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IN MEMORIAN

Luiz Antonio, você foi a semente deste conhecimento em nosso

meio e como pesquisador, deixou-nos marcas profundas de saber, caráter,
dedicação e humanismo. Nós, parceiros dessa jornada, ao editarmos esta

publicação, concretizamos um dos seus ideais, o qual um dia, no laboratório
da vida, Itvemos a ieticicede de coparticipar.



APRESENTAÇÃO

A crescente modernização da agricultura brasileira tem exigido uma cons-
tante adequação tecnológica, de forma a racionalizar o processo produtivo e compatibi-
lizá-la com as demandas sociais e econômicas exigidas pela sociedade.

Entre os insumos aqrfcolas, a semente ocupa um papel de destaque, sen-

do fundamental para que toda a produção agrícola possa se desenvolver dentro dos

parâmetros quantitativos e qualitativos que são esperados como desempenho do setor
agrícola.

Sob este enfoque, a qualidade da semente ofertada ao agricultor assume
importância lmpar, pois não se vislumbra uma agricultura moderna e eficiente se a ba-
se do processo - a semente - não preencher os requisitos de qualidade exigidos.

Determinar a qualidade da semente tem sido um desafio histórico para os
cientistas que, arduamente, perseguiram métodos que atendessem, entre outros crité-

rios, os quesitos de precisão e rapidez. A evolução científica nesta área ocorreu ao lon-
go deste século redundando no teste de tetrazólio que representa o que de mais mo-

derno dispõe a ciência no momento.

O Centro Nacional de Pesquisa de SOJase orgulha de haver contribuído
para o aperfeiçoamento e a difusão desta técnica no Brasil, sendo que esta publicação
tem a ambição de constituir-se em um completo manual que permitirá aos analistas
de sementes usufruírem das vantagens do uso do teste de tetrazólio.

Ao ensejo desta edição, queremos enfatizar a importância do trabalho de
nosso saudoso pesquisador Dr. Luiz Antonio Geraldo Pereira, precocemente falecido,

que teve importância transcendental, com seu trabalho e dedicação, para que a agri-
cultura brasileira pudesse se beneficiar deste avanço tecnológico.

Londrina, setembro de 1988.

DÉCIO LUIZ GAZZONI
Chefe do CNPSo
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METODOLOGIA DO TESTE DE TETRAZÓLIO EM SEMENTE DE SOJA

José de Barros França Neto 1

+Luiz Antonio Geraldo Pereira
Nilton Pereira da Costa 2

Francisco Carlos Krzyzanowski 3

Ademir Assis Henning 4

1. INTRODUÇÃO

A crescente demanda de sementes de soja de alto padrão tem exigido da
indústria de sementes um controle de qualidade mais versátil e dinâmico. Tal exigência
tem sido parcialmente suprida pela rapidez com que são executados alguns testes, co-
mo pureza ffsica e varietal, teor de umidade e índice de danos mecânicos.

Entretato, o teste padrão de germinação, que é rotineiramente utilizado pa-
ra determinar a qualidade fisiológica das sementes, apresenta sérias limitações. Além

da demora em sua execução, este teste não fornece informações quanto ao vigor, não

permite de forma precisa a identificação dos fatores que afetam a qualidade das semen-
tes, e seus resultados são freqüentemente mascarados pela presença de fungos co-
mo Phomopsis sp. e Fusarium semitectum. Tais limitações podem resultar em sé-
rios prejuízos aos produtores de sementes por afetar negativamente a tomada de deci-
sões relativas à colheita, ao processamento, à armazenagem e à comercialização.

O teste de tetrazólio é uma alternativa promissora devido a rapidez e a efi-

ciência na determinação da viabilidade, do vigor, da deterioração por umidade e dos

1 Engº Agrº, Ph.D., CREA nº 48.073/0. EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de
Soja (CNPSo), Caixa Postal 1.061, CEP 86001 - Londrina, PR.

2 Engº Agrº, M.Sc., CREA nº 18.379/0. EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de

Soja (CNPSo), Caixa Postal 1.061, CEP 86001 - Londrina, PR.

3 Engº Agrº, Ph.D., CREA nº 32.133/0. EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de

Soja (CNPSo), Caixa Postal 1.061, CEP 86001 - Londrina, PR.

4 Engº Agrº, Ph.D., CREA nº 10.454/0. EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de

Soja (CNPSo), Caixa Postal 1.061, CEP 86001 - Londrina, PR.
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danos mecãnico, da secagem e por percevejo.

O referido teste é conhecido desde a década de 40, porém sua utilização
é ainda muito limitada, uma vez que a literatura disponível é carente de detalhes sobre

a metodologia.

2. HISTÓRICO

O desenvolvimento de testes rápidos, visando a determinação da qualida-

de fisiológica das sementes, tem sido um dos principais objetivos dos tecnologistas
de semente há vários anos, principalmente a partir do final do século passado, quan-
do o sistema de produção de semente começou a ser organizado em diversos países

da Europa.

Diversos testes, baseados na observação da coloração, no aspecto, no
peso volumétrico e na velocidade de embebição da semente, foram inicialmente utiliza-

dos, porém sem nenhuma precisão.

Em 1875, foi desenvolvida a técnica do ácido sulfúrico, que fornecia infor-
mações grosseiras sobre a qualidade da semente, uma vez que o teste se embasava
na interpretação dos diferentes padrões de coloração dos tecidos vivos e deteriora-

dos, após a embebição com o ácido. Em 1925, houve a tentativa da utilização de co-
rantes, como o índigo carmin, que também não fornecia resultados confiáveis.

