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NOTA CIENTIFICA

Imagens digitalizadas na interpretacio do teste de tetrazolio
em sementes de Brachiaria brizantha'

Ceci Castilho Custodio?, Rogério Lopes Damasceno?,
Nelson Barbosa Machado Neto®*

RESUMO - As espécies forrageiras, principalmente dos géneros Brachiaria e Panicum,
desempenham importante papel nas regides pecudrias e tém auxiliado o desenvolvimento da
industria de sementes no Brasil, o qual se transformou em maior produtor, consumidor e exportador
de sementes de gramineas forrageiras tropicais. O objetivo desse trabalho foi avaliar lotes de
sementes de Brachiaria brizantha ‘Marandu’ por meio do teste de tetrazdlio conduzido mediante
dois procedimentos. Foram utilizados 5 lotes de sementes de Brachiaria brizantha ‘Marandu’
de origens diferentes, avaliados pelo teste de germinagdo, apos escarificagdo ou ndo com acido
sulfrico, e pelo teste de tetrazolio com duas formas de avaliagdo: método convencional, sob estéreo
microscopio, € andlise de imagens digitalizadas, obtidas de sementes agrupadas em placa de vidro
de alta transparéncia, com defini¢do de 1200 dpi. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado. A avaliagdo de lotes de sementes de Brachiaria brizantha ‘Marandu’,
conduzida por meio do teste de tetrazolio, com observacao das imagens digitalizadas das sementes
¢é equivalente a efetuada sob estéreo microscopio.

Termos de indexagdo: germinacdo, brizantdo, escaner de mesa, vitalidade.

Digitalized images in the interpretation of the Brachiaria
brizantha tetrazolium test

ABSTRACT - Forage crops, especially the genera Brachiaria and Panicum, have assumed
an increasing role in forage areas and promoted the development of the Brazilian forage seed
industry, which has become the largest producer, consumer and exporter of tropical grass seeds.
The objective of this study was to evaluate seed lots of Brachiaria brizantha ‘Marandu’ by two
procedures to interpret the tetrazolium test. Five seed lots of Brachiaria brizantha ‘Marandu’ of
different origins were used. Seeds were evaluated by germination, with and without treatment
with concentrated sulphuric acid solution to overcome dormancy, and by the tetrazolium test
using two evaluation procedures: conventional, under a stereomicroscope, and digitalized image
analysis, obtained from seeds on a transparent glass plate, with images being captured at a
1200dpi resolution. The experimental design was completely randomized. Seed lot evaluation
of Brachiaria brizantha ‘Marandu’, with the tetrazolium test using digitalized images was as
effective as using a stereomicroscope.

Index terms: germination, brizantdo, table scanner, vitality.
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Introduciao

As areas dedicadas a pecuaria ocupam 210 milhdes
de hectares ou 20% do territorio nacional contra apenas
10% das areas agricolas. No Estado de Sdo Paulo a area
ocupada com pastagens representa 39,37% do total (6,5%
das areas de pastagens do pais, sétima posi¢do no ranking
nacional, IBGE 2006), sendo que desta, 89% ¢ cultivada
com gramineas do género Brachiaria (Lupa, 2008). As
espécies deste género sdo extremamente importantes para
as regides pecuarias, principalmente devido as seguintes
caracteristicas: adaptam-se a varios tipos de solos, em
particular aos de baixa fertilidade, possuem elevado valor
nutritivo, producdo de massa seca, poucos problemas
fitopatologicos e crescimento vigoroso durante a maior
parte do ano, inclusive no periodo seco (Botrel et al., 1998;
Costa et al., 2005).

O crescente uso de gramineas forrageiras e a eficiéncia
dos produtores de sementes resultou no desenvolvimento
da industria de sementes de forrageiras tropicais no Brasil,
que se transformou em maior produtor, consumidor e
exportador destas sementes (Silva Filho, 2009), sendo que
Brachiaria e Panicum dominam o comércio nos mercados
interno e externos (Franca-Neto, 2009).

