobre o teste: “O Teste de Tetrazdlio para Viabilidade da Semente”
(Deloucheet al., 1976) e“Manual do Testede Tetrazolio em Sementes’ (Grabe,
1976).

Otestefoi aprimorado paraasojapel os pesquisadores do Centro Nacional
de Pesquisade Soja, daEmbrapa, que publicaram, em 1981, o primeiro manual
especifico para a soja (Franca Neto, 1981), que foi o embri&o para 0 manual
seguinte, “Metodologia do Teste de Tetrazdlio em Sementes de Soja” (Franca
Neto et al., 1985). O referido manual foi atualizado e colocado em umaforma
mais didatica, sendo lancado alguns anos ap6s (FrancaNeto et al., 1988). Tais
manuais continham a classificacéo de vigor da semente de soja em diferentes
classes de viahilidade. Hoje, o teste é rotineiramente utilizado em todos os
laboratérios de andlise de sementes gque 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 reacfes respiratorias nas
mitocdndrias, durante a glicolise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas,
particularmente a desidrogenase do &cido malico, reduzem o sal de tetrazolio
(2,3,5-trifenil cloreto detetrazdlio ou TCT) nostecidosvivos. Quando asemente
desojaéimersanasolucdoincolor de TCT, estaédifundidaatravésdostecidos,
ocorrendo nas células vivas a reagdo de reducdo que resulta na formagéo de
um composto vermelho, estavel e ndo-difusivel, conhecido por trifenilformazan:

Sal de tetrazolio + H* desidr ogenases N Trifenilformazan
*incolor +vermelho
+difusivel +ndo difusivel

Quando o TCT éreduzido, formando o trifenilformazan, isto indicaque
ha atividade respiratéria nas mitocondrias, significando que ha viabilidade
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celular e do tecido. Portanto, a col oracdo resultante dareacéo € umaindicagéo
positivadaviabilidade através da deteccdo darespiracéo anivel celular. Tecidos
ndo vidveis ndo reagem e conseqlientemente ndo sdo coloridos.

Sendo o tecido vigoroso, havera a formacdo de um vermelho carmin
claro; se otecido estdem deterioragdo, um vermelho maisintenso serdformado,
em virtude damaior intensidade de difusdo dasolucdo de TCT pelas membranas
celulares comprometidas de tais tecidos; se 0 mesmo é ndo viavel, a reducéo
do sal ndo ocorrerd, e o tecido morto contrastara como branco (ndo colorido)
comotecido colorido viavel. A observacdo detaisdiferencas de cor, juntamente
com o conhecimento de diversas caracteristicas das sementes, permitem a
determinacdo dapresenca, dalocalizagdo e danatureza dos distubios que podem
ocorrer nos tecidos embrionarios (Moore, 1973).

MATERIAL NECESSARIO

Para arealizac8o deste teste € necessario 0 seguinte:

a) reagente:
+ sal de tetrazdélio: 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio, normalmente
comercializado em frascos com 10 g;

b) vidraria
+ placas de Petri;
+ frasco de vidro (becker) ou coposde pléstico (paracafezinho), volume 50
ml;
+ frasco de vidro, cor &mbar, para armazenar a solucéo de tetrazdlio, que €
fotossensivel e se reduz com aluz.

Importante: nio utilizar frascos metdlicos, paraevitar reducio dasolugio
de tetrazdlio em trifenilformazan, quando em contato com certos metais,
conforme relatado por Bulat (1961).
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¢) lamina de barbear;

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

€) lupa de seis aumentos (6X) com iluminacdo fluorescente, de preferéncia
circular;

f) refrigerador para armazenagem das amostras;

0) papel de germinacéo.

Preparo da solucao

Recomenda-se utilizar solucdo naconcentracdo de 0,075%, poisamesma
permite uma col oracdo adequada das sementes, permitindo avisualizagdo com
maior precisdo de danos mecénicos recentes, causados por abraséo, que
normal mente ndo seriam detectados com o uso de solucdes 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 utilizacdo de
soluc&o nessa concentracdo é mais econdmica: com umvidro de 10gde TCT
pode-se testar aviabilidade de até 200 |otes de semente, utilizando a solucéo a
0,075%. Caso a solucéo utilizada tivesse a concentragéo de 1,0%, apenas 15
amostras poderiam ser avaliadas com 10 g do sal.

Prepara-se, inicialmente, a solucdo estogque a 1,0%, misturando 10,0 g
do sal de tetrazdlio em 1,0 litro de agua destilada. Esta solugéo deve ser
armazenada em frasco de vidro de cor &mbar, em local escuro e fresco, de
preferéncianageladeira

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

1,0 litro de solucéo a 0,075% = 75 ml solucéo estoque (1,0%) + 925 ml
de H.O.
A &guautilizadano preparo dasolugdo de trabal ho pode ser destiladaou

da rede de abastecimento, desde gque apresente o pH entre 6 e 7, e ndo sgja
salobra.
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Preparo das Sementes

s Amostragem

A amostradetrabal ho deve ser representativado | ote e coletadaconforme
prescrito pelas Regras para Andlise de Sementes (RAS; Brasil, 1992).

«» NUmero de Sementes

Para o teste de germinacéo (em areiaou rolo de papel) as RA S recomen-
dam autilizacdo de 400 sementes por amostra, (8 sub-amostras com 50 sementes
cada). Para o teste de tetrazdlio € sugerida a utilizacgo de 100 sementes (2 sub-
amostras com 50 sementes cada), conforme sugerido pela AOSA (1983), Moore
(1973), Franca Neto (1981) e Franca Neto et al. (1985; 1988).

A necessidade de um menor nimero de sementes parao teste detetrazdlio
€ devida as condic¢bes homogéneas a que sdo submetidas todas as sementes
durante o seu preparo, 0 que, normal mente, ndo ocorre durante a execucao do
teste padréo de germinacdo. Os resultados desse Ultimo teste podem ser af etados
por diversos fatores: gradientes de umidade e temperatura comumente
encontrados nos germinadores; diferencas do pH e datexturado papel; variacdo
na quantidade de &gua adicionada ao substrato; e a presenca de fungos, como
Phomopsis spp. e Fusarium semitectum nas sementes testadas.

% Pré-condicionamento

As sementes devem ser embal adas em papel de germinagdo umedecido
e mantidas nestas condic¢des por um periodo de 16 horas, na temperatura de
25°C. Para evitar a perda de umidade, as embalagens devem permanecer em
camara Umida, ou seja, em saco pléastico, em germinador ou em dessecador
com &gua em lugar de silica-gel.

