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Resumo

O trabalho objetivou adequar o teste de tetrazolio para sementes de grao-de-
bico. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2
(trés periodos de embebicao e duas concentragdes da solugdo de tetrazolio), com quatro
repeti¢des. Foram utilizados dois lotes de sementes (1-Janauba e 2-Januaria). A
qualidade fisiologica das sementes foi avaliada pelos testes de germinacdo e de
tetrazo6lio. Foram determinadas quatro classes de vigor das sementes A germinagdo das
sementes de Januaria foi superior & de Janatuba. O lote 2 apresentou valores de massa
seca e de plantulas normais superiores aos do lote 1. Nao houve diferencas estatisticas
para massa seca e umidade de semente dos dois lotes. No teste do tetrazdlio, ndo houve
diferenga entre os lotes quanto as classes de vigor. A embebi¢do das sementes a 41 °C/6
h, resultou em menor porcentagem de sementes vigorosas/viaveis em comparacao a 41
°C/4 h e 30 °C/18 h, indicando danos as sementes. As concentragdes de tetrazélio ndo
tiveram influéncia nas classes de vigor e viabilidade de ambos os lotes. No lote 1, houve
interagdo significativa para classes 2 e 4 e temperatura/tempo de embebicdo. A
temperatura e o tempo de embebicdo de 41 °C/6 h e 30 °C/18 h apresentaram menor e
maior percentuais nas classes 2 e 4, respectivamente. No lote 2 houve interagdo
significativa apenas para a classe 4. A temperatura e tempo de embebicao de 41 °C/6 h
apresentaram maior percentual de sementes na classe 4. Conclui-se que o teste de
tetrazolio foi eficiente para a determinacdo do vigor e da viabilidade das sementes; a
concentragdo de 0,075% ¢ indicada, pois utiliza menor quantidade de sal de tetrazolio; a
combinagdo de 41 °C/6h ¢ indicada devido a rapidez e a influéncia positiva no
percentual de sementes vidveis e vigorosas (classes 1 e 2).

Palavras-chave: Cicer arietinum, germinagao, vigor, viabilidade de sementes.

Abstract

Adequacy of the tetrazolium test for concentration, temperature and
imbibition time, and their influence on the physiological quality of chickpea seeds.

The aim of this study was to adjust the tetrazolium test for chickpea seeds. Three
imbibition times and two concentrations of the tetrazolium solution were used in the
completely randomized design, in a 3x2 factorial scheme, with four replications. Two
seed lots (1-Janauba and 2-Januaria) were used. Germination of the Januaria seeds was
superior to that of Janatba. Lot 2 presented values of dry mass and normal seedlings
higher than those of lot 1. There were no statistical differences for dry mass and seed
moisture of the two lots. In the tetrazolium test, there was no difference between batches
regarding vigor classes. Seed imbibition at 41 °C /6 h resulted in a lower percentage of
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vigorous / viable seeds compared to 41 °C/4 h and 30 °C /18 h, indicating seed damage.
Tetrazolium concentrations did not influence the vigor and viability classes of both lots.
In lot 1, there was significant interaction for classes 2 and 4 and temperature /imbibition
time. The temperature and the imbibition time of 41 °C/6 h and 30 °C/18 h presented
lower and higher percentages in classes 2 and 4, respectively. In lot 2, there was
significant interaction only for class 4. The temperature and imbibition time of 41 °C/6
h presented a higher percentage of seeds in class 4. It was concluded that the tetrazolium
test was efficient for determination of vigor and of seed viability; the concentration of
0.075% is indicated because it uses less amount of tetrazolium salt; the combination of
41 °C/6h is indicated because of the rapidity and positive influence on the percentage of
viable and vigorous seeds (classes 1 and 2).

Keywords: Cicer arietinum; germination, seed vigor, seed viability.

Introduciao

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é considerado mundialmente uma das mais
importantes leguminosas de graos alimentares (Nascimento, 2016). Seu cultivo ocorre
em diversas partes do mundo e em determinadas regides apresenta grande importancia
econdmica e social. E caracterizada por apresentar um bom valor nutritivo e pode ser
utilizada na alimentacdo humana, na medicina e na industria.