Nesta mesma época, atenção especial começou a ser dedicada a méto-

dos baseados na atividade de enzimas específicas ou a grupos de enzimas. Estas,
sendo bio-catalizadoras nos processos metabólicos, têm a sua presença ou a sua ati-
vidade muito relacionada com a viabilidade da semente. Neste sentido, estudos foram
realizados com a peroxidase e a catalase, porém sem muito sucesso porque as se-
mentes não eram individualizadas em tais avaliações. Esses testes, além de onerosos,

requeriam a utilização de técnicas bioquímicas complicadas.

Após 1930, atenção especial passou a ser dada ao grupo das desidrogena-
ses, enzimas envolvidas nas reações de óxi-redução de muitos compostos orgânicos
durante o processo respiratório (ciclo de Krebs). A atividade enzimática podia ser facil-

mente observável através das diferentes colorações de alguns destes compostos, quan-

do na forma oxidada ou reduzida.

O método de selenito, amplamente estudado por Lakon, em 1940, na Ale-
manha, apresentava considerável precisão na determinação da viabilidade, pela obser-
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vação individualizada da semente. Entretanto, possuia sérias limitações, pois o sal de

selênio, além de ser muito caro, é extremamente tóxico, resultando em grande risco
para o analista.

Kühn e Jerchel, em 1941, descobriram que os sais de tetrazólio se redu-
ziam nos tecidos vivos, resultando em um composto de cor vermelha, o formazan. Cien-
te destes resultados, Lakon abandonou o teste de selenito e se dedicou a trabalhos

com sais de tetrazólio. Ele se dedicou inicialmente ao milho e aos cereais pequenos,
descobrindo que o melhor sal para a avaliação da viabilidade das sementes era o

2,3,5-trifenil cio reto de tetrazólio.

Em 1945, após a II Guerra, durante um interrogatório a cientistas alemães,
o trabalho de Lakon foi descoberto e publicado em lfnqua inglesa. Em seguida, a aplica-
ção do teste em sementes de soja sofreu um grande impulso após diversos trabalhos
realizados pelo Dr. D.F. Grabe da Universidade do Estado do Oregon, e pelo Dr. R.
P. Moore da Universidade do Estado da Carolina do Norte, E.U.A.

No Brasil, esta metodologia foi introduzida por diversos pesquisadores, du-
rante o convênio M.A. - Universidade do Estado de Mississipi, através do AGIPLAN
destacando-se, entre eles, o Dr. t.uíz Antonio Geraldo Pereira.

3. PRINCíPIOS

O teste de tetrazólio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases
as quais catalizam as reações durante a glicólise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas,
particularmente a desidrogenase do ácido rnálico, reduzem o sal de tetrazólio (2,3,5-tri-
fenil cloreto de tetrazólio) nos tecidos vivos. Quando a semente de soja é imersa na
solução de tetrazólio, esta é difundida através dos tecidos, ocorrendo, nas células vi-
vas, a reação de redução que resulta na formação de um composto vermelho, não-difu-

sfvel, conhecido por formazan:

Sal de tetrazólio + H+
- incolor
- difusfvel

desidrogenase •• Formazan

- vermelho
- não difusfvel
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4. MATERIAL NECESSÁRIO

Para a realização deste teste é necessário o seguinte:

a) reagente:
· sal de tetrazólio: normalmente comercializado em frascos com 10 g;

b) vidraria:
· placa de Petri;
· frasco de vidro (becker) ou copos de plástico, volume ± 50 ml;
· frasco de vidro, cor âmbar, para armazenar a solução de tetrazólio (reduz-se

com a luz).
08S.: Não utilizar frascos metálicos

c) lâmina de barbear;
d) estufa ou germinador, com temperatura de 35°C a 40°C;
e) lupa de seis aumentos (6 x) com iluminação fluorescente, de preferência circular;

f) refrigerador para armazenagem das amostras;

g) papel toalha.

Preparo da solução

Com base na experiência de vários anos e no alto custo do sal de tetrazó-

Iio, sugere-se utilizar solução na concentração de 0,075%. .
Prepara-se, inicialmente, a solução estoque a 1,0%, misturando 10,0 g do

sal de tetrazólio em 1,0 I de água destilada. Esta solução deve ser armazenada em fras-

co de vidro de cor âmbar, em local escuro e fresco.
Quando necessário, prepara-se a solução de trabalho a 0,075%, que tam-

bém deve ser armazenada com os mesmos cuidados da solução estoque:

1,0 litro de solução a 0,075% = 75 ml solução estoque (1,0%) + 925 ml de H20.

A água utilizada no preparo da solução de trabalho pode ser destilada ou

da rede de abastecimento, desde que apresente o pH entre 6 e 8, e não seja salobra.

Observação: com um vidro de 10 g de sal pode-se testar a viabilidade de até 190 lo-

tes de semente, utilizando a solução a 0,075%.

A amostra de trabalho deve ser representativa do lote e coletada confor-
me prescrito pelas Regras para Análise de Sementes (RAS).
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Preparo das Sementes

· Amostragem

· Número de Sementes

Para o teste de germinação padrão (em areia ou rolo de papel) as RAS re-
comendam a utilização de 400 sementes por amostra, (8 repetições com 50 sementes
cada). Para o teste de tetrazólio é sugerida a utilização de 100 sementes (2 repetições
com 50 sementes cada).

A necessidade de um menor número de sementes para o teste de tetrazó-
lio é devida às condições homogêneas a que são submetidas todas as sementes du-
rante o seu preparo, o que normalmente não ocorre durante a execução do teste pa-
drão de germinação: os gradientes de umidade e temperatura comumente encontrados
nos germinadores, e a possibilidade da disseminação de fungos nos rolos de papel po-
dem resultar em menor precisão dos resultados .

