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Importincia e relevancia

Origindria do sudeste da Turquia, a planta de grao-de-bico
(Cicer arietinum L.), pertencente a familia Fabaceae, é clas-
sificada como herbdcea anual (SINGH; SAXENA, 1999).
E rica em nutrientes, contendo fibras, proteinas, vitami-
nas, carboidratos e sais minerais (NASCIMENTO et al.,
1998), sendo que cerca de 80% da massa total do grao ¢
composta por carboidratos e proteinas de alta digestibili-
dade (FERREIRA et al., 2006). Por isso, este grao, vem
sendo utilizado principalmente para a alimentagao huma-
na e animal (MOHAMMADI et al., 2005). Segundo Ar-
tiaga et al. (2015), é a segunda leguminosa mais produzida

no mundo.

O grio-de-bico ¢ cultivado em 14,5 milhées de hectares
em 58 paises, com uma producio total de 14,7 milhoes
de toneladas, sendo que 73,5% na regiio da Asia (FAO,
2018). No Brasil, a produgao dessa leguminosa ¢ primdria

e ndo atende a demanda interna de consumo, por isso,
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faz-se necessdrio a importagio de grande volume de grios
(AVELAR et al., 2018). Em 2019, o Brasil exportou 60
toneladas de grao de bico, dos quais 79% foram destina-
dos 2 India, e importou pouco mais de 7 mil toneladas
do México e Argentina (BRASIL, 2020) para atender o

consumo interno.

O grio-de-bico ¢ uma leguminosa tolerante ao déficit
hidrico, com adaptagio em regiées de clima seco e ame-
no e possui propriedades favordveis de alta rusticidade,
como baixa incidéncia de pragas e doencas (BRAGA et al.,
1997). No entanto, para a expansio da espécie no Brasil é
necessario se investir em uma série de fatores, incluindo a

necessidade de melhorar o sistema de produgao de semen-

tes (PARAISO et al., 2019).

Existem dois tipos de griao-de-bico que se diferenciam
quanto ao tamanho, forma e cor da semente: o desi e o
kabuli. O primeiro possui sementes coloridas e tegumento

espesso, ao passo que o segundo — o tipo kabuli — tem
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sementes de tamanho maior, com tegumento fino, liso,
coloragao branca ou bege e formato de “cabeca de carnei-
ro”, o que eleva seu preco no mercado (NASCIMENTO
et al., 2016). A semente de grao-de-bico ¢ constituida
por tegumento e embrido, sem a presenca de endosper-

ma se tratando, portanto, de uma semente exalbuminosa

(TRANCOSO, 2018).

A semente de grio-de-bico é composta por um embrido e
dois cotilédones que sdo envoltos pelo tegumento (Figura
1A). Ela também dispée do hilo, isto é, um ponto de fixa-
¢do da semente 4 vagem, na parte superior ao hilo, possui
um pequeno orificio denominado de micrépila, e no cor-

po da semente a rafe (Figura 1B).

A RADICULA- B MICRGPILA

HIL

OTILEDONE TEGUMEN T

Figura 1. Sementes de grao-de-bico (Cicer arietinum L.), com o embrido envol-
tos pelo tegumento (A) e a sementes de seus constituintes (B). Fonte: Os autores.

Dentre os testes possiveis de serem utilizados na avalia-
¢ao da qualidade fisiolégica de sementes destaca-se o te-
trazblio, o qual, segundo Aratjo et al. (2019), é ampla-
mente utilizado para estimar a viabilidade de sementes de
vdrias espécies agricolas como por exemplo feijao-caupi
(RODRIGUES et al., 2015), arroz (CARVALHO et al.,
2019), soja (PEREIRA et al., 2019) cenoura (LIMA et al.,
2018). Essa notoriedade se deve a rapidez e eficicia no
fornecimento de resultados (ARAUJO et al., 2019) além
de ser econdmico (LIMA et al., 2018).

O teste de tetrazélio ¢ um teste bioquimico, baseado na
atividade enzimdtica das desidrogenases, as quais catalisam
reagdes respiratorias no interior das células vegetais (CAR-
VALHO et al., 2019). Para a adequagio da metodologia
do teste de tetrazdlio para novas espécies, além da defini-
¢do da concentracio da solugio, do tempo de exposigao e
da temperatura (BRASIL, 2009; FRANCA NETO et al,,

2000), outros aspectos devem ser considerados, sendo esta
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adequacdo importante para eficicia do método (CARVA-
LHO et al., 2017). O conhecimento dos aspectos bota-
nicos, anatdmicos ¢ morfoldgicos da semente e plantula

também sdo necessdrios para a boa interpretacio do teste.

Neste sentido, objetiva-se com esta circular buscar ajustes
dos procedimentos de preparo das sementes de grao-de-bi-

co para condugio adequada e eficaz do teste de tetrazélio.

Pré-condicionamento hidrico das sementes

O pré-condicionamento ¢é indicado para sementes que es-
tejam com o teor de dgua abaixo de 12% base umida (b.u.).
Caso nio ocorra este procedimento, as sementes coloridas
pela solu¢ao do sal de tetrazélio produzirao sintomas nas
extremidades das radiculas, com danos vermelhos escuros,
que podem ser confundidos com danos mecanicos ou de-

teriora¢do por umidade.

