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TESTE DE TETRAZOLIO PARA DETERMINAC}AO DA QUALIDADE DAS
SEMENTES DE AMENDOIM
Tetrazolium test to determine the quality of peanut seeds

Tatiane Batista Basaglia'
Edilene Deise da Silva Ferracine"

RESUMO

O estado de S&o Paulo é responsavel por 92,8% de toda a producdo de amendoim (Arachis
hypogaea) no pais, producdo que cresce cada vez mais. Com isso, & preciso investir em
producdo com qualidade. O grande pilar é a semente, por isso do teste de tetrazolio, esse teste
visa a diferenciacdo de sementes vidveis de sementes ndo vidveis. As sementes viaveis
produzem plantulas normais no teste de germinacdo, ja as sementes ndo viaveis, podem ter
um desenvolvimento anormal do embrido ou de outra estrutura essencial. Esse trabalho
objetivou demonstrar como o teste é realizado e a discussdo do tratamento do resultado no
controle de qualidade das sementes de amendoim, uma vez que uma semente de qualidade
impacta na produtividade. Foram realizados dois testes, um teste foi denominado como
amostra A e 0 outro teste como amostra B, cada amostra tinha duas repeticGes e cada
repeticdo continha 50 sementes. A partir desse trabalho podemos observar que € possivel
fazer uma pré-avaliacdo das condic@es fisioldgicas da semente ap0s a colheita e em sementes
dormentes, no entanto para garantir a aprovacao de um lote para comercializacdo é necessario

realizar o teste de germinagéo.
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ABSTRACT

The state of Sdo Paulo is responsible for 92.8% of all peanut (Arachis hypogaea) production
in the country, a production that is growing more and more. Therefore, it is necessary to
invest in quality production. The main pillar is the seed, hence the tetrazolium test, this test
aims to differentiate viable seeds from non-viable seeds. Viable seeds produce normal
seedlings in the germination test, while non-viable seeds may have abnormal development of
the embryo or other essential structure. This work aimed to demonstrate how the test is
carried out and discuss the treatment of the result in the quality control of peanut seeds, since
a quality seed impacts productivity. Two tests were carried out, one test was called sample A
and the other test was called sample B, each sample had two repetitions and each repetition
contained 50 seeds. From this work we can observe that it is possible to pre-evaluate the
physiological conditions of the seed after harvest and in dormant seeds, however, to guarantee
the approval of a batch for commercialization it is necessary to carry out the germination test.

Keywords: arachis hypogaea, quality, seed, tetrazolium test
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1 INTRODUCAO

Todo ano a producdo de amendoim cresce, na safra de 2014/2015 a quantidade
produzida foi de 346,8 mil toneladas, ja na safra de 2021/2022 foram produzidas 746,7 mil
toneladas, ou seja, aumento de mais de 100%. Um dos fatores que contribuiram para esse
aumento expressivo na producéo, foi 0 aumento de areas plantadas (Conab, 2022).

O estado de Séo Paulo se consagra como o maior produtor de amendoim do pais,
sendo responsavel por 92,8% da producdo nacional. Essa grande producdo do estado se deve
ao fato do amendoim ter deixado de ser uma cultura secundéria, sendo muitas vezes a cultura
principal do produtor (Conab, 2022).

Cerca de 70% da producdo do amendoim no pais é exportada para os mais diversos
paises do mundo. Os paises da Unido Europeia sdo grandes compradores do amendoim
brasileiro, outros paises também sdo grandes importadores, como a Russia, Ucrania, Reino
Unido, Coldmbia, Africa do Sul e México (Conab, 2022).

O cultivo do amendoim se da& em algumas regides do estado de S&o Paulo,
tradicionalmente o grdo era cultivado na regido de Ribeirdo Preto e Jaboticabal, mas
atualmente a regido de Marilia e Tupa também sdo grandes produtoras (Conab, 2022).