. Pré-acondicionamento

As sementes devem ser embaladas em papel toalha umedecido e manti-
das nestas condições por um período de 16 horas, na temperatura de ± 25°C. Para

evitar a perda de umidade as embalagens devem permanecer em câmara úmida, ou
seja, em saco plástico, em germinador ou em dessecador com água em lugar de
snica-gel.

. Coloração

Após o pré-acondicionamento, as sementes são colocadas em frascos be-
quer ou copinhos de plástico, sendo totalmente submersas na solução de tetrazólio
(0,075%). As sementes devem permanecer assim a uma temperatura de 35°C - 40°C
por aproximadamente 150 a 180 minutos. Esta temperatura pode ser obtida utilizando-
se uma estufa ou um germinador.

É bom ressaltar que esta operação deve ser realizada no escuro, uma vez
que a solução de tetrazólio é sensível à luz.

· Lavagem da Amostra

Alcançada a coloração ideal, as sementes são retiradas do ambiente a
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35°C - 40°C, e são em seguida lavadas com água comum e devem ser mantidas sub-
mersas em água até o momento a avaliação.

Caso as amostras não sejam avaliadas de imediato, devem ser mantidas
em refrigerador, por até 12 horas.

5. INTERPRETAÇÃO

Para que a interpretação se torne menos cansativa, sugere-se que seja
efetuada sob lupa de seis aumentos (6 x), com iluminação fluorescente.

As sementes devem ser avaliadas uma a uma, seccionando-as longitudi-
nalmente com o auxílio de uma lâmina de barbear, observando a ocorrência dos danos
(mecânico, de secagem e por percevejo e deterioração por umidade nas partes exter-
na e interna dos cotilédones, dando atenção especial ao eixo embrionário (radícuía-hipo-
cótilo) (Fig. 1). Deve-se observar detalhadamente se a ocorrência de determinado da-
no no eixo embrionário foi superficial, atingindo apenas o córtex, ou se afetou o cilin-
dro central (Fig. 2).

Eixo Embrionário

Região
Vosculor

~~
O

... <;) ...::.~7_·c --- - - --- - - - -~ - - - -- __ o,
"-~

O
V

Fig. 1. Corte longitudinal de uma semente de soja, mostrando suas estruturas
embrionárias. EMBRAPA-CNPSo. Londrina, PR. 1984.
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Dano
mecânico----..

Dete rioraçõo
por umidade--.
. ~

Area de tecido
morto afetando
o cll indro central

Fig. 2. Corte longitudinal de duas sementes de soja, mostrando a ocorrência
de danos no eixo radlcula-hipocótiJo. EMBRAPA-CNPSo. Londrina, PR.
1984.



16

Além disso, deve-se levar em consideração a localização do dano nos co-
tilédones, ou seja, se ocorrem longe ou próximo ao eixo embrionário.

Outro fator que deve ser observado é a diferenciação de cores dos tecidos:

· vermelho carmin: tecido vivo e vigoroso

· vermelho carmin forte: tecido em deterioração
• branco leitoso: tecido morto

Deve-se ressaltar que normalmente a parte interna dos cotilédones apre-
senta-se descolorida (branca).

A determinação da viabialidade e do vigor é realizada através da classifica-
ção de cada semente em uma das oito categorias descritas a seguir.

Identificação dos Níveis de Viabilidade

A seguir, é apresentada uma classificação de vigor em sementes de soja.
Os aspectos apresentados nas ilustrações são, na experiência dos autores, considera-
dos os mais comuns.

CLASSE 1 (mais alto vigor)

1a. Coloração uniforme e superficial, indicando penetração lenta do sal de tetrazólio;

parte interna (entre os cotilédones) não apresentando coloração, salvo nos bor-
dos, todos os tecidos com aspecto normal e firme.
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1b. Quase igual à anterior, exceto a ocorrência de faixas ou estrias mais intensamen-
te coloridas, uma a duas por cotilédone devido à deterioração por umidade, as

quais são superficiais (um a dois décimos de rnillrnetro de profundidade).

1c. Semente com aspecto de mosaico devido a um processo lento de embebição;
os tecidos se apresentam firmes e na face interna dos cotilédones geralmente apa-

rece uma cavidade central de coloração amarelada, indicando insuficiente absor-
ção de água.

CLASSE 2 (alto vigor)

2a. Pequenas estrias localizadas nos cotilédones na região oposta ao eixo embrioná-
rio, as quais são originadas por pressão do tegumento sobre os cotilédones causa-

do por sucessivas hidratações (expansão) e desidratações (contração) de ambos

em proporções diferentes. Isto resulta em enrugamento do tegumento e lesão nos
cotilétones, onde a respiração e a atividade enzimática são mais intensas, ocasio-
nando a evidenciação da cor vermelho carrnin forte. As estrias não devem ter pro-
fundidade superior a 0,5 mm; a parte interna dos cotilédones apresenta-se
com em 1a.
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2b. Pequenas estrias devidas ao mesmo motivo referido em 2a., mas localizadas so-

bre o eixo embrionário. Tais lesões devem mostrar-se apenas superficialmente,
não apresentando qualquer alteração interna, como em 1a.

2c. Área de coloração mais intensa, não maior do que da ilustração, provavelmente

devido à junção de pequenas estrias (2a), formando uma faixa contínua. A parte
interna dos cotilédones apresenta-se como em 1a.