Para a formagdo de pastagens ha necessidade da
utilizacdo de sementes de alto poder de germinagdo.
Contudo, as sementes de B. brizantha apresentam
desuniformidade na maturacdo, degrana e dorméncia,
cujas causas ndo estdo totalmente elucidadas. Esse ultimo
fenomeno fisiologico prejudica a formagao de populacdes
uniformes, favorecendo o aparecimento de plantas
invasoras (Martins e Silva, 2003).

Sementes nao dormentes germinam prontamente
quando colocadas em condigdes ideais de ambiente (Zaidan
e Barbedo, 2004; Marcos Filho, 2005). Contudo, quando
estas ndo germinam, sdo consideradas dormentes, mortas ou
nao viaveis (Carvalho e Nakagawa, 2000; Borghetti, 2004;
Perez, 2004; Zaidan e Barbedo, 2004; Bradford, 2005),
sendo a dorméncia provocada por varias causas (Koornneef
et al., 2002) sofrendo influéncia ambiental no decorrer do
desenvolvimento da semente (Baskin e Baskin, 2004).

O emprego de testes rapidos é uma ferramenta
importante para composi¢do de programas de controle
de qualidade de sementes. Existe demanda por testes
rapidos que proporcionem agilidade e seguranca para
comercializagdo ou armazenamento de sementes de
espécies que exigem periodos relativamente longos para
completar os testes de germina¢do (McDonald, 1998;

Marcos Filho, 2005; Custodio, 2005). A indicacdo das
Regras para Analise de Sementes ¢ de, até, 21 dias para
complementacdo do teste de germinacdo de Brachiaria
brizantha (Brasil, 2009). O teste de germinagao consiste na
determinacdo do potencial maximo de germinagao, por ser
realizado em condigdes 6timas de laboratorio, podendo ser
usado para se comparar o desempenho de diferentes lotes e
estimar o valor para semeadura em campo (Brasil, 2009).

O teste de tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas
desidrogenases em células vivas, catalisando a reducdo
do sal de tetrazolio (2-3-5 trifenil cloreto de tetrazolio) de
uma solugdo incolor, a um precipitado vermelho, insoluvel,
conhecido por formazan, tornando possivel identificar a
condicao funcional das partes vitais das sementes examinadas
(Deswal e Chand, 1997; Pifia-Rodrigues et al., 2004).

E um teste utilizado rotineiramente por empresas
produtoras de sementes forrageiras, mas a metodologia
utilizada em cada laboratorio pode variar. Alguns trabalhos
de pesquisa t€m sido conduzidos com a finalidade de
aprimorar os procedimentos para a execu¢do variando a
concentragao do sal, periodo e temperatura de embebicdo
e de coloracdo (Dias e Alves, 2008) ou, além desses
objetivos, a reducdo do tempo total para obtengdo dos
resultados (Novembre et al., 2006), sem perda da eficacia.

Todavia, para observagdo de espécies que produzem
sementes relativamente pequenas, como as forrageiras, ¢
necessario o auxilio de estéreo microscopio para facilitar a
visualizagdo. O uso de imagens digitalizadas ¢ uma alternativa
que pode permitir aamplia¢do, o acesso rapido e o arquivamento
da informacao obtida para uso posterior (Geneve e Kester 2001;
McDonald et al.; 2001; Dell’ Aquila, 2004; Dell’ Aquila, 2007,
Hosomi et al., 2011). Estudos que investiguem a possibilidade
de avaliagdo do teste de tetrazolio por meio de imagens
digitalizadas sdo altamente desejaveis, pois, as simples
possibilidades de ampliagdo e armazenamento das imagens
constituem-se em ferramentas valiosas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar lotes de sementes
de Brachiaria brizantha ‘Marandu’ por meio do teste de
tetrazolio conduzido convencionalmente, com observagao
das sementes por estéreo microscopio, € através de uma
nova proposta, cuja analise ¢ efetuada por uso das imagens
digitalizadas das sementes.