Para a realizagio do pré-condicionamento, necessita-se de
“gerbox” com tela de aluminio, contendo 40 mL de dgua,
pelo periodo de 24 horas a 25 °C conforme a figura 2.
Durante o pré-condicionamento, a semente se hidrata len-
tamente, 0 que permite maior tempo para a reorganizagao
das membranas, possibilitando que os tecidos se desen-
volvam de maneira mais ordenada e reduzindo os riscos

da ocorréncia de danos ao eixo embriondrio causados pela

rdpida embebigio (BRACCINI et al., 1997).

Figura 2. Pré-condicionamento de sementes de grao-de-bico (Cicer arietinum

L.), na visdo lateral (A) e disposta sobre a tela de aluminio no gerbox na visio
superior (B). Fonte: Os autores.

Apés realizagao do pré-condicionamento das sementes,
recomenda-se determinar o teor de dgua destas. Para a de-
terminagao o teor de dgua das sementes de grao-de-bico,
recomenda-se a utilizagio do método da estufa a 105°C +
2°C por 24 horas (BRASIL, 2009).
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Pré-embebi¢ao das sementes

Cem sementes de grao de bico (quatro sub amostras com
25 sementes), inteiras e com aspectos integros (com te-
gumento intacto), devem ser pré-embebidas. Esta etapa
consiste em deixar as amostras de sementes imersas em
um copo com 100 ml de dgua, durante 16 horas (Figura
3A). Este procedimento pode também ser realizado com
folhas de papel “germitest” umedecidas na propor¢ao de

2,5 vezes o peso do papel seco, e mantidas em Germinador

(Mangelsdorf) a 25 °C (Figura 3B).

Figura 3. Pré-embebicio de sementes de grio-de-bico (Cicer arietinum L.), via
imersio (A) e acondicionamento em folhas de papel “germitest” umedecidas (B).
Fonte: Os autores.

Reagiao em solugao de sal de tetrazélio e avaliacao das
sementes

Apbs a pré-embebicio, as sementes sao submersas em solu-
cdo de tetrazélio na concentracio de 0,075% e, na ausén-
cia de luz, em cimara B.O.D, sio mantidas a 41 °C por
quatro horas. Ao imergir a semente em solu¢do de tetra-
z6lio, ela se difunde nos tecidos, resultando na formacao
de um composto vermelho em tecido vidvel (vivo). No en-
tanto, em tecidos mortos (deteriorados) nao ocorre reacio
com a solu¢do, permanecendo a cor natural da semente
(RODRIGUES et al., 2015). Desta forma, torna-se pos-
sivel classificar as sementes em vidvel e invidvel (BRASIL,

2009).

Apés a reagio na solugio de tetrazélio, as sementes devem
ser avaliadas individualmente, com uso de lupa estereosc6-
pica, com aumento minimo de 6 vezes, para a categoriza-

¢ao de viabilidade e nivel de vigor (Figura 4 A ¢ B).
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Figura 4. Sementes de grao-de-bico (Cicer arietinum L.), seccionadas longitu-
dinalmente (A) e observadas com o auxilio de lupa estereoscépica (B). Fonte:
Os autores.

O procedimento consiste no seccionamento longitudinal
através do centro do eixo embriondrio de cada semente
com o auxilio de uma lamina de barbear (Figura 5). Em
seguida, as sementes sio avaliadas tanto internamente
quanto externamente com auxilio de uma lupa de seis au-
mentos, associada a uma iluminagio fluorescente. A loca-
lizagdo e a profundidade de cada dano sao decisivas para a

classificagio dos danos.

CORTE LONGITUDINAL

IXO EMBRIONARIO

Figura 5. Ilustragio do local de corte longitudinal da semente de grao-de-bico
(Cicer arietinum L.), orientado através da parte central do eixo embriondrio e do
hilo. Fonte: Os autores.
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Classificagao das sementes para categorizagao da viabi-
lidade e vigor

O teste de tetrazélio consiste na avaliagio de cada semente
individualmente onde as mesmas sio classificadas como
viavel ou nio vidvel MOORE; SMITH, 1956), estas in-
formagoes sio anotadas na ficha de avaliacio do teste de
tetraz6lio. As informagoes obtidas de cada semente podem
ser classificadas em quatro classes, conforme detalhamento

e ilustragoes a seguir:

Classe I (Sementes vidveis sem nenhuma lesio externa ou
interna) as sementes dessa classe sio consideradas vidveis e
vigorosas, e inclui sementes com tecidos firmes, auséncia

de lesoes, coloragao uniforme (Figura 6A).

Classe II (Sementes vidveis com lesdes externas superfi-

ciais) as sementes dessa classe sio consideradas vidveis e

vigorosas compostas por sementes de tecido firme de co-
loragio quase inteiramente uniforme e com lesoes superfi-

ciais externas (Figura 6B e 6C).