O grao-de-bico tem demonstrado uma excelente adaptacdo aos solos do cerrado
brasileiro (Artiaga et al., 2015). Vérios estudos foram realizados em diferentes épocas e
regides na tentativa de encontrar as melhores condigdes de cultivo. Informagdes sobre
produtividade, melhor época de plantio, tipo de solo, irrigacdo e cultivar, hd muito
tempo vem sendo trabalhadas. Faz-se necessario um estudo bem aprofundado de outros
fatores, como por exemplo, melhorias nos processos de producdo de sementes.

Alta producdo de sementes influencia na disponibilizagdo das sementes aos
produtores, visto que existe uma caréncia de sementes de grao-de-bico no Brasil. A
qualidade ¢ um fator determinante no processo de estabelecimento das lavouras, sendo
essencial que as sementes apresentem elevada qualidade fisica, fisioldgica, genética e
sanitaria.

Muitos testes sdo utilizados para avaliar a qualidade fisica e fisiologica das
sementes no Brasil. O teste de germinacdo ¢ um dos mais utilizados devido determinar o
valor das sementes destinadas a semeadura, ser de facil reproducdo e também por
permitir a comparagao entre lotes (Marcos Filho; 2005).

Nao ha metodologia prescrita nas Regras para Analise de Sementes (RAS)
recomendando o uso do teste de tetrazolio em sementes de grao-de-bico. Esse teste
apresenta como vantagens a agilidade e, a andlise detalhada do vigor e da viabilidade
das sementes. Nas andlises ¢ possivel identificar os tipos de danos ocasionados na
semente responsaveis pela perda do vigor e da viabilidade. As partes que ndo sdo
coradas, geralmente brancas, representam os tecidos mortos das sementes. De forma
geral, ¢ possivel diagnosticar a presenca, a localiza¢do e a natureza dos distarbios que
podem ocorrer nos tecidos da semente (Franga Neto, 1998; Marcos Filho, 2005).

Na realiza¢do do teste de tetrazolio, ¢ necessario definir as condigdes de pré-
condicionamento das sementes como temperatura e tempo de embebicdo. Esse processo
consiste em hidratar a semente com a finalidade de promover a atividade metabdlica e
respiratoria da semente preparando a mesma para o teste. Isso permite uma maior
difusdo da solu¢do de tetrazolio e definicdo da coloracdo. Outros parametros que
também devem ser definidos sdo a concentragdo da solugdo de cloreto 2,3,5-trifenil
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cloreto de tetrazolio, a temperatura e o tempo de exposi¢cdo das sementes ao processo de
coloragdo. E importante ressaltar que todos esses fatores sio estabelecidos em fungdo da
espécie estudada.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de adequar o teste de
tetrazolio para sementes de grao-de-bico visando a avaliagdo de periodo e temperatura
de pré-condicionamento das sementes, além de concentragdo das solugdes de tetrazolio.
Com isso, propor uma separagdo em classes quanto a viabilidade e vigor das sementes e
também buscar reducdo no tempo de execucdo do teste e na concentragdo da solucdo de
tetrazolio.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (LAS-
ICA/UFMG). O delineamento estatistico empregado na avaliagdo da qualidade
fisioloégica das sementes foi o inteiramente casualizado (DIC) com 12 tratamentos e
quatro repetigdes em esquema fatorial 2x3x2, sendo lotes, tempo de embebicdo e
concentragdo da solucdo do sal de tetrazolio, respectivamente. Foram utilizados dois
lotes de sementes oriundos de campos experimentais. O lote 1 foi obtido em Januaria
(lat. 15°29°S, long. 44°22°W, classifica¢do climatica Koppen: Aw, altitude: 434 m). O
lote 2 foi oriundo de Janauba (lat. 15°48’S, long. 43°18’W, classificacdo climatica
Koppen: Aw, altitude: 533 m).

As sementes de cada lote foram submetidas a trés periodos e temperaturas de
embebicdo: 4 h de embebicdo a 31 °C; 6 h de embebi¢do a 41 °C e 18 h de embebicdo a
30 °C. Posteriormente, as sementes foram embebidas em solugdo de 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio nas concentragoes de 0,1% e 0,075%. As definicdoes das
concentragdes de tetrazolio, dos periodos de tempo e das temperaturas de embebicdo
foram embasadas em recomendagdes para sementes de soja e de grao-de-bico sugeridas
pelas Regras para Analise de Sementes e pelo Manual of Seed Handling in Genebanks
(Rao et al., 2006; Brasil, 2009). As sementes permaneceram em soluc¢do de tetrazolio
durante 4 h a 30 °C. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, no programa estatistico R.