Material e Métodos
O trabalho foi conduzido no laboratério de analise de

sementes da UNOESTE - Universidade do Oeste Paulista,
em Presidente Prudente — SP. Foram utilizados cinco
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lotes de sementes de Brachiaria brizantha ‘Marandu’ de
origens diferentes. O lote 1, com mais de um ano de idade,
foi selecionado por apresentar baixa germinacao. Os lotes
2 a 5 foram obtidos quatro meses apos a colheita; todos
foram colhidos pelo método mecanizado, com utilizacdo
da colhedora Prata 1000. A empresa Sementes Facholi
forneceu as sementes, que permaneceram armazenadas na
empresa em condigdes ambientais (armazém convencional,
sem controle de temperatura e de umidade — temperatura
maxima de 30 °C e minima de 25 °C, com UR média anual
60%) até o inicio da pesquisa.

Retirou-se uma amostra de cada lote, que foi submetida
a limpeza com a utilizagdo de peneiras e soprador,
complementada por separacdo manual, com auxilio de
pinga, para eliminacdo do material inerte e de palhas
obtendo-se amostras constituidas por sementes fisicamente
puras (Brasil, 2009).

Germinacdo - teste conduzido mediante dois
procedimentos, um com sementes nao tratadas (GSE —
germinagdo sem escarificagdo) e outro com sementes
tratadas com 4cido sulfirico (GCE — germinacdo com
escarificagdo) para superacdo de dorméncia; esse
tratamento consistiu na imersdo em acido sulfurico 98%
durante 15 minutos (Brasil, 2009), seguida por lavagem
em agua corrente para se retirar o residuo do 4cido.
O teste foi conduzido com quatro repeticdes de 100
sementes para cada tratamento, colocadas para germinar
sobre duas folhas de papel mata-borrao (tipo Germibox)
umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5
vezes o peso do substrato seco, no interior de caixas
de plastico transparente (11 x 11 x 3,5 cm). Utilizou-
se temperatura alternada 15 - 35 °C, com iluminagdo
durante 8 horas, coincidindo com a temperatura mais
alta. Os testes foram avaliados semanalmente, durante
trés semanas, computando-se as porcentagens de
plantulas normais e sementes ndo germinadas ao final do
teste (Brasil, 2009).

Teste de foram avaliadas quatro
repeticdes de 50 sementes para cada lote, pré-embebidas
em agua a 25 °C, por 16 horas; decorrido esse periodo, as
sementes foram cortadas longitudinalmente com auxilio
de pinga e bisturi, sendo utilizada apenas uma metade da
semente para coloragdo. A metade utilizada foi colocada
em placa de petri com papel filtro umedecido com
solucdo de 0,1% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazolio e
mantidas no escuro, no interior de um equipamento para
banho-maria, por 5 horas, a 40 °C. As sementes foram
avaliadas considerando-se a localizacdo e a intensidade

tetrazolio -
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da coloracao de suas partes, permitindo identificar duas
categorias: sementes vivas e ndo vivas (Brasil, 2009). Os
resultados foram expressos em porcentagem.

Avaliagdo do teste de tetrazolio - foram utilizados dois
métodos de avaliagdo: analise pelo método convencional,
sob estéreo microscopio em aumento de 10 vezes
(TZEM), e analise por imagem digitalizada (TZID). Para
o método convencional as sementes foram examinadas
individualmente apds a coloragdo, com auxilio de um
estéreo microscopio, observando-se a coloracdo das
partes vitais do embrido e classificando-as em vivas ou
ndo. Para andlise pela imagem digitalizada, as sementes
de cada repeticdo, foram agrupadas com as partes planas
(embrido visivel, apds o corte) voltada para a superficie
de uma placa de vidro transparente, comumente utilizada
para analises de eletroforese (100 x 80 x 1 mm, Hoefer 80-
6136-81). Esta estrutura (placat+sementes) foi colocada
sobre o vidro do escaner de mesa (Hp Scanjet G2410) e
digitalizada com defini¢do de 1200 pontos por polegada
quadrada (dpi). Através da visualizacdo da imagem com
todas as sementes e/ou usando aumento da imagem na
tela do computador e individualizando cada semente da
amostra para observacao, as sementes foram classificadas
em vivas ou ndo, seguindo os mesmos critérios descritos
para o método convencional. Os resultados de cada
categoria identificada foram expressos em porcentagem
média por lote.