2d. Área de tecido sem coloração (branco leitoso) portanto, morto, não maior do que

a da ilustração. A parte interna dos cotilédones como em 1a. Todas as lesões re-
feridas de 2a e 2d, em geral, se apresentam simetricamente nos dois cotilédones,
sendo esta uma caracterfstica utilizada para diferenciar dano devido ao enruga-
mento do tegumento de outros tipos de dano.
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2e. Pequenos danos mecânicos sobre a superffcie externa dos cotilédones e com
uma profundidade máxima de 0,5 mm. A supertície interna dos cotilédones apre-

senta-se como em 1a.

21. Dano(s) devido(s) à picada de percevejo, com LAmaárea total não maior do que
a mostrada na ilustração e profundidade máxima de 0,5 mm. A localização deve
ser afastada da região vascular (isto é, abaixo de uma linha imaginária, passando
transversalmente pela metade do cotilédone). A região afetada apresenta-se mais
ou menos necrosada (tecido morto, coloração esbranquiçada, de aspecto pulveru-

lento, às vezes com o sinal da puncutura bem visfvel, outras vezes não). supern-

cie interna dos cotilédones como em 1a.

2g. Dano idêntico ao anterior mas com a região da(s) punctura(s) sem necrose. O
aspecto é enrugado, de coloração vermelho carmin forte, sem partes esbranquiça-

das. Este tipo de lesão é caracterrstico de picada que provavelmente ocorre em
um estádio mais avançado da maturação, quando a semente já está em fase adian-

tada de desidratação.
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2h. Mais do que duas estrias por cotilédone (não profunda, como em 1b). Superfície
interna dos cotilédones como em 1a.

2i. Coloração da superfície externa dos cotilédones como em 1a. A superfície inter-
na dos cotilédones apresenta-se também com coloração uniforme devido à pene-
tração da solução de tetrazólio através de um rompimento no tegumento.

CLASSE 3 (vigor médio)

3a. Estrias de coloração vermelha carmin forte localizadas nos cotilédones, na região
oposta ao eixo embrionário, com uma área total não maior do que à mostrada na
ilustração. A superfície interna dos cotilédones pode apresentar pequenas ár-eas
mais escuras, correspondentes às estrias externas e com uma espessura máxi-
ma de 0,5 mm.
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3b. Dano quase idêntico ao anterior, mas com as estrias podendo apresentar algumas

áreas de coloração branco-leitoso, indicando tecidos mortos. Supertlcie interna

dos cotilédones como em 3a.

3c. Áreas de coloração mais intensa, não maiores que as mostradas na ilustração, pro-
vavelmente devido à Junção de estrias formando uma faixa contfnua. A supertlcie
interna dos cotilédones pode apresentar, correspondentemente, uma faixa mais

escura com espessura máxima de 0,5 mm.

3d. Dano quase idêntico ao anterior, mas a faixa pode ser de tecido de coloração bran-
co-leitoso (tecido morto) numa área não maior do que a da ilustração. Supertície

interna com uma faixa de tecido morto numa espessura máxima de 0,5 mm.
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3e. Área de coloração vermelho intensa na supertrcie externa de ambos os cotilédo-
nes não maior do que a da ilustração e com profundidade máxima de 0,5 mm (da-
no mecânico). Superffcie Interna como em 1a.

31. Estrias localizadas na superffcie do eixo embrionário não se aprofundando além
do córtex, i.e, sem afetar o cilindro central.

3g. Extremidade da radfcula mostrando coloração branco-leitoso, indicando tecido mor-
to, sem no entanto afetar o cilindro central.

3h. Pequenas fraturas localizadas no eixo embrionário não afetando, porém, o cilindro
central.
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3i. Picada(s) de percevejo, com a parte central necrosada (tecido morto, i.e., colora-
ção branco-Ieitoso, com aspecto pulverulento) ou não, com área total não maior
do que a mostrada na ilustração. A área lesionada não deve ter profundidade supe-
rior a 0,5 mm e deve estar localizada na região abaixo de uma linha imaginária
passando transversalmente pela metade do cotilédone (região não vascular). Su-

perffcie interna dos cotilédones como em 1a.

3j. Picada(s) de percevejo, com área total não maior do que a mostrada na ilustração,
sem áreas necrosadas (mortas), localizada(s) abaixo de uma linha imaginária pas-
sando transversalmente pela metade do cotilédone. Picada(s) afetando a superff-
cie interna de um dos cotilédones que se mostra enrugado com pequenas pontua-

ções vermelhas (áreas continuas de coloração vermelho carmin forte ou áreas ne-
crosadas). Um dos cotilédones com coloração superficial como em 2i.

3k. Picada(s) de percevejo, com área total não maior do que a representada na ilustra-
ção, localizada acima de uma linha imaginária passando transversalmente pela
metade do cotilédone. A região lesionada não deve ser superior a 0,5 mm de pro-

fundidade e localizada de tal maneira a não afetar a região acima da linha imaginá-
ria (região vascular).
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4a. Área de coloração v ermelho carmin forte em ambos os cotilédones, cobrindo me-
nos do que a metade dos mesmos. A suoertlcie interna também apresenta área

de coloração vermelho carmin forte. A região vascular, porém, não deve es-

. tar afetada.

3m. Extremidade da radícula fraturada, porém, sem afetar o cilindro central. A supertr-

cie interna dos cotilédones pode se apresentar como em 1a. ou 2i.
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CLASSE 4 (vigor baixo)

4b. Dano quase idêntico ao anterior, apresentando, porém, tecidos mortos (coloração

branco-leitoso) .

31. Fratura dos cotilédones na região oposta ao ponto de ligação do eixo embrionário
numa extensão máxima como a mostrada na ilustração. A supertície interna dos

cotilédones pode se apresentar como em 1a. ou 2i.

