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Importância e relevância

Originária do sudeste da Turquia, a planta de grão-de-bico 
(Cicer arietinum L.), pertencente à família Fabaceae, é clas-
sificada como herbácea anual (SINGH; SAXENA, 1999). 
É rica em nutrientes, contendo fibras, proteínas, vitami-
nas, carboidratos e sais minerais (NASCIMENTO et al., 
1998), sendo que cerca de 80% da massa total do grão é 
composta por carboidratos e proteínas de alta digestibili-
dade (FERREIRA et al., 2006). Por isso, este grão, vem 
sendo utilizado principalmente para a alimentação huma-
na e animal (MOHAMMADI et al., 2005). Segundo Ar-
tiaga et al. (2015), é a segunda leguminosa mais produzida 
no mundo.

O grão-de-bico é cultivado em 14,5 milhões de hectares 
em 58 países, com uma produção total de 14,7 milhões 
de toneladas, sendo que 73,5% na região da Ásia (FAO, 
2018). No Brasil, a produção dessa leguminosa é primária 
e não atende à demanda interna de consumo, por isso, 

faz-se necessário a importação de grande volume de grãos 
(AVELAR et al., 2018). Em 2019, o Brasil exportou 60 
toneladas de grão de bico, dos quais 79% foram destina-
dos à Índia, e importou pouco mais de 7 mil toneladas 
do México e Argentina (BRASIL, 2020) para atender o 
consumo interno.

O grão-de-bico é uma leguminosa tolerante ao déficit 
hídrico, com adaptação em regiões de clima seco e ame-
no e possui propriedades favoráveis de alta rusticidade, 
como baixa incidência de pragas e doenças (BRAGA et al., 
1997). No entanto, para a expansão da espécie no Brasil é 
necessário se investir em uma série de fatores, incluindo a 
necessidade de melhorar o sistema de produção de semen-
tes (PARAÍSO et al., 2019).

Existem dois tipos de grão-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, 
coloração branca ou bege e formato de “cabeça de carnei-
ro”, o que eleva seu preço no mercado (NASCIMENTO 
et al., 2016). A semente de grão-de-bico é constituída 
por tegumento e embrião, sem a presença de endosper-
ma se tratando, portanto, de uma semente exalbuminosa 
(TRANCOSO, 2018).

A semente de grão-de-bico é composta por um embrião e 
dois cotilédones que são envoltos pelo tegumento (Figura 
1A). Ela também dispõe do hilo, isto é, um ponto de fixa-
ção da semente à vagem, na parte superior ao hilo, possui 
um pequeno orifício denominado de micrópila, e no cor-
po da semente a rafe (Figura 1B).

Dentre os testes possíveis de serem utilizados na avalia-
ção da qualidade fisiológica de sementes destaca-se o te-
trazólio, o qual, segundo Araújo et al. (2019), é ampla-
mente utilizado para estimar a viabilidade de sementes de 
várias espécies agrícolas como por exemplo feijão-caupi 
(RODRIGUES et al., 2015), arroz (CARVALHO et al., 
2019), soja (PEREIRA et al., 2019) cenoura (LIMA et al., 
2018). Essa notoriedade se deve à rapidez e eficácia no 
fornecimento de resultados (ARAÚJO et al., 2019) além 
de ser econômico (LIMA et al., 2018).

O teste de tetrazólio é um teste bioquímico, baseado na 
atividade enzimática das desidrogenases, as quais catalisam 
reações respiratórias no interior das células vegetais (CAR-
VALHO et al., 2019). Para a adequação da metodologia 
do teste de tetrazólio para novas espécies, além da defini-
ção da concentração da solução, do tempo de exposição e 
da temperatura (BRASIL, 2009; FRANÇA NETO et al., 
2000), outros aspectos devem ser considerados, sendo esta 

Após realização do pré-condicionamento das sementes, 
recomenda-se determinar o teor de água destas. Para a de-
terminação o teor de água das sementes de grão-de-bico, 
recomenda-se a utilização do método da estufa a 105ºC ± 
2ºC por 24 horas (BRASIL, 2009).

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

A B

adequação importante para eficácia do método (CARVA-
LHO et al., 2017). O conhecimento dos aspectos botâ-
nicos, anatômicos e morfológicos da semente e plântula 
também são necessários para a boa interpretação do teste. 

Neste sentido, objetiva-se com esta circular buscar ajustes 
dos procedimentos de preparo das sementes de grão-de-bi-
co para condução adequada e eficaz do teste de tetrazólio.