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente ao acaso. Para a analise da variancia, os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial,
avaliando-se efeitos de lotes e escarificagdo (5x2) e de
lotes e método de avaliagdo do teste de tetrazolio (5x2). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Os dados de avaliacdo do teste de tetrazélio, pelos dois
métodos, foram submetidos a analise de correlagdo linear
simples com os dados do teste de germinacdo com e sem
escarificag@o, obtendo-se coeficientes (r) e a significancia
da correlagdo pelo teste #, utilizando-se o software SANEST
(Zonta et al., 1984).

Resultados e Discussao

NaTabela 1, observam-se diferengas entre a germinacao
de lotes tratados ou ndo com 4cido sulfurico (H,SO,), de
modo que a germinagdo apds a escarificagdo foi superior
a verificada para as sementes nao tratadas; assim, houve
resposta positiva da escarificagdo acida, com excegdo para
o lote 1, que ndo germinou.
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Tabela 1. Avaliagdo de sementes de Brachiaria brizantha,
através da andlise dos testes de germinagdo e
tetrazolio. GSE — germinagdo sem escarificagio;
GCE - germinagdo com escarificacdo; TZEM —
tetrazolio, andlise sob estéreo microscopio; TZID —
tetrazdlio, analise por imagem digitalizada.

Testes Germinagao Tetrazolio

Lotes GSE GCE TZEM TZID
L1 0 Ad* 0 Ac 0 Ac 0 Ad
L2 84 Bb 90 Aa 92 Aa 88 Abc
L3 91 Ba 94 Aa 97 Aa 96 Aa
L4 64 Bc 74 Ab 81 Ab 78 Ac
L5 85 Bb 91 Aa 94 Aa 91 Aab

* Médias seguidas por letras maisculas iguais na linha, dentro de cada
tipo de avaliacdo, e mintisculas iguais, em cada coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A remogdo das glumas das sementes quer seja quimica,
via escarificagdo acida, ou mecanicamente, € tratamento eficiente
na superacdo de dorméncia das sementes de capim-braquidria
‘Marandu’ (Meschede et al., 2004). O beneficio do tratamento
de sementes de Brachiaria brizantha, com acido sulfurico,
tem sido verificado em varios estudos (Garcia e Cicero,
1992; Macedo et al., 1994; Martins e Lago, 1996; Gaspar-
Oliveira et al., 2008), mesmo durante o armazenamento por
seis meses (Sallum et al., 2010).

A diferenga mais ampla entre os resultados do teste de
germinagdo (64% sem escarificagdo) e de tetrazolio (81%,
analise tradicional, sob estéreo microscopio), de 17 pontos
percentuais, foi obtida para o lote 4, indicando que este
lote apresentou uma quantidade consideravel de sementes
dormentes e que, mesmo usando acido sulfurico concentrado,
ainda restaram sementes vivas que nao germinaram.

As sementes de Brachiaria brizantha apresentam
diversas causas de dorméncia, as quais podem ocorrer
isoladas ou combinadas (Toledo et al., 1995), de modo que
o tratamento com acido sulfurico pode nao ser efetivo para
remover a dorméncia de todas as sementes.

