A INTERPRETACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO EM SEMENTES DE MILHO
COM O EMPREGO DA TECNICA DE ANALISE DE IMAGENS
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Apesar do setor de sementes movimentar, anualmente, valor superior a US$ 1 bilhdo em
nosso pais, com destaque para sementes de soja e milho, a falta de programas e instrumentos
adequados para as condi¢des de producdo tropicais com que nos defrontamos é premente
(Andreoli et al., 1995). A problematica atual reside na falta de metodologias rapidas, exatas e
precisas para a determinacdo dos atributos das sementes, notadamente os fisioldgicos, que
permitam a tomada de decisdes seguras, em periodo de tempo compativel com o processo
produtivo. Varios testes para avaliacdo dos atributos fisiologicos de um lote de sementes sdo
relatados e descritos por Krzyzanowski (1994), Marcos Filho (1995) e Vieira e Carvalho
(1994), entre eles, os autores recomendam o teste de frio e envelhecimento acelerado como
eficientes para avaliagcdo do vigor de sementes de milho. Contudo, estes testes ndo sdo
rapidos o suficiente para tomadas de decisdo durante o processo produtivo. Em razdo da
necessidade de tomadas de decisdo rapidas, desenvolveram-se alguns testes rapidos para
avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes como o teste do pH do exudato e o teste de
condutividade elétrica, entretanto, estes testes além de exigirem condic6es e equipamentos
especiais ndo possuem caracteristicas de repetibilidade e exatiddo para serem adotados como
procedimentos padrdes (Krzyzanowski, 1994; Marcos Filho, 1995 e Vieira e Carvalho,
1994). Krzyzanowski (1994) e Andreoli (1995) citam o teste de tetraz6lio como eficiente e
dos mais empregados pelas empresas produtoras de sementes durante a fase de recebimento
das sementes na unidade de beneficiamento. O teste de tetrazo6lio € um método que em
algumas horas estima a viabilidade das sementes com base na alteracéo da coloragdo dos
tecidos vivos, em presenca de uma solucao de sal de tetrazélio. O sal de tetrazdlio € um
indicador oxidante e redutor. Este teste é baseado na atividade desses sistemas de enzimas
desidrogenases, as quais tornam-se inativas com a perda de viabilidade dos tecidos das
sementes. As enzimas desidrogenases estdo envolvidas com processos respiratorios dos
sistemas bioldgicos; ions de hidrogénio sdo transferidos para o tetrazélio, reduzindo-o e
adquirindo coloracdo vermelha. Como esta reacdo ocorre no interior da célula e o pigmento
nao é difusivel, ha um delineamento nitido entre tecido vivo (coloracdo vermelha) e morto
(ndo ocorre alteracdo de cor). A distribuicdo das areas vivas e mortas pode ser visualizada e,
em funcédo de sua localizacdo, permite avaliar a viabilidade das sementes (Dias & Barros,
1995). O teste de tetrazélio ndo requer equipamento complexo, entretanto, exige bom
conhecimento de morfologia da semente por parte do analista e seu resultado é bastante
subjetivo. A subjetividade do teste provoca variagdes de resultados entre analistas em fungéo
da dificuldade de visualizacdo das estruturas da semente, notadamente em sementes de milho
e, da interpretacdo das tonalidades da cor vermelha (Krzyzanowski., 1994 e Dias & Barros,
1995). Segundo Gonzalez & Wintz, (1987) a funcdo principal do processo digital de imagens
é de fornecer ferramentas para facilitar a identificacdo e extracdo de informag6es contidas nas