Para que o amendoim tenha uma boa produtividade, é essencial implementar
controles de qualidade rigorosos, especialmente no fator principal que é a semente. A
qualidade das sementes impacta diretamente a germinacdo, o crescimento inicial das plantas
e, consequentemente, o rendimento final da colheita. Um método amplamente utilizado para
garantir essa qualidade é o teste de tetrazdlio. Este teste é um grande aliado da qualidade, uma
vez que fornece informacgdes detalhadas sobre a viabilidade das sementes, incluindo o vigor
(Seed, 2021).

Em 1922, na lugoslavia, Turina fez histria e marcou o inicio das tentativas de
avaliagdo da viabilidade de sementes com bio-corantes. Seu método foi a redugéo de sais de
teldrio e de selénio nas células das sementes, o que com o decorrer do tempo foi sendo
aperfeicoado (Seed, 2021).

Um desses aperfeicoamentos ocorreu na Alemanha, também na década de 20. O Dr.
Georg Lakon percebeu que o selénio poderia ser toxico aos analistas de sementes, entdo
procurou por um sal similar que poderia se utilizado no lugar do selénio, chegando assim, no

sal de tetrazolio, mais especificadamente o cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (Seed, 2021).
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Para as sementes de amendoim houve uma publicacdo pela ABRATES referente ao
teste de tetrazdlio em 1999. No ano de 2020 teve o lancamento da segunda edi¢do do manual
(Seed, 2021).

A andlise de qualidade relacionada ao teste de tetrazolio foi pulicado pela ABRATES
em 1999 e em 2020 houve uma atualizacéo da versao do manual.

O teste de tetrazdlio ndo é sé realizado na cultura do amendoim, mas também nas
culturas de soja, algodao, feijao, girassol, entre muitas outras (Seed, 2021).

O presente trabalho tem como objetivo demonstrar como o teste é realizado e a
discussdo do tratamento do resultado no controle de qualidade das sementes de amendoim,

uma vez que uma semente de qualidade impacta na produtividade.

2 REVISAO BILIOGRAFICA

A atividade respiratéria nas células que compdem os tecidos das sementes é
determinada indiretamente através do teste de tetrazdlio (Neto; Krzyzanowski, 2018).

No teste de tetrazdlio as sementes sdo embebidas em uma solugédo in-color de 2,3,5
trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio, solucdo essa que € indicadora do processo de
respiracdo. Durante a respiracdo dos tecidos vivos ocorre a liberacdo de ions H* e uma
interacdo com o tetrazélio, sendo reduzido a um composto vermelho. Essa rea¢do acontece no
interior das células vivas entdo o composto ndo se difunde, sendo assim acontece duas
situacOes, ou acontece a nitida separacdo dos tecidos vivos e coloridos que respiram, ou 0s
tecidos ndo colorem (tecidos mortos) (Damasceno; et al. 2015).

A formacéo desse composto vermelho é estavel e ndo-difusivel, ela é conhecida como
trifenilformazan (Neto; Krzyzanowski, 2018).

O trifenilformazan é um indicativo de atividade respiratoria nas mitocondrias, a partir
dele ¢é detectado a viabilidade celular e do tecido (Peters, 2007). Quando existe uma indicacdo
positiva da viabilidade que se da pela deteccdo da respiracdo a nivel celular € através de uma
coloracdo. Se os tecidos ndo sdo viaveis eles ndo reagem, ou seja, ndo sdo coloridos (Neto;
Krzyzanowski, 2018).

A semente ¢ fator essencial para o0 sucesso da planta, uma vez que as caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas dela interferem. N&o se pode deixar de mencionar
também o tempo, o lugar e vigor da plantula jovem que estdo relacionadas com o sucesso da
semente (Cesad, 2012).
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O tegumento da semente tem um papel de protecdo da mesma, uma vez que é
considerado como uma barreira fisica entre o embrido e o0 meio externo (Seed, 2023).
A seguir esta a Figura 1 para um melhor entendimento da estrutura da semente de

amendoim.