A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada pelos testes de germinacdo e
de tetrazdlio. O teste de germinacdo foi conduzido em cdmara BOD em temperatura
constante de 20 °C. O substrato empregado na realizagdo do teste foi o papel
Germitest® em sistema de rolo, sendo usadas quatro repeti¢cdes de 25 sementes cada.

As sementes foram distribuidas no substrato umedecido com agua destilada na
proporcao de 2,5 vezes o peso do papel. As avaliagdes foram realizadas diariamente
(protrusdo de radicula). No quinto e oitavo dia apdés a montagem do teste de
germinagao, foi realizada a contagem do niimero de plantulas normais. Consideram-se
como normais as plantulas com estruturas essenciais completas, bem desenvolvidas,
proporcionais e sadias. Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes
germinadas Brasil (2009).

Para a determinacdo de massa de matéria seca de plantulas e sementes, foi
utilizado o método da estufa a 65 °C, durante 72 horas, para o grau de umidade das
sementes foi utilizado o método da estufa a 105 » 3 °C, durante 24 horas. Os dados de
massa de matéria seca de sementes foram convertidos para porcentagem.

No teste de tetrazolio, foram avaliadas 25 sementes em cada repeticdo, de forma
individual, sendo feito um seccionamento longitudinal na semente separando os
cotilédones. Foram observadas as partes externa e interna da semente, verificando-se a
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ocorréncia de danos nos cotilédones e no eixo embriondrio. Também foi verificada a
profundidade e a extensdo de cada dano. Em seguida, foi realizado o agrupamento das
sementes em grupos de sementes viaveis e vigorosas, vidveis € ndo vigorosas € nao
viaveis, sendo esse processo baseado nos danos observados nas estruturas das sementes.
Para definicdo de classes de vigor de acordo com o teste de tetrazdlio foi utilizada a
proposta de Paraiso (2016), sendo classe 1 as sementes vidveis e vigorosas; classe 2 as
sementes vidveis e vigorosas; classe 3 as sementes vidveis e ndo vigorosas; e classe 4 as
sementes ndo viaveis.

Paraiso (2016) propOs essa classificacdo para facilitar a determinacdo de
viabilidade e vigor das sementes. A classe 1 foi formada por sementes de tecidos firmes
apresentando uma coloragdo uniforme ao longo de toda a extensdo do embrido e com
auséncia de danos. A classe 2 foi composta por sementes de tecidos geralmente firmes
de coloracdo quase toda uniforme, mas com presenca de danos, mas sdo consideradas
viaveis e vigorosas. Os danos encontrados nessa classe estdo longe do eixo embrionario
e das areas vitais da semente. A classe 3 agrupou sementes com presen¢a de danos no
eixo embrionario ou nas dreas vitais das sementes. Na classe também foi possivel
observar sementes apresentando grandes extensdes de tecidos mortos e varios tipos de
danos atuando simultaneamente. Entretanto, as sementes pertencentes a essa classe
ainda foram consideradas vidveis, porém de ndo vigorosas. A classe 4 foi caracterizada
por sementes com presenca de danos que comprometem o desenvolvimento normal da
plantula, ou seja, sementes inviaveis.

Resultados e Discussao

No teste de germinacdo, as sementes do lote 2 apresentaram média
estatisticamente superior ao percentual de germinacdo do lote 1. Houve diferenca
estatistica no numero de plantulas normais, sendo que sementes do lote 2 tiveram maior
média de plantulas normais do que as do lote 1. Em relacdo a massa de matéria seca de
plantulas, as médias das plantulas do lote 2 foram superiores do que as do lote 1. As
médias de massa de matéria seca e de teor de umidade de semente dos dois lotes ndo
apresentaram diferenga estatistica (quadro 1).

A partir do teste de germinagdo ¢ possivel afirmar que as sementes do lote de
Januaria (lote 2) possuem viabilidade maior que as sementes do lote de Janauba (lote 1).
As sementes foram armazenadas nas mesmas condi¢cdes e pelo mesmo periodo de
tempo. As diferengas encontradas no teste de germinagdo ente os lotes podem ser
explicados ndo somente pelo fato do cultivo em diferentes localidades, mas também
pelo fato de que o campo experimental onde as sementes do lote de Janatba foram
cultivadas enfrentou adversidades climaticas e fitossanitarias.