3n. Dano(s) de origem mecânica com ou sem tecido morto, com profundidade máxi-

ma de 0,5 mm ou sem afetar a região vascular. A supertrcie interna dos cotilédo-
nes como em 1a. ou 2a.

4c. Área de coloração vermelho carmin forte no centro dos cotilédones (externa e in-
ternamente), afetando parte da região vascular. No entanto, próximo ao ponto de
ligação, os vasos devem estar funcionais, permitindo o transporte das reservas

dos cotilédones para o eixo embrionário.30. Dano(s) de origem mecânica localizado(s) abaixo da região vascular, afetando a
supertrcie interna dos mesmos como mostrado na ilustração.
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4d. Estrias localizadas sobre o eixo embrionário afetando inclusive o cilindro central,
porém, numa extensão menor do que a metade de sua espessura.

4e. Área de coloração vermelho carmin forte-no eixo embrionário mas com as estrutu-
ras do cilindro central e do córtex ainda perfeitamente definidas.

.-/

4f. Área de tecido morto numa extensão menor do que a metade da área total dos co-
tilédones.

4g. Fratura de um ou ambos os cotilédones na região próxima ao ponto de ligação,
mas deixando a região vascular em grande parte intacta.
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4h. Dano(s) de origem mecânica na região vascular dos cotilédones afetando a face
interna e parte da região vascular. Os vasos, porém, devem permanecer funcio-
nais próximos ao ponto de ligação dos cotilédones com o eixo embrionário.

4i. Fraturas sobre o eixo embrionário, afetando o córtex e o cilindro central, porém,
numa extensão menor do que a metade de sua espessura •

4j. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo com área necrosada (tecido morto), atin-
gindo a parte interna dos cotilédones mas localizado(s) abaixo da região vascular.

4k. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em apenas um cotilédone,
tornando-o praticamente não funcional e afetando apenas levemente o segundo

cotilédone na face interna, e o qual se mantém quase integral.
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41. Dano(s) devido(s) a picada de percevejo localizado(s) em um dos cotilédones, blo-
queando completamente a região vascular, tornando-o não funcional. A plântula
dependerá, para o seu estabelecimento, das reservas de apenas um cotilédone.

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

4n. Fratura de um dos cotilédones deixando, porém, intacto o eixo embrionário (inclusi-
ve a plúmula).

40. Fratura de ambos os cotilédones, porém, numa extensão inferior a metade dos
mesmos.
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CLASSE 5 (Vigor muito baixo)

As classes de vigor 5 e 6 (esta última não viável) são as de interpretação

mais problemática. Quando a amostra analisada comporta uma elevada porcentagem
de sementes nessas classes, os resultados variam e discrepâncias são esperadas.

5a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico, com
áreas de um colorido vermelho carmin forte entremeadas de áreas mais claras e
até mortas. Os tecidos afetados atingem uma profundidade superior a 1 mm, mas

inferior à metade da espessura dos cotilédones. A supertrcie interna dos cotilédo-
nes apresenta-se também com algumas áreas de colorido mais intenso. O eixo
embrionário apresenta-se bem definido com as estruturas do córtex e do cilindro

central bem vfslveis.

5b. Dano(s) de origem mecânica, afetando totalmente a região vascular próxima ao
ponto de ligação de um dos cotilédones e lesionando, parcial e internamente, a
área correspondente do segundo cotilédone.

5e. Cotilédones fraturados de tal forma que é ditrcil saber se a parte remanescente é
maior ou menor do que a metade do total da semente.
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5d. Dano(s) devido(s) a picadas de percevejo, afetando a região do ponto de ligação
como em 5b.

CLASSE 6 (não viável)

Os danos dessa classe são semelhantes aos da classe 5 (vide ilustra-
ções), porém, com maior extensão das áreas afetadas, o que torna a semente inviável.

CLASSE 7 (não viável)

7a. Sementes com ambos os cotilédones mostrando um aspecto de mosaico com áre-

as de um colorido vermelho carmin forte entre meadas de outras mais claras e
mortas. Os tecidos afetados atigem a metade (ou mais) da espessura dos cotilédo-

nes, bloqueando completamente a região vascular.
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7b. Eixo embrionário apresentando uma coloração vermelho carmin forte, distribufda
por toda a sua extensão.

7c. Coloração vermelho carmin forte no ponto de ligação de ambos os cotilédones, atin-
gindo a região vascular. Coloração branco-leitoso (indicativo de tecidos mortos)

também pode ocorrer.

7d. Tecidos mortos de coloração branco-leitoso numa extensão superior à metade da
superffcie total da semente.

7e. Estrias de coioração vermelho carmin forte, sobre o eixo embrionário, atingindo

uma profundidade superior à metade da espessura do cilindro central.
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7f. Extremidade da radfcula apresentando coloração branco-leitoso (tecido morto) atin-

gindo não s6 o c6rtex, mas também o cilindro central.

7g. Fratura da extremidade da radfcula, afetando não s6 o c6rtex, mas também o cilin-

dro central.

7h. Fratura dos cotilédones com a parte remanescente sendo inferior à metade da su-

perffcie total da semente.

li. Fratura do eixo embrionário, seccionando o cilindro central.
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7j. Dano(s) de origem mecânica, afetando a região vascular de ambos os cotilédones,
próximo(s) ao ponto de ligação.

./
7k. Dano(s) devido a picada de percevejo, afetando a região vascular de ambos os

cotilédones, próximo(s) ao ponto de ligação.