Ostegumentos de sementes escuras de soja nhormal mente ndo permitem
adifusdo da solucéo de tetrazolio. Portanto, 0s mesmos devem ser removidos
das sementes antes do processo de coloragao.

Caso hgjaanecessidade de maior rapidez, pode-se utilizar ametodologia
aternativa, 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 hagjaperdade precisio dos resultados.
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¢ Coloracéo

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

E bom ressaltar que esta operac3o deve ser redlizadano escuro, umavez
gue a solucdo detetrazdlio é sensivel aluz (Lakon, 1949).

< Lavagem da Amostra

Alcancada a colorac&o ideal, as sementes séo retiradas do ambiente a
35°C - 40°C e sdo, em seguida, lavadas com dguacomum e devem ser mantidas
submersas em &gua até o momento a avaliagdo. Caso as amostras ndo sgjam
avaliadas de imediato, devem ser mantidas em refrigerador, por até 12 horas.

INTERPRETACAO

Apesar de ndo utilizar equipamentos e reagentes caros, o teste requer
que o andlistade sementes seja bem treinado nas técnicas do teste. E bésico o
conhecimento das estruturas anatbmi cas da semente pel o analista. Experiéncia,
imaginacdo e julgamento critico sdo também necessarios para que o analista
possavisualizar ostipos de anormalidades de plantul as que séo revel ados pelo
teste de tetrazdlio. A precisdo do teste depende do conhecimento de todas as
técnicas e procedimentos envolvidos.

Conforme mencionado por Moore (1985), ha trés objetivos basicos na
avaliacdo das sementes. @) determinar o potencial de germinacéo de um lote de
sementes sob as condigdes mais ideais possivels; b) categorizar as sementes em
diferentesclassesdeviabilidade; e c) diagnosticar aspossiveiscausasqueresultam
na perda de viabilidade das sementes. Os dois primeiros objetivos podem ser
alcangados pelainterpretacdo de quatro caracteristicas bésicas. condicéo e cor
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dos tecidos apds a coloragdo, pela localizacdo e pelo tamanho das lesfes. A
habilidade do analista de sementes em reconhecer os sintomas tipicos dos
diferentes tipos de danos que podem ocorrer nas sementes é imperativo paraa
obtenc&o do diagndstico correto das causas de perda de viabilidade.

Para que a interpretacdo se torne menos cansativa, sugere-se que sgja
efetuada sob lupa de seis aumentos (6 X), com iluminacdo fluorescente. As
sementes devem ser avaliadas uma a uma, seccionando-as longitudina mente
através do centro do eixo embrionério (Fig. 1), com o auxilio de umalamina
debarbear. Caso o corte ndo sejabem centralizado, aavaliagdo dacondic¢édo do
eixo embrionario deve ser realizada na metade que contenha amaior parte do
eixo, expondo-se o seu cilindro central, apés cortes adicionais.

Apdbs 0 seccionamento da semente, as suas metades séo 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 embrionério

Hilo

FIG. 1. llustracdo do local de corte da semente de soja, através da parte central do eixo
embrionario e do hilo.
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Cuidados especiais devem ser tomados durante a avaliacdo do eixo
radicul a-hipocdtilo, que é composto por dois tipos de tecidos. o cortex e o
cilindro central (Fig. 2). O cilindro central € a estrutura mais critica do eixo
radicula-hipocétilo. Como umaregrageral, caso um dano venhaaocorrer nesse
eixo, mas ndo é suficientemente profundo para danificar o cilindro central, a
semente pode entdo ser considerada viavel. Entretanto, se o dano atingir o
cilindro central, a semente serd considerada ndo viavel (Fig. 3).

Além do cilindro central, outra regido critica na semente de soja, que
dever ser observada com muita atencéo, € a regido vascular (Fig. 3 e 4).
Através dessa regido passam 0s vasos que conectam o eixo embriondrio aos
cotilédones, sendo, portanto, de sumaimportanciaparao transporte de materiais
de reserva dos cotilédones a plantula em desenvolvimento, nas fasesiniciais
de germinag@o e emergéncia. Caso tal regido venha a ser afetada por algum
tipo dedano, o vigor e/ou aviabilidade da semente poder&o ser comprometidos.

Outro fator que deve ser observado éadiferenciacdo de coresdostecidos.

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

De acordo com Moore (1985), tecidos vigorosos tendem a colorir
gradual mente e uniformemente e, quando embebidos, apresentam-se turgidos
(Figs. 5 e6). A ocorréncia de vermelho intenso é caracteristica de tecidos em
deterioracdo, que permitem umamaior difusdo da solugdo detetrazdlio através
de suas membranas celulares ja comprometidas. Quando expostos ao ar, tais
tecidos perderdo a turgidez mais rapidamente gque os tecidos vigorosos. O
branco identifica tecidos mortos, que ndo apresentam a atividade enzimética
necessaria para a producdo do trifenilformazan. Tecidos mortos normal mente
sdo fl&cidos e apresentam a col oragdo branco-opaca, mas podem ser amarel ados,
cinzentos ou esverdeados, principalmente quando sofreram danos causados
por percevejos. Em algumas raras situagdes, tecidos mortos podem apresentar
manchas avermel hadas, causadas por atividades de certos fungos ou bactérias.
Entretanto, tais tecidos sdo facilmente diferenciados de tecidos viaveis, por
serem extremamente flacidos e fridveis.
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Eixo embrionario

Cortex Pldmula

Cilindro central

- i ]
Hipocétilo vascular

Radicula

Pit

Cotilédone

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

VIAVEL NAO VIAVEL

DaAnq Deterioracéo
mecanico por umidade

Tecido morto

afetando o
cilindro central

FIG. 3. Cortelongitudinal de duas sementes de soja, mostrando a ocorréncia de danos
no eixo radicula-hipocatilo.
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FIGURA 4

Eliminar contorno

FIG. 4. Detalhe da regido vascular e da plumula de semente de soja vigorosa. Note a
regido meristematica e a diferenciagéo do cortex e cilindro central do hipocatilo.
(Foto: J. B. Franca Neto).

Deve-seenfatizar que apds 0 seccionamento das sementes, as superficies
internas dos cotilédones sdo normamente descoloridas (brancas), devido a
falta de difusfo da solucéo de tetrazdlio as suas camadas mais profundas (Fig.
6). Moore (1985) caracteriza os tecidos viaveis, que ndo coloriram, como
normal mente tdrgidos, brilhantes, apresentando tonalidades branco-rosadas ou
branco-amareladas.