Figura 1. Estrutura da semente de amendoim

COTILEDONE

FOLIOLOS

,  COTILEDONE
RADICULA ~

HIPOCOLITO

Fonte: <http://www.facebook.com.br/amendoimbrasil>. Acesso em: 27 abr. 2024.

3 METODOLOGIA DA PESQUISA

Para um melhor entendimento do método de analise do teste de tetrazolio sera
apresentado como o teste € realizado. A variedade da semente analisada foi a IAC 503.
Dessa variedade de semente foram analisados dois lotes diferentes nomeados de
amostra A e amostra B. Tanto a amostra A quanto a B foram analisadas em duplicata.
Inicialmente, as sementes foram debulhadas manualmente. Na amostra A foi utilizada
um total de 100 sementes, porém a analise é dividida em duas repeti¢cdes, sendo a primeira
repeticdo 50 sementes e a segunda repeticdo 50 sementes. O mesmo procedimento foi seguido

para a amostra B.

3.1 Realizacéo do teste de tetrazolio
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ApOs realizar o processo da debulha e separacdo das repeticbes, 0S copos
descartaveis (Figura 2) sdo colocados em uma bandeja coberta com papel umedecido de
germinacdo e saco pléastico para garantir a umidade. E importante ressaltar que sdo pré-
condicionadas por 16 horas a 30 graus na BOD. A estufa incubadora BOD ¢ utilizada para
incubar testes de longa de duracdo de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) ou BOD
(Biochemical Oxygen Demand). Esse processo é feito para amolecer o tegumento e facilitar
sua retirada.

Figura 2. Sementes de amendoim acondicionadas no copo descartavel.

Fonte: autoria propria.

Passados essas 16 horas € feito entdo a retirada do tegumento das sementes (Figura
3) e sdo cortadas longitudinalmente com auxilio de um bisturi, depois sdo colocadas em
forminhas de gelo onde é facilitada por conta das divisdes (Figura 4). Apoés isso € colocada a
solucdo do sal de tetrazélio e é colocada novamente na BOD por 2 horas a 40 graus.



Figura 3. Amendoim sem o tegumento da semente.

Fonte: autoria propria.

Figura 4. Sementes cortadas longitudinalmente.

Fonte: autoria propria.

13
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3.2 Preparo da solucéo do sal de tetrazolio

A solucdo usada no teste de tetrazolio precisa passar por um preparo antes de seu uso.
Inicialmente € feito uma solucdo que € chamada de solucdo estoque, ela é composta por 7,5 g
de sal de tetrazélio diluida em um litro de 4gua destilada. E importe ressaltar que o pH da
solugéo deve estar em 6,5 — 7,5 e 0 armazenamento entre 4°C e 10°C.

No momento do teste, foram diluidos 100 ml da solugdo estoque em 900 ml de agua
destilada, que no caso, agora recebe o nome de solucdo de trabalho. A solucdo de trabalho
segue 0s mesmos padroes da solucdo de estoque em relagdo a pH e temperatura de

armazenamento.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secdo serdo apresentados os resultados obtidos do teste e a discussdo sobre 0s

resultados obtidos. Os resultados das analises se encontram nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Dados da contagem das duas repeticdes realizadas na amostra A

12 repeticao 22 repeticao
Viaveis 30 32
N&o Viaveis (mortas) 20 18

Fonte: autoria propria

Na amostra A, podemos observar que na 1° repeticdo das 50 sementes que foram
utilizadas, 30 sementes sdo viaveis e 20 ndo viaveis (mortas), ja na 2° repeticdo 32 sementes
sdo viaveis e 18 ndo viaveis (mortas), sendo o resultado desta analise 62% sementes viaveis e
38% sementes mortas, apesar da porcentagem de sementes viaveis ser superior a porcentagem
de sementes mortas, essa amostra ndo pode ser classificada como uma amostra viavel.