Pré-condicionamento hídrico das sementes

O pré-condicionamento é indicado para sementes que es-
tejam com o teor de água abaixo de 12% base úmida (b.u.). 
Caso não ocorra este procedimento, as sementes coloridas 
pela solução do sal de tetrazólio produzirão sintomas nas 
extremidades das radículas, com danos vermelhos escuros, 
que podem ser confundidos com danos mecânicos ou de-
terioração por umidade.

Para a realização do pré-condicionamento, necessita-se de 
“gerbox” com tela de alumínio, contendo 40 mL de água, 
pelo período de 24 horas a 25 ºC conforme a figura 2. 
Durante o pré-condicionamento, a semente se hidrata len-
tamente, o que permite maior tempo para a reorganização 
das membranas, possibilitando que os tecidos se desen-
volvam de maneira mais ordenada e reduzindo os riscos 
da ocorrência de danos ao eixo embrionário causados pela 
rápida embebição (BRACCINI et al., 1997).

A B

Figura 2. Pré-condicionamento de sementes de grão-de-bico (Cicer arietinum 
L.), na visão lateral (A) e disposta sobre a tela de aluminio no gerbox na visão 
superior (B). Fonte: Os autores.



Página 03 Vol. 09/Número 001/2021

INDICAÇÕES TÉCNICAS PARA EXECUÇÃO DE TESTE DE 
TETRAZÓLIO EM SEMENTES DE GRÃO DE BICO

Pré-embebição das sementes

Cem sementes de grão de bico (quatro sub amostras com 
25 sementes), inteiras e com aspectos íntegros (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 água, durante 16 horas (Figura 
3A). Este procedimento pode também ser realizado com 
folhas de papel “germitest” umedecidas na proporção de 
2,5 vezes o peso do papel seco, e mantidas em Germinador 
(Mangelsdorf ) a 25 °C (Figura 3B).

Reação em solução de sal de tetrazólio e avaliação das 
sementes

Após a pré-embebição, as sementes são submersas em solu-
ção de tetrazólio na concentração de 0,075% e, na ausên-
cia de luz, em câmara B.O.D, são mantidas a 41 ºC por 
quatro horas. Ao imergir a semente em solução de tetra-
zólio, ela se difunde nos tecidos, resultando na formação 
de um composto vermelho em tecido viável (vivo). No en-
tanto, em tecidos mortos (deteriorados) não ocorre reação 
com a solução, permanecendo a cor natural da semente 
(RODRIGUES et al., 2015). Desta forma, torna-se pos-
sível classificar as sementes em viável e inviável (BRASIL, 
2009).

Após a reação na solução de tetrazólio, as sementes devem 
ser avaliadas individualmente, com uso de lupa estereoscó-
pica, com aumento mínimo de 6 vezes, para a categoriza-
ção de viabilidade e nível de vigor (Figura 4 A e B).

O procedimento consiste no seccionamento longitudinal 
através do centro do eixo embrionário de cada semente 
com o auxílio de uma lâmina de barbear (Figura 5). Em 
seguida, as sementes são avaliadas tanto internamente 
quanto externamente com auxílio de uma lupa de seis au-
mentos, associada a uma iluminação fluorescente. A loca-
lização e a profundidade de cada dano são decisivas para a 
classificação dos danos.

A B

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

Figura 4. Sementes de grão-de-bico (Cicer arietinum L.), seccionadas longitu-
dinalmente (A) e observadas com o auxílio de lupa estereoscópica (B). Fonte: 
Os autores.

Figura 5. Ilustração do local de corte longitudinal da semente de grão-de-bico 
(Cicer arietinum L.), orientado através da parte central do eixo embrionário e do 
hilo. Fonte: Os autores.

A

B
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Classificação das sementes para categorização da viabi-
lidade e vigor

O teste de tetrazólio consiste na avaliação de cada semente 
individualmente onde as mesmas são classificadas como 
viável ou não viável (MOORE; SMITH, 1956), estas in-
formações são anotadas na ficha de avaliação do teste de 
tetrazólio. As informações obtidas de cada semente podem 
ser classificadas em quatro classes, conforme detalhamento 
e ilustrações a seguir: 

Classe I (Sementes viáveis sem nenhuma lesão externa ou 
interna) as sementes dessa classe são consideradas viáveis e 
vigorosas, e inclui sementes com tecidos firmes, ausência 
de lesões, coloração uniforme (Figura 6A).