71. Plúmula de coloração vermelho carrrun forte (deteriorada).

CLASSE 8 (semente morta)

Semente totalmente morta (branca, apresentando tecidos flácidos).
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Utilização da Ficha

É sugerida a utilização de uma ficha para a avaliação do teste de tetrazólio,

(ver apêndice). Após a avaliação de cada semente, deve-se registrar nessa ficha o ní-
vel de viabilidade e a identificação do(s) tipo(s) de dano(s) que possa(m) ter determina-
do o referido nível. Sugere-se utilizar a seguinte simbologia:

- i.. : sem dano

- L : dano mecânico (OM)
- í :dano causado por percevejo (OP)
- P : dano causado por umidade (OU)
- C : OM + OP
- P : OM + OU
- f5 : OU + OP
- ç :OU + OM + OP

Após a avaliação de todas as sementes, determina-se a porcentagem das
classificadas em cada nível de viabilidade, calculando o potencial de germinação (so-
matório dos valores classificados nos níveis 1 a 5) e o vigor (somatório dos níveis 1
a 3), conforme ilustrados nas fichas preenchidas (ver apêndice).

Interpretação dos Resultados

O nível de vigor pode ser interpretado através da seguinte classificação:

- vigor muito alto: superior a 80%
- vigor alto: entre 79% e 70%
- vigor médio: entre 69% e 50%

- vigor baixo: entre 49% e 30%
- vigor muito baixo: inferior a 29%

Os valores obtidos para germinação devem receber a mesma interpreta-
ção dos alcançados no teste padrão de germinação.

As porcentagens de danos mecânicos, deterioração por umidade e danos

de percevejo nos níveis 6 a 8, indicam a porcentagem de perda de viabilidade ocasio-

nada pelos referidos danos, sendo consideradas com relação à qualidade de semen-
te como:

- sem restrição: inferior a 6%

- com restrição: entre 7% a 10%
- com restrição séria: superior a 10%
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6. PRECISÃO DOS RESULTADOS

Em condições normais, os resultados de viabilidade obtidos nos testes pa-
drão de germinação e tetrazólio devem ser semelhantes, permitindo diferenças de até

5% entre os mesmos. Entretanto, discrepâncias maiores entre os resultados podem
ocorrer, sendo explicadas por uma das seguintes razões:

a) diferenças de amostragem;

b) técnicas impróprias no teste de germinação;
c) técnicas impróprias no teste de tetrazólio;
d) presença de sementes duras nas amostras; e

e) sementes infectadas por fungos, tais como Phomopsis sp. e Fu-
sarium semitectum

7. VANTAGENS E LIMITAÇÕES DO TESTE DE TETRAZÓLlO PARA A SOJA

. Vantagens

a) o teste possibilita conhecer as condições internas das estruturas do embrião:
b) permite rápida avaliação da viabilidade e do vigor (19 horas para a soja): ,
c) permite a identificação de diferentes nfveis de viabilidade

d) fornece o diagnóstico da causa da queda da viabilidade das sementes·
e) o equipamento necessário é simples e barato; e

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

. Limitações

a) requer treinamento especial sobre a estrutura embrionária da semente e sobre téc-
nicas de interpretação;

b) é relativamente tedioso, uma vez que as sementes são avaliadas uma a uma, re-
querendo, desta forma, experiência e paciência;

c) embora seja um teste relativamente rápido, ele consome um maior número de ho-
mem-hora que o teste de germinação padrão;

d) em lotes que apresentam sementes duras, o resultado do teste é compatfvel com
o total de sementes germinadas mais sementes duras, pelo teste de germinação-
padrão;

e) não mostra a eficácia de tratamentos qufmicos, nem as injúrias que estes possam
causar;
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f) não detecta a presença de patógenos nas sementes;
g) apresenta difiçuldade na identificação de danos recentes causados por secagem e

impactos mecânicos; e
h) requer do analista capacidade de decisão pelas caracterfsticas do teste.
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§EMIIRAPA IFICHA DE AVALIACAO DO TESTE DE TETRAZOLIO

AMOSTRA: 1 LOCAL: Londrina/PR

N9 DE SE~1ENTES TESTADAS: 2 x 50 CONC. DA SOLUÇÃO: 0,075%
DATA: 03/08/88 .'\NALISTA:

1. XXXXX XXXXX XXXXX lllll 1//1/ 1/1/ I 1/1/ I 11/1/ 1/1/ I 1//1/ 1/1/ / 30

2. rrrir rrrrr t/rr/ 1/1/ I 1/1/ / 1//1/ 1/1/ I 1/1/ / /1/1/ 1/1/ I 1/1/ I 30---
3. /'1'(1'1' rrur /1/1/ 1//1/ 1//1/ 1/1// 1/1/ / /1/1/ 1/1/ I 1/1/ / 1/1/ I 20

4. n rrt 1//1/ 1/1// 1/1/ / 1/1/ I 1/1/ I 1/1/ I 1/1/ I 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ 08

5. I'?/ I I 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1/1// 1/11/ 1/1/ I 1/1// 1/1/ / 11/1/ 1//1/ 04

S.D. 1//1/ 1//1/ 1/1/ I 1/1/ I /1/1/ 11/1/ /1/1/ 1/1/ / /1/1/ /1/1/ 1/1/ /

6. /1/1/ 1/1// 11/1/ 1/1/ I 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / /1/1/

7. rrir. 1/1/ / /1/1/ 1/1/ / 1/1// 1//1/ /1/1/ 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / 08

8. 1/1/ / /1/1/ 1/1/ / /1/1/ /1/1/ 1/1/ / 1/1// /1/1/ /1/ !I 1/1/ / /1/1/

Nível de Vigor 1-3: 80 Potencial de Germinação: 92

L XXXXX XXXXX XXXXX X//// /1/1/ 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 32

2. I'(UL 1'1'1'1'1' Lf I'LI' / / / / I 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ 1//1/ 1//1/ 1//1/ 30

3. /rrr/' nrtr ///// 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1//1/ /1/1/ /1/1/ 1//1/ 20