Classe III (Sementes vidveis com lesoes externas e internas
menores que 50% do seu tecido de reserva e sem atingirem
o cilindro central das sementes) as sementes dessa classe
sao consideradas vidveis, mas nao vigorosas, possuem le-
soes no eixo embriondrio e nas partes vitais, mas esses nao

afetam o cilindro central (Figura 6D e GE).

Classe IV (Sementes nao vidveis com lesdes maiores que
50% do tecido de reserva e com lesées no seu cilindro
central) sio sementes com danos que comprometem o de-
senvolvimento normal das plantulas considerando assim

sementes invidveis (Figura 6E 6G, 6H e 0I).

Figura 6. Semente de grio-de-bico (Cicer arietinum L.), com coloracio uniforme sem nenhum dano na parte externa e interna (A). Pequenos danos localizados na
superficie externa dos cotilédones na regido oposta ao eixo embriondrio (B). Danos localizadas no eixo embriondrio. Estas lesoes sio superficiais e ndo sao observadas
nos tecidos internos do eixo embriondrio, apds secciond-los, conforme ilustrado (C). Danos localizados nos cotilédones, na regido oposta ao eixo embriondrio, cuja
superficie interna dos cotilédones pode apresentar pequenas dreas mais escuras (D). Dano localizados na superficie do eixo embriondrio que nio se aprofunda além do
cértex, ou seja, sem afetar o cilindro central (E). Dano forte sobre o eixo embriondrio atingindo uma profundidade superior & metade da espessura do cilindro central
(F). Extremidade da radicula apresentando coloragio branco-leitosa (tecido morto) atingindo nao s6 o cértex, mas também o cilindro central (G). Fratura da extremi-
dade da radicula, afetando nio s6 o cértex, mas também o cilindro central (H) Eixo embriondrio apresentando uma coloracio vermelho carmim forte distribuida por
toda a sua extensio incluindo cilindro central (I). Fonte: Os autores.

Pégina 04 Vol. 09/Ntmero 001/2021



INDICACOES TECNICAS PARA EXECUCAO DE TESTE DE
TETRAZOLIO EM SEMENTES DE GRAO DE BICO

Avaliagao dos resultados de viabilidade e vigor

O preenchimento da ficha de avaliagio do teste de tetrazé-
lio deve ser realizado de acordo com a sua classe de viabili-
dade adequada, em ficha especifica (Figura 7). Aconselha-

-se utilizar a seguinte simbologia:

>< Sem dano / Com dano

Apds a avaliacio de todas as sementes da amostra em que
se estd trabalhando, define-se a porcentagem de semen-
tes classificadas em cada classe. A viabilidade (potencial
de germinacio) e o vigor ¢ calculada pelo somatério dos

classificados, menos as sementes inclusas na classe 4.

FICHA DE TETRAZOLIO
Neo Amostra: Data:
Neo Sementes Testadas: Analista:

LArrrr o rrnrl o rrrrlr rrrrr o rrird

2. 00000 rrrr o rrrrr rrrrr rrir

300000 1

N N N

g 111001 orrrrr rrrrr o rrrri

Nivel de Vigor 1-3

REPETICAO 01
Iy

1rrrr 1l
[ rrrrl 1rrrd
LErrr rrrrr rrrrr rrrrr o rrrrr rrrld

rrrrr rrrr

Potencial de Germinagao

rrrrrrrrrr rrrrr rrrr

Lrrrr rrrrr rrrri

Lrrrr rrrrrorrrrl rrrrd

Lrrrr rrrrr o rrrri

LA rrrrr rrrrr o rrrrl o rril

200000 1rrrr o rrrri

300000 rrrrr rrrrr rrrrl rrild

N NN

4 1110 rrrrr rrrr

Nivel de Vigor 1-3

REPETICAO 02
I111 11T

L rrril rrrd
I
LEEEE rrrrr rrrrr rrrrr o rrrrr rrrld

[EErrrrrrr rrrrd

Potencial de Germinagao

Lrrrr rrrrr rrrri

rrrrr rrrrrorrrrl ik

rrrrr rrrrr o rrrrr rrrr

Lerrr rrrrrorrrrl rrrd

Repetigoes Duras

Potencial Germinativo

Vigor

Média 01

Média 02

MEDIA

*Repeticoes 03 e 04 no verso
S.D** Sementes Duras (sementes que nio denotam absor¢io de dgua)

Figura 7. Ficha para anotagio dos resultados do teste de tetrazolio para sementes de grio-de-bico (Cicer arietinum L.). Fonte: Os autores.
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Consideragoes Finais

O teste de tetrazdlio se mostrou eficaz para andlise da qua-
lidade fisiolégica de sementes de griao-de-bico, tendo-se
em vista sua praticidade e rapidez no processo de avalia-
¢20. Mas por ser um teste de subjetividade e nao ser reco-
nhecido como um teste oficial pelo 0 MAPA (Ministério
de Agricultura Pecudria e Abastecimento), faz-se necessi-
rio o uso de testes complementares como o de germinagao
de sementes e emergéncia de plantulas para a garantia da

efetividade de seus resultados.
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