imagens para posterior interpretacdo. Neste sentido, sistemas de computacao séo utilizados
para atividades interativas de analise e manipulacdo de imagens, notadamente, com relacéo a
forma, cor e textura dos objetos que compde a imagem. Com relacéo a cor, segundo Day
(1997) e Pratt (1978), dentre os varios sistemas empregados, destaca-se o HSB, no qual, H
varia entre 0 e 360° e representa as cores azul, amarelo, verde e vermelho, entre outras. O
indice S, representa a saturacdo de luz da cor e varia entre 0 (preto) e 100%. Ja o indice B,
que representa a saturacdo de branco da cor, também variando entre 0 (preto) e 100%
(branco). Durante 0 ano de 1999, no LAS da Embrapa SNT, em Sete Lagoas - MG,
amostras (quatro repeticdes com 100 sementes) representativas de quatro lotes de sementes
de milho classificadas em tamanhos semelhantes e com diferentes qualidades fisiologicas,
avaliadas pelos testes de germinacéo e envelhecimento acelerado (Tabela 1) descritos por
Vieira e Carvalho (1994), foram embebidas em solugéo "Fast Green" e, a seguir, submetidas
ao teste de tetrazdlio (solucdo do sal a 0,1%), conforme descrito por Dias & Barros (1995).
Com o emprego de um "scanner” de mesa, e resolucdo de 200 ppi e 24 bits, foram
digitalizadas imagens das sementes (Figura 1). A seguir, através do "software" SIAQS (Jorge
& Crestana, 1996), foram eliminadas as areas correspondentes ao endosperma, que
apresentavam cor verde em funcdo de sua reacdo com a solucdo "Fast Green". Através de
analise visual e empregando-se o0 modelo HSB de cores, presente no "software" SIAQS
(Jorge & Crestana, 1996) as areas correspondentes a tecidos denominados bons (vermelho),
médios (rosa claro) e ruins (cor do tecido original) foram substituidas pelas cores verde,
amarelo e azul, respectivamente (Figura 2). Tecidos bons apresentaram H >330, S variando
entre 38 a 65% e B > 90%. Tecidos médios, apresentaram H > 320, S variando entre 16 a
53% e B > 96%, sendo que, para cores com H > 330, invariavelmente, S foi menor que 37%.
Tecidos ruins, apresentaram H variando entre zero a 357, S variando entre 3a97% e B
variando entre 4 a 100%, entretanto, para cores com H > 320, os valores de B
correspondentes eram menores que 90%. Posteriormente, ainda com o emprego do
"software" SIAQS, foram estimadas as areas correspondentes as cores azul, verde e amarela,
bem como, o0 somatdrio das areas e o indice de cada area em relacdo a area total. Através dos
indices de areas boas, foi possivel discriminar os lotes 1, 2 e 3, os quais diferiram
significativamente a 5% pelo teste de Tukey (SAS, 1990). Através dos indices de areas
médias e ruins, foi possivel discriminar os lotes 3 e 4, os quais diferiram significativamente a
5% pelo teste de Tukey (SAS, 1990). Ainda através dos indices de areas boas, médias e
ruins, foi possivel elencar os lotes segundo suas qualidades fisiologicas.

TABELA 1: Resultados médios* dos testes de germinacgdo e de envelhecimento acelerado
em quatro lotes de sementes de milho. Sete Lagoas, Minas Gerais, 1999.

Lote Germinacio (%) Envelhecimento acelerado (%)
1 o9 24
2 50 79
3 83 72
4 75 2
CW. (% 48 3.4

* referentes a 4 repeticdes contendo 100 sementes.
Todos os lotes diferiram para germinacdo e envelhecimento acelerado a 5% pelo teste de
Tukey.



TABELA 2: Resultados médios* das areas totais, boas, médias e ruins, bem como os
respectivos indices (%) em relacdo a area total, de embrides de sementes de
milho submetidos ao teste de tetrazolio e estimados com o0 emprego da técnica de
analise de imagens, em quatro lotes de sementes de milho. Sete Lagoas, Minas

Gerais, 1999.
Lote Area do embriiio (mm) Indice de area (%o)
Total Boa Me dia Ruim Boa | Média  Ruim

1 1035114 760,224 12,384 Ladh | 7344 | 16854 | 8704
P 249,728C 504,928 18,13° 3078 | 5942F 30508 10,084
3 913,78F 435,138 13,43C 436F | 49210 37110  1308F
4 705,635 334,51 16,05% LI [ 42045 40310 ) 17 65v

CW.

] 45 3.4 36 £,7

* referentes a 4 repeticdes contendo 100 sementes
valores seguidos pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si a 5% pelo teste de
Tukey

FIGURA 1: Imagem, digitalizada na resolucao de 200 ppi e 24 bits, de sementes de milho do
lote 2 embebidas em "Fast Green" e submetidas ao teste de tetrazdlio. Sete
Lagoas, Minas Gerais, 1999.
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FIGURA 2: Imagem digital (200 ppi e 24 bits) de sementes de milho do lote 2 destacando as

areas boas (verde) médias (amarelo) e ruins (azul) dos embrides, identificadas
com emprego do teste de tetrazdlio. Sete Lagoas, Minas Gerais, 1999.
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