Os dados referentes ao teste de tetrazolio conduzido de
maneira convencional, apresentaram correlacdo altamente
significativa com os de germinagdo, sem e¢ com escarificacio
(Figuras 1 e 2), com indices de, respectivamente, 0,9903
(Figura 1) e 0,9938 (Figura 2), para os dados de tetrazolio
convencional X germinagdo de sementes ndo escarificadas e
escarificadas. Da mesma forma, os dados do teste de tetrazolio,
por imagem digitalizada, também apresentaram correlacdo
positiva 0,9912 (Figura 1) e 0,9936 (Figura 2), respectivamente,

para sementes ndo escarificadas e para as escarificadas. A
correlagdo significativa entre os dados do teste de tetrazolio, pelas
duas formas de avaliagdo, € os da germinagao com escarificagdo,
pode ser explicada pela necessidade da escarificacdo para o
teste de germinacdo em sementes de Brachiaria brizantha,
que geralmente apresentam dorméncia; assim, existe tendéncia
de variagdo mais proxima entre os dados de germinagdo com
escarificagdo e o teste de tetrazdlio que identifica sementes
vivas, independentemente da dorméncia.

O TZEM & TZID

120 7y (o ---— TZEM) = 1,0846x + 2,5188
Coeficiente de determinagdo (Rz) = 0,9838**

100 7 s
Coeficiente de correlagdo linear (r ) = 0,9903#%

80

60
y (¢ — TZID) = 1,0561x + 2,1634

TZ (% sementes vivas)

40 1
20 1 Coeficiente de determinagdo (Rz) = 0,9864**
Coeficiente de correlagao linear (r ) = 0,9912##
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

GSE (% plantulas normais)

Figura 1. Correlacdo linear entre os resultados do teste
de germinacdo sem escarificacdo (GSE) e teste
de tetrazolio, analise sob estéreo microscopio
(TZEM) e analise por imagem digitalizada
(TZID). **Equacdo linear significativa pelo
teste F (P<0,05). #Coeficiente de correlagdo
linear significativo pelo teste t (P<0,05).

O TZEM & TZID

100 70 (5 - TZEM) = 1,0325x + 0,7295 s
90 1 e

= 80 Coeficiente de determinagdo (R”) = 0,9971%* 9
<
E 70 7 Coeficiente de correlagdo linear (r ) = 0,99318,%"'
% 60 F
g 50
5 40 7 y(# — TZID)) = 1,0039x + 0,5267
E/ zg : B Coeficiente de determinagdo (RZ) =(,9968**
= 104 Coeficiente de correlagdo linear (r ) = 0,9936##
0 # T T T T 1
0 20 40 60 80 100

GCE (% plantulas normais)

Figura 2. Correlacdo linear entre os resultados do teste de
germinacdo com escarificagdo (GCE) e teste
de tetrazolio, analise sob estéreo microscopio
(TZEM) e analise por imagem digitalizada
(TZID). ** Equa¢do linear significativa pelo
teste F (P<0,05). # Coeficiente de correlagdo
linear significativo pelo teste 7 (P<0,05).
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No teste de tetrazolio, pela avaliagdo das imagens
digitalizadas (vide exemplo de uma repeticao na Figura 3),
os resultados obtidos, para os cinco lotes, foram semelhantes
aos do teste interpretado sob estéreo microscopio (Tabela 1),
com diferenca méaxima de 4 pontos percentuais para um
mesmo lote, ou seja, sem diferenca estatistica. Isto sugere
a equivaléncia dos dois procedimentos utilizados nesta
pesquisa para a interpretagdo do teste de tetrazolio. O lote
1, composto apenas por sementes invidveis, permitiu a

Lote 2

PHOBD OB
WO0oe 5

Lote 1

.l”.
00000
GoGhe

Lote 3

observagdo da coloragdo e localizacdo das partes ndo vivas
do embrido vistas sob imagem digitalizada (Figuras 3 e 4).
Este lote foi utilizado para avaliar se era realmente possivel
obterem-se imagens escaneadas, suficientemente nitidas,
de sementes com restrita variagdo de cores, como tons de
cinza e branco leitoso (tecidos ndo vivos do embrido). A
interpretagdo das imagens indicou ser possivel identificar o
lote um como ndo vivo, bem como localizar sementes ndo
vivas nos outros lotes (Figura 3).