4. ru n 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1/1/ / 1//1/ /1/1/ 1/1/ / 1/1/ / 08

5. 1/1/ / 1//1/ /1/1/ 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ 1/1/ /

S.D. 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1//1/ 1//1/ 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ 1/1/ /

6. 1/1/ / /1/1/ 1//1/ /1/1/ 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1/1/ / /1/1/ 1//1/ 1/1/ /

7. r/en. 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1//1/ 1//1/ /1/1/ 1/1/ / /1/1/ /1/1/ 1/1/ / 10

8. 1/ /I / 1//1/ /1/1/ 1//1/ 1/1/ / 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / 1//1/ /1/1/ /1/1/

Nível de Vigor 1-3: 82 Potencial de Germinação: 90

REPETIÇÕES
DANO MECÂNICO UMIDADE PERCEVEJO

DURAS VIGOR P .G.
1 - 8 6-8 1- 8 6-3 1 - 8 6 - 8

I 18 02 48 04 10 02 80 92
II 22 04 40 04 16 02 - 82 90

MrDIAS 20 03 44 04 13 02 - 81 91
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§EMBAAPA FICHA DE AVALIAÇÃO DO TESTE DE TETRAZOLlO
AMOSTRA: 02

LOCAL: Londrina/PR
N9 DE SEMENTES TESTADAS: 2 x 50 CONC. DA SOLUÇÃO: 0,075%
DATA: 03108/88

ANALISTA:

1. XXXXX XXXII 11111 11/1/ 1/11/ /1/1/ 1/11/ 1/11/ 11/1/ 11/1/ 11/1/ 16
---2. re/rr Lfde I'I'!'II 11/1/ /1/1/ / /I / / /1/1/ 1/1/ / 1/11/ 1//1/ 1/1/ / 26

3. rr({'[ rr/r. /1/1/ 11/1/ 1//1/ /1/1/ 1//1/ 1//1/ /1/1/ /1/1/ 1//1/ 16
4. I'I'!'[ f 1/11/ /lI/I 1/1/ / /1/1/ 111/1 1/11/ /lI/I 11/1/ /lI/I /lI/I 10
5. !'fNI' / / / I / 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ / lI/I 11/1/ 1/1/ / 1/1/ / /lI/I 1/11/ 10

S.D. / / /I / 1/1/ / 11/1/ /1/1/ / lI/I 1/1/ / 11/1/ /1/1/ 1/1/ / li /I / 11/1/

6. /1/1/ /1/1/ 1//1/ /lI/I 1/1// 111/ / 1/1/ / /1/11 1//1/ /I/li /I/li
7. edn: I'Li d 1'1 li I /lI/I 1//1/ 1//1/ 1//1/ 1/ I li /lI/I 1/1/ / 1/1/ / 22
8. ///11 /1/11 1//11 1/11/ 1/11/ li li I 1/1/ / 1/11/ /I 11 I /1/1/ /1/1/

Nível de Vigor 1-3: 58
Potencial de Germinação: 78

1.. XXXXX XX/I/ 1/111 1/11/ /lI/I / lI/I 1/11/ /lI/I 1/11/ /1/1/ 1//1/ 14
2. I'fI'l'L N{{'I' (LI / / 1/1/ / /1/1/ /1/1/ li /I / 1/1// / / /I / 1/1/ / /1/1/ 24
3. rr (LI' I'!'!'f ( 1'1'1 /I 11/1/ /1/11 / / /I / /I li / / /I / / 1/1/ / /111/ /1/11 24

4. rr/. I'/!/ /I / / /I li I / / /j / li /lI / / li / 1/1/ / /1/1/ li /I / / /I li /1/1/ 10
5. 1'1'/ / / /1/1/ 1/1/ / 1//1/ 1//1/ /1/1/ 1/11/ / /I / / 11/1/ 1/1/ / /1/1/ 04

S.D, 1/1/ / 1//1/ /I/li /1/1/ /1/1/ 1/1/ / /1/1/ /1/1/ 1/1/ / / /I / / 1//1/

6. ///// ///// ///// 1//1/ 1/1/ / 1/1// / li /I 1/1/ / / / li / /I li / / / /I /
I'iPLL /cnr dl// ---7. 1/1/ / 1//1/ 1/1// /1111 /1/1/ / /I / / 11/1/ /I/li 24

8. ///1/ ///// ///// 1//1/ li li / 1//1/ li /I / /1/1/ li /I / 1/1/ / 1//1/

Nível de Vigor 1-):. 62 Potencial de Germinação: 76

REPETIÇÕES DANO MECÂNICO UMIDADE PERCEVEJO
DURAS VICOR P .G.1 - 8 6-8 1- 8 6-3 1 - 8 6 8

I 32 04 60 12 24 06 - 58 78
II 24 08 52 10 24 06 62 76

M!:DIAS 28 06 56 11 24 06 - 60 77

r!) EMIIAAPA I FICHA DE AVALIAÇÃO DO TESTE DE TETRAZOLlO

AMOSTRA: 03 LOCAL: Londrina/PR

NQ DE SEr-tENTES TESTADAS: 2 X 50 CONC. DA SOLUÇÃO: 0,075%
DATA: 03108/88 ANALISTA:

1. /1/11 ///1/ ///// /1//1 1/1/ / /1/1/ / /I li /lI/I /lI/I /I li / /I/li

I'l/// ///// ///// ////1 /1111 / /I li 1/// / //// / //// / //// / / //// 042.

elel'l' elfef I'(el'e 1'11'1'/ /I/li / /I li li /I / //// / / /I / / li /I / 383. /I/li

rrrrr UNI" rrrrr !'lI/I /I/li //11/ 1/// / / /I li / / /I / //1// 1//1/ 324.