A posicéo e a extensdo dos danos que ocorrem nhas sementes sao
caracteristicas de importancia crucia para a correta avaliagdo das mesmas e
devem ser consideradas em combinagdo. Por exemplo, uma pequena leséo
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FIGURA 5

Eliminar contorno

FIG. 5. Padr&odecoloracéo pelotetrazolio de sementede sojaaltamentevigor osa. (Foto:
J. B. Franca Neto).

FIGURA 6

Eliminar contorno

FIG. 6. Padrao decoloragéo pelo tetrazdlio da faceinterna de semente de soja altamente
vigorosa. (Foto: J. B. Franca Neto).



.22,

causada por percevejo, que danifica o hipocdtilo, atingindo o cilindro central,
resultara em conseqiiéncias mais sérias que uma lesdo de grande extensdo,
localizada na metade inferior de um cotilédone, longe do eixo embrionério e
daregido vascular.

5.1. Diagnostico das Causas da Deterioracdo da
Semente de Soja

Varios fatores afetam a qualidade da semente de soja. Os principais,
conforme descrito por Moore (1960, 1962a, 1973) e por Franca Neto (1984)
s80 danos mecéni cos, deterioracdo por umidade, danos causados por percevejos,
danos por seca e altas temperaturas, danos de secagem e danos de geada. Cada
tipo de dano esté associado com lesdes caracteristicas, que sdo descritas
resumidamente a seguir.

¢+ Danos mecanicos (Figs. 7 a 12) resultam de impactos fisicos durante as
operagdesde colheita, trilha, secagem, beneficiamento, transporte e semeadura
das sementes de soja. Ha trés tipos de danos mecanicos que sdo facilmente
identificados pelo teste de tetrazdlio: rachaduras, amassamentos e abrasdes. O
ultimo € identificado pela presenca de lesBes de coloragdo vermelho escura,
caso tenham ocorrido recentemente, ou por |esdes brancas com tecidosflacidos,
se ndo recentes. Um analista inexperiente pode confundir o pit (Fig. 2) com
lesBes de danos mecéanicos. O pit é uma depressdo na superficie externa dos
cotilédones, composto por um grupo de células especializadas, em oposi¢ao
direta ao antipit do tegumento, que é uma camada de células na superficie
ventral do tegumento (Y aklich et al., 1984, 1986).

¢ Deterioracdo por umidade (Figs. 12 a 19), conforme descrita por Moore
(1973), FrancaNeto (1984) e por Pereirae Andrews (1976), resultadaexposicéo
das sementes de soja a ciclos aternados de condi¢fes ambientais Umidas e
secasnafasefina dematuracéo, antesdacolheita. Taisdanos apresentam uma
maior magnitude, caso ocorram em ambientes quentes, tipicos de regides
tropicais e sub-tropicais. Sementes com deterioracdo por umidade apresentam
rugas caracteristicas nos cotilédones, naregido oposta ao hilo, ou sobre o eixo
embrionario. Apos a coloragdo, essas sementes revelardo a presenca de |esbes



.23.

de coloragdo vermelho intensa ou branca sobre os tecidos embrionérios
adjacentes a tais rugas. Freqlentemente, tais lesbes estdo associadas com a
infeccdo 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 viével. A
deteriorac8o por umidade apresenta uma caracteristica muito tipica, que é a
simetria das |esdes em ambos 0s cotilédones da semente (Figs. 13 e 14).

++ Danos de perceve o (Figs. 20 a 22) podem afetar seriamente a qualidade
dasemente de soja. Dentre as diversas espécies desseinseto, o percevejo verde
Nezara viridula (L.) tem ocorréncia generalizada na maioria das regifes
produtoras de soja (Turnipseed e Kogan, 1976). Outras espécies, como
Piezodorusguildini (Westwood) e Euschistus heros (Fabricius), podem também
causar sérios danos as sementes. Ao se aimentar das sementes de soja, 0
percevejo as inocula com a levedura Nematospora coryli Peglion (Sinclair,
1982), que ira, entdo, colonizar os tecidos das sementes, deteriorando-os, 0
gue resulta em severas reducdes de vigor e de viabilidade (Bowling, 1980;
VillasBoaset al., 1982). Essainfeccdo formalesdes circulares caracteristicas,
muitas vezes enrugadas e profundas. Ostecidos|esionados séo mortos eflacidos,
apresentando acol oragdo tipicaesbranquicada, asvezes esverdeada, amarelada
ou acinzentada. Um anel de coloracdo vermelho intenso separa, namaioriados
casos, os tecidos mortos dos vigorosos (Fig. 22). Lesdes multiplas podem
ocorrer numa Unica semente e caso haja sobreposi¢éo das mesmas, 0 sintoma
circular tipico ndo sera distinguivel. Com frequiéncia, uma pequena perfuracéo
causadapel o inseto pode ser observadano centro daslesbescirculares. Puncturas
profundas podem ocorrer, resultando na inoculagdo dos tecidos centrais das
sementes pelo fungo N. coryli. Tais|esbes nem sempre podem ser observadas
na superficie externa das sementes.

«» Danospor seca e altastemperaturas (Fig. 23) podem ser observados em
sementes de algumas cultivares de soja, quando altas temperaturas (acima de
30°C), associadas com periodos de baixa disponibilidade hidrica (seca), ocorrem
durante a fase de enchimento de gréos. Os sintomas sdo varidveis. a lesdo
tipicapode ser caracterizada pel a presenca de uma covinhanos cotilédones até
0 completo enrugamento das sementes. Algumas sementes produzidas sob tais
condicOes de estresse podem tornar-se impermeaveis a agua. Sementes com
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sintomas superficiais desse tipo de dano (covinhas), apds a coloragéo, podem
apresentar lesdes vermelho escuras ou brancas que podem ser confundidas
com deterioracdo por umidade. A constatacdo dessas covinhas has sementes
secas pelos analistas evitara que interpretacdes erroneas desse tipo venham a
ocorrer. Sementes enrugadas, apos a coloragdo, podem ser deformadas e
apresentam manchas vermelho escuras e esbranquigadas espal hadas sobre os
cotilédones, com maior concentragdo das mesmas na regido proxima ao eixo
embrionario (Fig. 23). Os tecidos mortos sdo flacidos e fridveis. Sementes
severamente enrugadas normal mente ndo germinam em funcdo dadesintegracéo
dos tecidos do eixo embrionério e das regides superiores dos cotilédones.

+ Danosde secagem excessiva sdo consequiénciada secagem das sementesa
graus de umidade abaixo de 10,0%. S&0 caracterizados pela constatacdo de
elevados indices de sementes de soja com trincas transversais nos cotil édones,
sempre na mesma posicdo (Fig. 24). Quando a semente de soja é secada
excessivamente, ela esta sujeita a quebrar preferncialmente nessa posicéo,
guando exposta a um impacto mecanico.