Classe II (Sementes viáveis com lesões externas superfi-
ciais) as sementes dessa classe são consideradas viáveis e 

vigorosas compostas por sementes de tecido firme de co-
loração quase inteiramente uniforme e com lesões superfi-
ciais externas (Figura 6B e 6C).	

Classe III (Sementes viáveis com lesões externas e internas 
menores que 50% do seu tecido de reserva e sem atingirem 
o cilindro central das sementes) as sementes dessa classe 
são consideradas viáveis, mas não vigorosas, possuem le-
sões no eixo embrionário e nas partes vitais, mas esses não 
afetam o cilindro central (Figura 6D e 6E).

Classe IV (Sementes não viáveis com lesões maiores que 
50% do tecido de reserva e com lesões no seu cilindro 
central) são sementes com danos que comprometem o de-
senvolvimento normal das plântulas considerando assim 
sementes inviáveis (Figura 6F, 6G, 6H e 6I).

Figura 6. Semente de grão-de-bico (Cicer arietinum L.), com coloração uniforme sem nenhum dano na parte externa e interna (A). Pequenos danos localizados na 
superfície externa dos cotilédones na região oposta ao eixo embrionário (B). Danos localizadas no eixo embrionário. Estas lesões são superficiais e não são observadas 
nos tecidos internos do eixo embrionário, após seccioná-los, conforme ilustrado (C). Danos localizados nos cotilédones, na região oposta ao eixo embrionário, cuja 
superfície interna dos cotilédones pode apresentar pequenas áreas mais escuras (D). Dano localizados na superfície do eixo embrionário que não se aprofunda além do 
córtex, ou seja, sem afetar o cilindro central (E). Dano forte sobre o eixo embrionário atingindo uma profundidade superior à metade da espessura do cilindro central 
(F). Extremidade da radícula apresentando coloração branco-leitosa (tecido morto) atingindo não só o córtex, mas também o cilindro central (G). Fratura da extremi-
dade da radícula, afetando não só o córtex, mas também o cilindro central (H) Eixo embrionário apresentando uma coloração vermelho carmim forte distribuída por 
toda a sua extensão incluindo cilindro central (I). Fonte: Os autores.
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Avaliação dos resultados de viabilidade e vigor

O preenchimento da ficha de avaliação do teste de tetrazó-
lio deve ser realizado de acordo com a sua classe de viabili-
dade adequada, em ficha específica (Figura 7). Aconselha-
-se utilizar a seguinte simbologia:

Após a avaliação de todas as sementes da amostra em que 
se está trabalhando, define-se a porcentagem de semen-
tes classificadas em cada classe. A viabilidade (potencial 
de germinação) e o vigor é calculada pelo somatório dos 
classificados, menos as sementes inclusas na classe 4.

Sem dano Com dano

FICHA DE TETRAZÓLIO

REPETIÇÃO 01

REPETIÇÃO 02

1.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

1.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

3.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

3.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

2.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

2.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

S.D**/ / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /   / / / / /   / / / / /   / / / / /   / / / / /   _______

S.D**/ / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /   / / / / /   / / / / /   / / / / /   / / / / /   _______

4.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

4.  / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    / / / / /    _______

Nº Amostra:

Nível de Vigor 1-3 ____________________

Nível de Vigor 1-3 ____________________

Potencial de Germinação _______________

Potencial de Germinação _______________

Data:
Nº Sementes Testadas: Analista:

Figura 7. Ficha para anotação dos resultados do teste de tetrazólio para sementes de grão-de-bico (Cicer arietinum L.). Fonte: Os autores.

Repetições Duras Vigor Potencial Germinativo
Média 01
Média 02
MÉDIA

*Repetições 03 e 04 no verso
S.D** Sementes Duras (sementes que não denotam absorção de água)
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Considerações Finais

O teste de tetrazólio se mostrou eficaz para análise da qua-
lidade fisiológica de sementes de grão-de-bico, tendo-se 
em vista sua praticidade e rapidez no processo de avalia-
ção. Mas por ser um teste de subjetividade e não ser reco-
nhecido como um teste oficial pelo o MAPA (Ministério 
de Agricultura Pecuária e Abastecimento), faz-se necessá-
rio o uso de testes complementares como o de germinação 
de sementes e emergência de plântulas para a garantia da 
efetividade de seus resultados.
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