( I'I'!'I 1/// / 1//1/ //111 1/1// /1/1/ 1//1/ /lI/I 1//1/ /1/1/ /I/li 085.

S.D. 1/1/ / /1/1/ /1/1/ / / /I / 1/1// 1/1/ / li/li 1/111 /I li I /I li / /1/11

1/1/ / 1//1/ /I/I! 1/1/ / 11/1/ 11/1/ /111/ li 1/ / 026. 1'111/ ///1/ 1/1/ /

e/rr: I'f!'ll 11/1/ 1//1/ 1/1/ / 1/1/ / /1/1/ 1/11/ 1/1/ / / / / 1/ 167. 11/1/

8. /I/li 1//1/ /1/11 /1/1/ /I/li 1/1/ / /1/11 1//1/ /1/ !/ / / 11/ /lI/I

42 Potencial de Germinação: 82Nível de Vigor 1-):

1. /1/// ///11 IIIII ////1 1/ li / 11/ / / 1111/ /1/1/ 1//1/ /lI/I 1//11

2. !'LU I /I li / 1/1/ / /1/1/ /1/1/ /1/1/ 11/1/ /I/li 1//11 1//1/ //1// 06

er/r» fl'fl'é rrrrr I'fI'I'L 1/1/ / / li /I /I li / /1/1/ /1/1/ 1/1/ / /111/ 403.

/rer) rem. rrr/r 1/ / / / 1//1/ /I/li 1/1/ / li /I / 111// 1/1/ / 1//1/ 304.

/1/1/ 1/11/ 1/1/ / / /I I! ///// li /I / / //// /lI/I /I I! / 085. I'fUI /I I! /

S.D. /l/1/ 1///1 ////1 / //// / /I li /I / / / / //// / //1/ /1/// /1/// ////1

/I/li /I li / /I li / 1/1/ / 026. 1'//1/ / //// //1/ / /I li / / /I I! 1/ I! / li/li

el'ftf re. / / //// / /I li / I! /I / / //// / I! I! /I/I! 1/ I! / / //// //// / 147.

8. 1/1/1 1//1/ 1//1/ 1//1/ 1111/ li 1/1 ///1/ /1/1/ li 1/1 1/1/1 1//1/

46 Potencial de Germinação: 84Nivel de Vigor 1-3:

DANO MECÂNICO UMIDADE PERCEVEJO
DURAS VICOR P.G.REPETIÇÕES

1 - 8 6 8 1-8 6-3 1-8 6 - 8

I 30 02 92 12 14 04 - 42 82

II 32 04 90 10 14 02 . 46 84

M!:DIAS 31 03 91 11 14 03 - 44 83
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§EMBRAPA IFICHA DE AVALlAÇAO DO TESTE DE TETRAZOLlO

ANOSTRA: 04 LOCAL: Londrina/PR

N9 DE SE~1ENTES TESTADAS: 2 x 50 CONC. DA SOLUÇÃO: 0.075%
DATA: 03/08/88 ANALISTA:

Y I li I I li li I li li I li 11 li li I I li li li li I li li I li li I li li I li li I
021.

2. rrrn 11111 11111 I li li li li I I li li li li I li li I li li I I li li li li I 08

3. errrr t'1'!I I li li I 11111 li li I 11111 I li li 11111 I li li I li li li li I 14

4. fLf't'[ I'! I I I 11111 li li / I li li li li I I li li 11111 li li I 11111 li li I 12

5. enrr' I I I I I li li I I li li 1111/ I li li li li I li li I li li I li li I li li I 10

S.D. X li li li li I 11111 li li I li li I li li I I li li li li I li li I I li li I I li I 02

6. IIIII IIIII IIIII IIIII IIIII li li I I li li 11/11 li li I I li li 11111 ---

7. !'Lit't' e/nr rrrrr uerr' /rirc I'!III 11111 11111 I li li 11111 li li I 52---
8. li/li IIIII IIIII IIIII IIIII 11111 11111 I li li I li! I li li I li li I

Nível de Vigor 1-3: 24 + 2 Potencial de Germinação: 48

l. XliII 11111 I li li li li I I li li I li li I li li li li I 11111 11111 11111 02

2. rrirr I I I I I li li I li li I li li I li li I li li I li li I li li I 11111 li li I 10
---

3. rrrrr t'1'!I I I li li 11111 li li I I li li li li I li 1/ I 11111 li li I 11111 14

4. /rri/ I'! I I I li li I li li I li li I li li I 11111 li li I I li li li li I li li I 12

5. ufef li I li li li I li li I li li I li li I 11111 li li I 11111 I li li I li li 10

S.D. XII li I li li li li I I li li li li I li li I 11111 I li li 11111 I li li I li li 02

6. IIIII IIIII IIIII IIIII IIIII IIIII li li I li li I I li li 11111 11111

7. fLf'I..Prrr/r rrrrr irirr efffe I I I I I 111/1 li /I I li li I I li li li li I 50

8. li li I 11/11 /1111 11/11 11111 /1111 1/1/1 1/111 I li li li/li 11111

----
Nível de Vigor 1-3: 26 Potencial de Germinação: 50

REPETIÇÕES
OANO ~CÃNICO UMIDADE PERCEVEJO

DURAS VIGOR P .C.
1 - 8 6-8 1-8 6-3 1 - 8 6-8

I 28 14 70 28 .18 10 02 26 48
II 26 10 72 32 16 08 02 26 50

MIlDIAS 27 12 71 30 17 09 02 26 49
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