+ Danos por geada em sementes de soja sG0 mais comuns em regides de
clima temperado. A expressdo desse tipo de dano depende do estadio de
desenvolvimento das sementes, datemperatura e do periodo de exposi¢éo das
mesmas as condic¢des de baixatemperatura (M oore, 1973). Sementesimaturas
geralmente morrem e permanecem verdes com exposi¢&o a geadas. Por outro
lado, sementes secas e maduras resitem bem a esse tipo de estresse. Ostecidos
danificados sdo identificados no teste de tetrazdlio pela coloracéo de eixos
embrionarios num vermelho mais intenso e pela presenca de um precipitado
vermelho que se acumula nos tegumentos e na solugdo de tetrazolio. Tecidos
danificados por geadas podem apresentar uma coloracdo vermelha com tons
esverdeados ou marrons (Osorio, 1987).

Todas as |esBes acima menciodadas podem ser intensificadas durante o
armazenamento. Td intensificaco dependera das condi¢des de temperaturae de
umidaderelativado ar no armazém. Danosmecani cos, principa mente osde abrasio,
e deterioracio por umidade sdo ostipos de dano que mais comumente progridem
em termos de deterioracdo no armazém, podendo resultar em severas reductes
de germinacéo e de vigor, principal mente nos meses finais do armazenamento.
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Mai s de um desses tipos de danos podem ocorrer em umaunica semente
(Fig. 12). Outros tipos de danos podem também ocorrer devido ao
envel hecimento da semente ou aocorrénciade condicdesimpréprias durante o
armazenamento. Condic¢des quentes e Umidas durante o armazenamento
resultar&o em severa deterioracdo. No teste de tetrazdlio, os sintomasiniciais
de deterioracdo por armazenamento inadequado podem ser confundidos com
sinais de deterioracdo por umidade. Neste caso, o diagndstico mais preciso da
causadadeterioracdo pode ser obtido com aexecugdo de um teste de patologia
de sementes, por exemplo o teste de papel defiltro (“blotter test”). A constatacéo
de dtos indices de fungos de armazenagem, como o Aspergillus flavus ou o
Penicillium spp., caracteriza problemas de armazenamento; elevada infecgéo
por fungos de campo, como Phomopsis spp., Fusarium spp., ou Cercospora
kikuchii, caracteriza a deterioracéo no campo.

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

5.2. Identificacao dos Niveis de Viabilidade

O teste de tetrazdlio baseia-se na andlise da condi¢do de cada semente
individualmente. Cada semente é classificada como viavel ou néo viavel e os
tipos de danos sdo anotados. Moore e Smith (1956), citados por Copeland et
al., (1959) eMoore (1961, 1962b, 1967) definiram um sistemade classificacéo
parasementes de milho e de soja, onde cada semente eraqualificadanas classes
delab, casoviaves, ede 6 a8, sendo viaveis. A presenca, alocalizagdo e 0
tipo do dano, aém das condicdes fisicas das estruturas embrionarias, sdo
utilizadas nesse sistema de classificagcdo. Tal metodologia foi modificada e
descritaem detal hes para sementes de soja por FrancaNeto et al. (1985, 1988).

A seguir, é apresentadaumaclassificacdo de vigor em sementes de soja.
Os aspectos apresentados nas ilustragdes sdo, na experiéncia dos autores,
considerados os mais comuns. Cada diagrama representa uma semente que foi
seccionada longitudinamente. A superficie externa da semente é ilustrada a
esguerdae ainternaadireita
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FIGURA 7

Eliminar contorno

FIG. 7. Sementes de soja com lesOes tipicas de danos mecanicos. Esquerda: semente
com dano latente (por abrasio). Direita: danoimediato (sementetrincada). (Foto:
J. B. Franca Neto).

FIGURA 8

Eliminar contorno

FIG. 8. Dano mecanico critico no eixo radicula-hipocétilo, atingindo o cilindro central.
(Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 9

Eliminar contorno

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

FIGURA 10

Eliminar contorno

FIG. 10. Dano mecéanico afetando totalmente os tecidos meristematicos da regido da
plumula. (Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 11

Eliminar contorno

FIG. 11. Pequeno dano mecanico afetando regido vital do cilindro central e da regido
meristematica da plumula. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIGURA 12

Eliminar contorno

FIG. 12. Semente de soja com lesdes tipicas de dano mecanico na radicula e cotilédone e
de deterioracdo por umidade superficial no cortex do hipocétilo. (Foto: J. B.
Franca Neto).
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FIGURA 13

Eliminar contorno

FIG. 13. Semente de soja com lesdo tipica de deterioragdo por umidade. Note a simetria
das lesBes e os sintomas no eixo embrionario. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIGURA 14

Eliminar contorno

FIG. 14. Semente de soja com lesdo tipica de deterioracdo por umidade. Note a simetria
das lesBes nos cotilédones. (Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 15

Eliminar contorno

FIG. 15. Sementes de soja com trés niveis de deterioragdo por umidade. (Foto: J. B.
Franca Neto).

FIGURA 16

Eliminar contorno

FIG. 16. Semente de soja com lesdo superficial de deterioracdo por umidade no cértex
do hipocétilo. (Foto: J. B. Franga Neto).
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FIGURA 17

Eliminar contorno

FIG. 17. Lesbes intensas de deterioracdo por umidade no campo em sementes de soja.
(Foto: J. B. Franca Neto).

FIGURA 18

Eliminar contorno

FIG. 18. Sementes de soja com plimulas coloridas em fungéo de deterioragéo intensa
no campo. (Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 19

Eliminar contorno

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

FIGURA 20

Eliminar contorno

FIG. 20. Sementes de soja com lesdes tipicas de danos de per cevej o sobre os cotilédones.
(Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 21

Eliminar contorno

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

FIGURA 22

Eliminar contorno

FIG. 22. Lesfo tipica de dano de per cevejo no cotilédone. Note a forma circular da leséo
eo anel detecido em deterioracéo (vermelho intenso) ao redor do tecido morto.
(Foto: J. B. Franca Neto).
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FIGURA 23

Eliminar contorno

FIG. 23. Sementes de soja com lesdes causadas pela ocorréncia de altas temperaturas e
deficiénciahidricadurante afase deenchimento degraos. Topo: sementes secas,
abaixo: sementes coloridas. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIGURA 24

Eliminar contorno

FIG. 24. Sementes de soja com dano car acteristico de secagem excessiva: lotes com tal
problema apresentam altos indices de sementes com trincas na mesma posi¢ao
transversal dos cotilédones. (Foto: J. B. Franca Neto).
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CLASSE 1 (mais alto vigor)

Eliminar contorno

la. Coloracdo uniforme e superficial, indicando penetracédo lenta do sal de tetrazdlio;
parte interna (entre os cotilédones) ndo apresentando coloragdo, salvo nos bordos;
todos os tecidos com aspectos normal e firme.

Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

1lc. Semente com aspecto de mosaico devido a um processo lento de embebicdo (Fig.
25); os tecidos se apresentam firmes e na face interna dos cotilédones geralmente
aparece uma cavidade central de coloracdo amarelada, indicando insuficiente
absor ¢do de agua. Pode ocorrer em sementes semi-per meaveis. Taissintomas podem
também estar relacionados a uma embebicédo inadequada durante o pré-
condicionamento, ou devido ao uso de sementes com grau de umidade muito baixo.
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FIGURA 25

Eliminar contorno

FIG. 25. Semente de soja com aspecto de mosaico devido a um processo inadequado de
embebicdo. (Foto: F.C. Krzyzanowski).

CLASSE 2 (alto vigor)

Eliminar contorno

2a. Pequenas estrias localizadas nos cotilédones na regido oposta ao eixo embrionario,
as quais sdo originadas por pressdo do tegumento sobr e os cotilédones causado por
sucessivas hidratacdes (expansdo) e desidratagdes (contracéo) de ambos em
propor¢des diferentes. Isto resulta em enrugamento do tegumento e lesdo nos
cotilétones, ondearespiracdo eaatividade enzimatica sdo maisintensas, ocasionando
a evidenciagdo da cor vermelho carmin forte. As estrias ndo devem ser superior a
0,5 mm de profundidade; a parte interna dos cotilédones apr esenta-se como em la.
Danos nos cotilédones sdo geralmente simétricos.
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Eliminar contorno

2b. Pequenas estrias devidas ao mesmo mativo referido em 2a., mas localizadas sobre o

2c.

2d.

eixo embrionério. Tais lesdes devem mostrar-se apenas superficialmente, néo

apresentando qualquer alteracdo interna, como em la. Danos nos cotilédones sao
geralmente simétricos.

Eliminar contorno

Area de coloracio mais intensa, ndo maior do que da ilustracdio, provavelmente
devido a juncéo de pequenas estrias (2a), formando uma faixa continua. A parte
interna dos cotilédones apresenta-se como em la. Danos nos cotilédones sdo
geralmente simétricos.

Eliminar contorno

Area de tecido sem coloracéo (branco leitoso) portanto, morto, ndo maior do que a
dailustracdo. A parteinterna dos cotilédones como em la. Todas as |lesdes referidas
de2a e 2d, em geral, se apresentam simetricamente nos dois cotilédones, sendo esta
uma caracteristica utilizada para diferenciar dano devido ao enrugamento do
tegumento (deterioracgdo por umidade) de outros tipos de dano.
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2f.

29.
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Eliminar contorno

Pequenos danos mecanicos sobre a superficie externa dos cotilédones e com uma
profundidade maxima de 0,5 mm. A superficie interna dos cotilédones apr esenta-se
como em la.

Eliminar contorno

Dano(s) devido(s) a picada de percevejo, com uma area total ndo maior do que a
mostrada na ilustracdo e profundidade maxima de 0,5 mm. A localizacdo deve ser
afastada da regido vascular (isto &, abaixo de uma linha imaginéria, passando
transver salmente pela metade do cotilédone). A regido afetada apresenta-se mais
ou menos necrosada (tecido morto, coloragdo esbranquicada, de aspecto
pulverulento, as vezes com o sinal da punctura bem visivel, outras vezes néo).
Superficie interna dos cotilédones como em 1la.

Eliminar contorno

Dano idéntico ao anterior mas com a regido da(s) punctura(s) sem necrose. O aspecto
€ enrugado, de coloracgdo vermelho carmim forte, sem partes esbranquicadas. Este
tipo delesdo é caracter istico de picada que provavelmente ocorre em um estadio mais
avancado da maturacdo, quando a semente ja esta em fase adiantada de desidr atagao.
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2i.

3a.
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Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

Coloracéo da superficie externa dos cotilédones como em la. A superficie interna
dos cotilédones apresenta-se também com color acéo uniforme devido a penetragéo
da solucdo de tetrazdlio através de um rompimento no tegumento.

CLASSE 3 (vigor médio)

Eliminar contorno

Estrias de coloracdo vermelho carmin forte localizadas nos cotilédones, na regiéo
oposta ao eixo embrionario, com uma éarea total ndo maior do que a mostrada na
ilustracdo. A superficie interna dos cotilédones pode apresentar pequenas areas
mais escuras, correspondentes as estrias exter nas e com uma espessura maxima de
0,5 mm.
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Eliminar contorno

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

Areas de coloracio mais intensa, ndo maiores que as mostradas na ilustracéo,
provavelmentedevido ajuncao deestriasfor mando uma faixa continua. A superficie

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

Eliminar contorno

3d. Dano quase idéntico ao anterior, mas a faixa pode ser de tecido de coloracgdo
branco-leitosa (tecido morto) numaareanao maior doqueadailustracéo. Superficie
interna com uma faixa de tecido morto numa espessura maxima de 0,5 mm.
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Eliminar contorno

3e. Area de coloracéo vermeho intensa na superficie externa de ambos os cotilédones
nao maior do que a da ilustragdo e com profundidade maxima de 0,5 mm (dano
mecanico). Superficie interna como em 1la.

Eliminar contorno

3f. Estriaslocalizadas na superficie do eixo embrionéario néo se apr ofundando além do
cortex, ou sgja, sem afetar o cilindro central.

Eliminar contorno

3g. Extremidade da radicula mostrando coloracdo branco-leitosa, indicando tecido
morto, sem no entanto afetar o cilindro central.
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Eliminar contorno

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

3i.

3.

central.

Eliminar contorno

Picada(s) de percevejo, com a parte central necrosada (tecido morto, ou seja,
coloragdo branco-leitosa, com aspecto pulverulento) ou nédo, com area total néo
maior do que a mostrada nailustracdo. A area lesionada ndo deveter profundidade
superior a 0,5 mm e deve estar localizada na regido abaixo de uma linhaimaginéaria
passando transversalmente pela metade do cotilédone (regido ndo vascular).
Superficie interna dos cotilédones como em 1la.