Nas figuras 5 e 6 sdo apresentadas as imagens referentes a coloragdo das sementes

apresentadas depois do teste de tetrazolio.
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Figura 5. Coloracdo das sementes apresentadas apos o teste da Amostra A — 1° repeticdo.

Fonte: autoria prépria.

Figura 6. Coloracdo das sementes apresentadas ap6s o teste da Amostra A — 2° repeticdo.

Fonte: autoria propria.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados apresentados para a amostra B que
passou pelos mesmo tratamentos que a amostra B.
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Tabela 2. Dados da contagem das duas repeticdes realizadas na Amostra B

12 repeticao 22 repeticao
Viaveis 7 4
N&o Viaveis (mortas) 43 46

Fonte: autoria proépria

Na amostra B, observamos que houve um percentual maior de sementes mortas em
relacdo a amostra A. A 1° repeticdo da amostra B teve um resultado de 7 sementes viaveis e
43 mortas, e na 2° repeticdo 4 sementes viadveis e 46 mortas, sendo o resultado desta amostra
11% sementes viaveis e 89% sementes mortas, 0 que nos mostra o baixo vigor desta amostra
por obter mais sementes mortas.

Com o teste de tetrazélio é possivel diferenciar as sementes vidveis das sementes nao
viaveis, essa diferenciacao se da através da coloracdo da semente e da sanidade dos tecidos.

As sementes viaveis sdo sementes que conseguem produzir plantulas normais no
teste de germinacdo. Em relagdo a coloracgdo, quando ocorre a coloragdo completa ou parcial
da semente também indica que a semente € vidvel (Brasil, 2009).

Ja as sementes ndo vidveis sdo as sementes que sdo 0 oposto das viaveis, elas
também podem ter um desenvolvimento anormal do embrido ou de outra estrutura essencial
(Brasil, 2009).

Na Figura 7, podemos observar que do lado esquerdo se encontram as sementes

viaveis e do lado direito estdo as sementes ndo viaveis do teste.

Figura 7. Coloracdo das sementes apresentadas apds o teste da amostra B — 1° repeticdo.
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Fonte: autoria propria.

Figura 8. Coloracdo das sementes apresentadas apos o teste da amostra B — 2° repeticéo.

Fonte: autoria propria.

Podemos destacar que ap6s a andlise dos resultados da amostra A e B obtidos no
teste de tetrazolio que a amostra A apresenta uma porcentagem de viabilidade de emergéncia
maior do que a amostra B.
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Apesar de existir algumas desvantagens do teste de tetraz6lio, como o fato de
requerer um treinamento especial para o colaborador que executa a tarefa, as vantagens séo
superiores (Seed, 2021).

Algumas das vantagens que se pode citar € que como as sementes sdo avaliadas
individualmente, é possivel focar uma atencéo especial nas condicdes fisicas e fisiologicas do
embrido das sementes; a viabilidade e o vigor podem ser identificados em varios niveis;
problemas relacionados com a reducdo do potencial fisiolégico conseguem ser
diagnosticados; a dorméncia da semente ndo afeta o teste de tetrazolio; sem falar no fato de
que um analista de sementes experiente consegue ter um alto rendimento de amostras
realizadas no decorrer do expediente e de que 0s equipamentos necessarios para os teste sdo
simples e barato (Seed, 2021).

A qualidade da semente impacta profundamente na produtividade do campo,
principalmente quando as sementes séo certificadas (Copercana, 2024).

O teste de tetrazolio é de grande valia para se avaliar a viabilidade de sementes de

amendoim (Carvalho et al., 2009).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Através do teste de tetrazolio podemos observar que é possivel se fazer uma pré-
avaliacdo das condicdes fisiologicas da semente apos a colheita e em sementes dormentes, no
entanto para garantir a aprovacao de um lote para comercializacdo é necessario se realizar o

teste de germinagéo.
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