Figura 3. Resultados de uma das repeti¢des do teste de tetrazolio avaliado por imagem digitalizada (TZID) para os lotes de
1 a5.Assementes do lote 1 apresentam-se todas ndo vivas. Setas brancas indicam embrides ndo vivos.

As vantagens observadas deste método sdo: todas
as sementes de uma repeticdo podem ser visualizadas
simultaneamente (Figura 3) ou em imagens ampliadas
(Figura 4) e, inclusive, compararem-se repeti¢des de
lotes diferentes namesmatela. Naimagem digitalizada,
além da visualizacdo individual e coletiva, existe
a conveniéncia da documentagdo das imagens em
arquivos digitais e da interpretagdo por mais de
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um analista. Adicionalmente, devem ser captadas
imagens suficientemente nitidas para permitir a
visualizagdo e interpretacdo segura da funcionalidade
das partes vitais da semente; consequentemente
ha possibilidade da transmissdo das imagens via
rede mundial de computadores, a possibilidade de
compartilhar a informacgdo e facilitar a padronizagdo
de procedimentos.
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Lote 2

N

Lote 3

Lote 4

Lote 5

Lote 1

Figura4. Resultados de ampliagdo das imagens digitalizadas
(TZID) de algumas sementes para observagdo

individualizada dos lotes 1 a 5. Setas brancas
indicam embrides ndo vivos.

A interpretacdo do teste de tetrazolio, sob estéreo
microscOpio exige que as sementes sejam avaliadas
individualmente, € a tomada de decisdo deve ser efetuada
no momento da leitura. Na literatura ndo ha indicacéo sobre
o armazenamento de sementes de forrageiras, logo apds o
desenvolvimento da coloragdo. Em outras espécies, como
a soja, ¢ recomendavel que estas permanegam submersas
em agua, por no maximo 12 h, em refrigerador, antes da
interpretagdo, pois apds este prazo a alteragdo da coloracio
dos tecidos pode comprometer a confiabilidade do teste
(Franca-Neto et al., 1999). Além disso, o trabalho de
analise ¢ moroso, tedioso e requer experiéncia e paciéncia.

O avango das pesquisas com imagens digitais tem
permitido a apresenta¢do de novas propostas para utilizagdo
desse conhecimento. Braga Junior et al. (2001) propuseram
uma linha de pesquisa para o desenvolvimento de um teste
avaliar a viabilidade de sementes a partir da técnica do
biospeckle, baseada no uso de raios laser e da captura das
imagens deste por camaras CCD (Nascimento et al., 2007).
Essa técnica apresenta-se com potencial para a eliminagdo
da subjetividade, reducao de tempo de analise e automacao
do processo de avaliacao da viabilidade de sementes.

Sementes de orquideas estdo entre as menores
existentes na natureza (Arditti e Ghani, 2000). A analise
e a estocagem das imagens digitalizadas de sementes de

duas espécies de Cattleya, tanto coloridas pelo tetrazolio,
quanto germinadas em meio de cultura, foram eficientes,
para avaliacdo da germinacdo e do teste de tetrazdlio,
ressaltando a vantagem da independéncia entre a tomada da
imagem e a interpretagdo da mesma pelo analista (Hosomi
etal., 2011).

Neste estudo verificou-se que a digitalizacdo da
imagem ndo afetou a interpretagdo do teste de tetrazolio
pelo analista. A automagdo completa, no entanto, exigiria
a interagdo de profissionais de tecnologia de sementes e
de informatica, para o desenvolvimento de um sistema de
visdo artificial onde um programa de computador deveria
permitir o reconhecimento da imagem e sua interpretagao.

Conclusoes

A avaliagdo de lotes de sementes de Brachiaria
brizantha ‘Marandu’, conduzida por meio do teste de
tetrazolio, com observacdo das imagens digitalizadas das
sementes é equivalente a efetuada sob estéreo microscopio.
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