Eliminar contorno

Picada(s) de percevejo, com area total ndo maior do que a mostrada na ilustracgéo,
sem areas necrosadas (mortas), localizada(s) abaixo de uma linha imaginaria
passando transver salmente pelametadedo cotilédone. Picada(s) afetando a superficie
interna de um dos cotilédones que se mostra enrugado com peguenas pontuactes
ver melhas (ér eas continuasde color agéo ver melho car min forte ou ar easnecr osadas).
Um dos cotilédones com coloracgéo superficial como em 2i.
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Eliminar contorno

3k. Picada(s) deperceveo, com areatotal ndomaior doquearepresentadanailustragéo,
localizada acima de uma linha imaginéria passando transver salmente pela metade
do cotilédone. A regido lesionada néo deve ser superior a 0,5 mm de profundidade
elocalizada de tal maneira a néo afetar aregiao acima da linha imaginaria (regiao
vascular).

Eliminar contorno

3l. Fratura dos cotilédones na regido oposta ao ponto de ligagdo do eixo embrionario
numa extensdo maxima como a mostrada na ilustracéo. A superficie interna dos
cotilédones pode se apresentar como em la ou 2i.

Eliminar contorno

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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Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

3o0. Dano(s) de origem mecénica localizado(s) abaixo da regido vascular, afetando a
superficie interna dos mesmos como mostrado na ilustragao.

CLASSE 4 (vigor baixo)

Eliminar contorno

4a. Areadecol oracdo vermelho carmin forte em ambos os cotilédones, cobrindo menos
do que a metade dos mesmos. A superficie interna também apresenta area de
coloracgéo vermelho carmin forte. A regido vascular, porém, ndo deve estar afetada.
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Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

4c. Area de coloracdo vermelho carmin forte no centro dos cotilédones (externa e
internamente), afetando parte da regido vascular. No entanto, préximo ao ponto de

ligagdo, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das reservas dos
cotilédones para o eixo embrionério.

Eliminar contorno

4d. Estrias localizadas sobre o eixo embrionario afetando inclusive o cilindro central,
porém, numa extensdo menor do que a metade de sua espessura.
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Eliminar contorno

4e. Areade coloragsio vermelho carmin forte no eixo embrionario mas com asestrutura
do cilindro central e do cortex ainda perfeitamente definidas.

Eliminar contorno

4f.  Area de tecido morto numa extensdo menor do que a metade da &rea total dos
cotilédones.

Eliminar contorno

4g. Fraturadeum ou ambos os cotilédones na regido préxima ao ponto de ligagéo, mas
deixando a regido vascular em grande parte intacta.
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Eliminar contorno

4h. Dano(s) de origem mecanica na regido vascular dos cotilédones afetando a face
interna e parte da regido vascular. Os vasos, porém, devem permanecer funcionais
proximos ao ponto de ligagdo dos cotilédones com o eixo embrionario.

Eliminar contorno

4i. Fraturas sobre o eixo embrionério, afetando o cortex e o cilindro central, porém,
numa extensdo menor do que a metade de sua espessura.

Eliminar contorno

4j. Dano(s) devido(s) a picada de per cevejo com ar ea necr osada (tecido morto), atingindo
a parte interna dos cotilédones mas localizado(s) abaixo da regi&o vascular.



Eliminar contorno

4k. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em apenas um cotilédone,
tornando-o praticamente ndo funcional e afetando apenas levemente o segundo
cotilédone na face iterna, e o qual se mantém quase integral.

Eliminar contorno

4]. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em um dos cotilédones,
blogueando completamente a regido vascular, tornando-o ndo funcional. A plantula
dependera, para o seu estabelecimento, das reservas de apenas um cotilédone.

Eliminar contorno

4m. Fratura de mais da metade de um dos cotilédones.
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Eliminar contorno

4n. Fraturadeum doscotilédonesdeixando, porém, intacto o eixoembrionario (inclusive
a plamula).

Eliminar contorno 4-0

40. Fratura de ambos os cotilédones, porém, numa extensao inferior a metade dos
mesmos.

CLASSE 5 (vigor muito baixo)

As classes de vigor 5 e 6 (esta Ultima ndo vidvel) sfo as de interpretacdo
maisproblemética. Quando aamostraandisadacomportaumae evadaporcentagem
de sementes nessas classes, os resultados variam e discrepancias sfo esperadas.

Eliminar contorno

5a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico, com areas
deum colorido ver melho car min forteentremeadasde areasmaisclaraseaté mortas.
Ostecidosafetados atingem uma profundidade superior a1 mm, masinferior ametade
da espessuradoscotilédones. A superficieinter nados cotilédones apr esenta-setambém
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.
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Eliminar contorno

5b. Dano(s) de origem mecanica, afetando totalmente a regido vascular préxima ao
ponto de ligagcdo de um dos cotilédones e lesionando, par cial e internamente, a area
correspondente do segundo cotilédone.

Eliminar contorno

5c. Cotilédones fraturados de tal forma que é dificil saber se a parte remanescente é
maior ou menor do que a metade do total da semente.

Eliminar contorno

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

CLASSE 6 (nao viavel)

Osdanos dessaclasse sdo0 semelhantesaos daclasse 5 (videilustragoes),
porém, com maior extensdo das areas af etadas, 0 que tornaasementeinviével.
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CLASSE 7 (nao viavel)

Eliminar contorno

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,
blogueando completamente a regido vascular.

Eliminar contorno

7b. Eixo embrionario apresentando uma coloracdo vermelho carmin forte, distribuida
por toda a sua extensdo.

Eliminar contorno

7c. Coloracdo vermelho carmin forte no ponto de ligagdo de ambos os cotilédones,
atingindo a regido vascular. Coloragdo branco-leitosa (indicativo de tecidos mortos)
também pode ocorrer.
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Eliminar contorno

7d. Tecidos mortos de coloragdo branco-leitosa numa extensao superior a metade da
superficie total da semente.

Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

7f. Extremidade da radicula apresentando coloracgdo branco-leitosa (tecido morto)
atingindo néo s6 o cértex, mas também o cilindro central.
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Eliminar contorno

7g. Fraturadaextremidadedaradicula, afetandonéo sb o cortex, mastambém ocilindro
central.

Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

7j. Dano(s) de origem mecanica, afetando a regido vascular de ambos os cotilédones,
préximo(s) ao ponto de ligagao.
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Eliminar contorno

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

Eliminar contorno

71.  Plumula de coloragdo vermelho carmin forte (deteriorada).

CLASSE 8 (semente morta)

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

¢ SementesDuras. aconstatacdo de sementes duras naamostrapode requerer
procedimentos especiais. Quando uma amostra apresentar um baixo indice de
sementes duras, ou sejade 2% a 5%, as mesmas podem ser consi deradas como
vidveisevigorosas, podendo ser anotadas na Classe 1. Porém, caso o indice de
sementes impermeaveis segja superior a tais valores, as mesmas devem ser
escarificadas com lixa“zero”, sendo novamente pré-condicionadas e coloridas,
realizando-se a seguir aleitura das mesmas.

« Anormalidadesembrionarias. agunstipos de embrides anormais podem
ser constatados no teste de tetrazdlio (Figs. 26 e 27). E comum a constatacdo
da presenca de trés ou mais cotilédones, cotilédones deformados ou dobrados
€0 posicionamento do eixo embrionario em local inadequado. A maoiriadessas
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FIGURA 26

Eliminar contorno

FIG. 26. Anormalidade de formagdo embrionaria em sementes de soja, detectada no teste
de tetrazdlio. (Foto: J.B. Franca Neto).

FIGURA 27

Eliminar contorno

FIG. 27. Sementede soja com anor malidade embrionaria. Note o posicionamento anor mal
do eixo embrionario. (Foto: J.B. Franca Neto).
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sementes ndo produzirdo pléantulas normais, conforme aexemplificadanaFig.
27. Entretanto, sementes com aanormalidadeilustradanaFig. 26 podem resultar
em plantulas normais, desde que ndo apresentem danos sérios em seus
componentes vitais.

5.3. Utilizacao da Ficha e Interpretacao do
Resultados

E sugerida a utilizagdo de uma ficha para a avaliagdo do teste de
tetrazdlio, (ver apéndice). Apds aavaliagao de cada semente, deve-seregistrar
nessafichao nivel de viabilidade e aidentificacdo do(s) tipo(s) de dano(s) que
possa(m) ter determinado o referido nivel. Sugere-se utilizar a seguinte
simbologia:

: sem dano

: dano mecénico (DM)

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

: DM + DU

:DU + DP

: DU + DM + DP

T~ N D S <

Observacao Importante: é comum a ocorréncia de sementes
classificadas nos niveis de 6 a8 (ndo viaveis) com dois ou maistipos de danos
(Fig. 12). Quando isso ocorrer e apenas um tipo de dano for responsavel pela
perda de viabilidade, tal dano deve ser marcado na ficha com um traco mais
forte. Por exemplo: uma semente apresenta um dano mecénico que fraturou
totalmente o eixo embrion&rio, suficiente para causar a perda de viabilidade;
esta mesma semente apresenta também uma deterioracdo por umidade nos
cotilédones, longe das zonas vitais, dano este ndo suficiente paraque asemente
seja classificada como ndo viavel (Fig. 28). Ao anotar esta semente na ficha
como Classe 7 (ndo viével), deve-se marcar a simbologia de dano mecénico
com maior intensidade que o simbolo de deterioracéo por umidade. Isto deve
ser realizado sempre que situacOes semelhantes ocorrerem, marcando-se os
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Dano mecanico ——

Deterioracao por
umidade

FIG. 28. Esquema de semente de soja com deterioracdo por umidade nos cotilédones e
com dano mecanico que fraturou o eixo embrionario.

danos que efetivamente forem responsavei s pel a 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.

Apls a avaliacéo de todas as sementes (2 X 50), determina-se a
porcentagem das classificadas em cada nivel de viabilidade, calculando o
potencial de germinacao (somatério dosvalores classificados nos niveis 1 a5)
eovigor (somatério dosniveis 1 a3), conformeilustrados nasfichas 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, deterioracdo por umidade e
de percevejo) anotados paraos niveis (1-8) e (6-8). Parao nivel (1-8), calcula
se, em cada sub-amostra, 0 himero de sementes que apresentaram sinais de
danos mecénicos, por exemplo; multiplica-se o total por “2”, para obter-se o
valor porcentual. Faz-se 0 mesmo paraa segunda sub-amostra, calculando-sea
seguir a média desses dois valores. O mesmo procedimento deve ser seguido
para 0s outros tipos de danos.
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Para o nivel (6-8), faz-se 0 mesmo, porém, no caso de sementes que
apresentem mais de um tipo de dano, deve-se computar apenas aquel es danos
que efetivamente contribuiram para a perda de viabilidade, ou sgja, que foram
marcados com maior intensidade. Veja as fichas contidas no Apéndice para
mal ores escl arescimentos.

Necessidade de Reanalise: aamostradeveraser reanaisadaquando
ocorrer umavariacdo igual ou superior a 10% entre os resultados de viabilidade
obtidos para as duas sub-amostras.

5.3.1. Interpretacao dos Resultados

O nivel devigor pode ser interpretado através da seguinte classificagéo:

+ 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 a49%

Osvalores obtidos paraviabilidade devem receber amesmainterpretacéo
dos alcancados no teste de germinagéo.

As porcentagens de danos mecani cos, deteriorac&o por umidade e danos
de percevejo nos niveis 6 a 8, indicam a porcentagem de perda de viabilidade
ocasionada pel os referidos danos, sendo consideradas com relacdo aqualidade
de semente como:

¢+ sem restricdo: 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 atravésdo teste detetrazdlio, por exemplo, um alto nivel deocorréncia
de danos mecéanicos, ou danos de percevejos, uma acdo corretiva pode ser
adotada, para melhorar a qualidade das sementes produzidas. O produtor de
sementes pode ser orientado, por exemplo, agjustar o sistema de trilha da sua
magquina colhedora, ou a melhorar o sistema de controle de percevejos.



.59.

Exemplos de resultados obtidos pel o teste de tetrazdlio estéo ilustrados
naTabelal. O lote n° 1 apresenta atos indices 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 principa mente a problemas sérios (10%) com danos mecanicos. 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 deterioracéo
por umidade. As fichas utilizadas para anotar os resultados dos lotes 1 a 3
constam do Apéndice.

Um exemplo da praticidade da utilizagdo dos resultados do teste de
tetrazolio éilustrado por Costa et al. (1987). Altos niveis de danos mecéanicos
foram constatados em sementes de soja produzidas no Estado do Parané. Ap6s
aconstatacéo do problema, os produtores foram instruidos em como melhorar
a regulagem do sistema de trilha da méguina colhedora. Em dois anos, 0s
niveis de danos mecanicos em sementes de sojaforam drasticamente reduzidos
aniveisinferiores a 6%.

TABELA 1. Resultadosdo teste detetrazolio obtidos em trés lotes de
sementes de soja.

Parametro Loten®1 Loten®°2 Loten°3
Viabilidade 93 82 75
Vigor' 86 65 49
Danos Mecanicos 7 10 5
Deterioracso por Umidade & 5 12
Danos de Percevejo 1 4 9

! Nivel de vigor: muito ato: > 85%; dto: 75 a 84%; médio: 60 a 74%; baixo: 50
a 59%; muito baixo: < 49%.
2 Porcentagem de perda de viabilidade causada pel o respectivo tipo de dano.
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PRECISAO DOS RESULTADOS

Um bom nivel de precisdo e confiabilidade do teste de tetrazdlio foi
demonstrado por Franca Neto et al. (1986). Vérias amostras de sementes de
sojaforam enviadas a 41 laboratdrios de sementes, com instrucdes especificas
para aexecucdo dos seguintestestes. a) germinagao padréo, de acordo com as
RAS (Brasil, 1976); b) envelhecimento acelerado através do método de
“gerbox”; c) teste detetrazdlio, conforme descrito por FrancaNeto et al. (1985);
ed) emergénciaem areia. Apds o teste padrdo de germinagdo, o teste detetrazdlio
foi classificado como o mais preciso, superando os outros doistestes avaliados.

Em condic¢Bes normais, os resultados de viabilidade obtidos nos testes
de germinagdo 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 improprias no teste de germinacdo; c) técnicas
imprdéprias no teste de tetrazdlio; d) presenca de sementes duras nas amostras,
€) uso delotes de sementes com vigor médio ou baixo; f) presencade sementes
com el evados indices de danos mecéani cos 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 gue sua
“longa experiénciaem comparar os resultados do teste de tetrazdlio com os de
germinagdo padréo demonstrou que quando haviadiferengas entre osresultados,
0 problema estava sempre ligado ao teste de germinacg&o.”
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VANTAGENS E LIMITACOES DO TESTE DE
TETRAZOLIO PARA SOJA

7.1. Vantagens

a) otestendo éafetado por diversas condicdes que podem afetar o teste padréo
de germinagéo

b) focaatencdo ascondicbesfisicas efisiol 6gicasdo embrido de cadasemente
individualizada;

C) permite rapida avaliacdo da viabilidade e do vigor (8 horas para a soja);

d) permite aidentificagcdo de diferentes niveis de viabilidade

€) fornece o diagndstico da causa da queda da viabilidade das sementes;

f) o0 equipamento necessério € simples e barato; e

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

7.2. Limitacoes

a) requer treinamento especia sobre aestruturaembrionériadasemente e sobre
técnicas de interpretacao;

b) érelativamentetedioso, umavez que as sementes sdo avaliadas umaauma,
requerendo, desta forma, experiéncia e paciéncia;

¢) emborasejaum teste relativamente rapido, ele consome um maior nimero
de homem-hora que o teste de germinacéo padrao;

d) ndo mostra a eficécia de tratamentos quimicos, nem as injurias que estes
possam causar; e

€) requer do analista capacidade de decisdo pelas caracteristicas do teste.

Mason et al. (1982) reportou que o teste de tetrazdlio ndo foi eficaz na
deteccdo de danos mecénicos recentes. Tal limitagdo pode ser facilmente
superadacom autilizagdo de uma solugdo detetrazdlio de menor concentragéo,
ou sgja, 0,075%, conforme sugerida no presente manual.
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QUANDO APLICAR O TESTE DE TETRAZOLIO

O teste pode ser aplicado em todas as etapas do sistema de producéo de
sementes, visando aprimorar o controle de qualidade, ou sgja, na colheita, na
recepcdo, antes e apos o beneficiamento e asecagem, durante 0 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 producéo, trilhando-se as sementes manual mente.
Atravésdaavaliacao dessas sementes pel o teste de tetrazdlio, pode-se verificar
0s niveis de vigor, viabilidade e da ocorréncia de danos de percevejo e de
deterioragdo por umidade. Dependendo dos resultados obtidos, podera ser
decidido com segurancase o referido campo apresentaquaidade paraser colhido
como semente ou como gréo. Isto pode resultar em economias significativas
aos produtores de sementes, no que se refere a evitar despesas desnecessarias
detransporte, secagem, beneficiamento, embal agem e armazenamento delotes
de sementes de baixa qualidade.

OBSERVACAO FINAL

As informacfes contidas no presente manual estéo ilustradas no video
“DIACOM: diagnostico completo da qualidade da semente de soja. 1.
Metodologia do teste de tetrazdlio” (DIACOM, 1994), que esta disponivel no
Setor de PublicacBes da Embrapa Soja.
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En@a FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: LOCAL:

N°® DE SEMENTES TESTADAS: CONC. DA SOLUGAO:

DATA: ANALISTA:

PEID P00nD HHE e nl Dnren il rrin nrnrr enis il it
PREEE HE0HE LR Hrnrr prir frnnr el nrier rnnis riiel 1
PHEE LR THEED Hrnnd nrner retd rrnrr rnier el riiel i
PHELE LERRE LD Hrrer 1nner Hrnil rnn L Henin rirer ninn
FOLEE LHAD 1000 Lrned nnn e 0nny i Hrind riiil 1iiid 1t
SHLEHD LR R nEE iy HErrr Lt nnner
PELRL LERED L0 Lninl (rnnl Hrnny el e rrerr i
PRICE HE0EE TREED rnd nni b pinid rnni pnrin il 1iiel i
LOLEE H0EED L HHs 1ennr Arril rn Lernn e i Hnn

w
NI g ok

Nivel de vigor 1-3: Viabilidade:

PHEEE EPEE LHEnE P DErEe rnnir rrnny rrngl e ey i
PHLEE L TEEnE Ternl i rin HEnnE Hrrnr T e e e
PEOEE T 1HE0 1rn Jnnnl (rnn HHEnr e 1 1ieny 1
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Nivel de vigor 1-3: Viabilidade:

DANO MECANICO UMIDADE PERCEVEJO
1-8 6-8 1-8|/6-8|1-8]6-8

REPETICOES DURAS | VIGOR | VIAB

I

MEDIAS
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Enpe

FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: Lore we |

LOCAL:  /ompzing  pa

N° DE SEMENTES TESTADAS:

2 X 50

CONC. DA SOLUGAO: 535 7

DATA: /5 /04 /98

ANALISTA: £Li2p
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En@a FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: [ore a2 .o LOCAL:  Lompaiva, pg
N° DE SEMENTES TESTADAS: 5 4 oo CONC. DA SOLUGAO: g 25/
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En@a FICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: (oTE pv 3

N° DE SEMENTES TESTADAS:
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CONC. DA SOLUGCAO: np35 7
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