Os resultados de porcentagem de germinagdo, niimero de plantulas normais e
massa de matéria seca de plantulas normais do lote 2 mostra que as sementes desse lote
sd0 mais vigorosas do que as do lote de Janauba.

No teste do tetrazolio, em relagdo a classificacdo de sementes vigorosas/viaveis
e viaveis, ndo houve diferenca estatistica entre os lotes. Quanto ao periodo e
temperatura de embebi¢do a combinagao 41 °C — 6 h diferiu das demais possibilitando a
identificacdo de sementes vigorosas/vidveis (quadro 2).

Os resultados do teste de tetrazolio indicaram que os dois lotes avaliados tém a
mesma viabilidade e vigor, resultado ndo confirmado pelo teste de germinagao. O teste
de tetrazolio indicou atividade metabolica nos tecidos das sementes, resultado nem
sempre corroborado pelo teste de germinagdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Lima et al., (2010) em sementes de pepino. Em relacdo as temperaturas
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e tempos de embebicdo, apenas para o tempo de 41 °C — 6 h houve diferenca estatistica
entre as classes (Vigorosas/Viaveis e Vidveis), para as demais temperaturas e tempos
ndo houve diferenca estatistica entre as médias. Estes resultados indicam que para
sementes de grao-de-bico a temperatura de 41 °C com tempos menores de embebicdo
(quatro ou seis horas) ¢ suficiente como padrao paro o teste de tetrazélio. Trabalho
realizado por Rao et al., (2006) recomenda o pré-condicionamento das sementes de
grao-de-bico em um tempo de 18 horas e que, posteriormente, as mesmas sejam
expostas numa solucdo de tetrazolio com concentragdo de 1,0% e a 30 °C num periodo
de 6 a 24 horas. Essa recomendacdo de 1,0% na concentracdo da solugdo de tetrazolio
nao corrobora com os resultados encontrados neste trabalho. As concentragdes de
tetrazolio ndo influenciaram significativamente nas classes de vigor e viabilidade nos
dois lotes (quadros 3 e 4). No lote 1, houve interagdo significativa para as classes (2 e 4)
e temperatura e tempo de embebigdo, sementes classificadas na classe 2 sdo sementes
consideradas vigorosas e viaveis enquanto que as sementes classificadas na classe 4 sdo
consideradas inviaveis. A temperatura e tempo de embebicdo de 41C - 6 h e 30 °C — 18
h apresentou menores percentuais de sementes na classe 2 e os maiores percentuais de
sementes na classe 4.

No lote 2, houve interagdo significativa apenas para a classe 4. A temperatura e
o tempo de embebi¢do de 41 °C — 6 h apresentou o maior percentual de sementes na
classe 4.

Conclusao

A temperatura de 41°C e tempos de embebicao de 4 e 6 horas, na concentragdo
de 0,075% do sal de tetrazdlio, apresentaram resultados satisfatorios para a adequagao
do teste para sementes de grdo de bico. Uma menor concentragdo, 0,075%, ¢ capaz de
tornar o teste de tetrazolio mais rapido e com menor custo, pois quando comparado com
a concentracao de 0,1%, ainda permite a visualizacdo do teste de forma bem clara.
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Quadro 1- Dados médios da porcentagem de germinagdo, nimero de plantulas normais,
massa de matéria seca de plantulas, massa de matéria seca de sementes e teor de
umidade de dois lotes de sementes de grao-de-bico.

Matéria seca Massa de

Germinacdo  Plantulas de plintulas matéria seca Te?r de
Lote . umidade
(%) normais (%) de sementes (%)
(%) ’
Janauba (lote 1 78,50 b 7,75 b 86,43 a 90,70™ 9,29™
Januéria (lote 2) 93,50 a 15,65a 84,39 b 90,09™ 9,90™

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Quadro 2 - Valores médios do teste de tetrazolio em funcao das classes de vigor e do
periodo e temperatura de embebicao de sementes de dois lotes de sementes de grao-de-
bico.

Lote Vigorosas/Viaveis Viaveis
Janauba (lote 1) 0,40 a 0,36 a
Januaria (lote 2) 0,42 a 0,33 a
Temperatgrfl ftempo Vigorosas/Vidveis Viaveis
de embebicdo

41°C-4h 0,47 a 0,33 a
41°C-6h 0,32b 0,34 a
30°C-18h 0,44 a 0,37 a

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Quadro 3 - Porcentagem de sementes de grao-de-bico (classes) em fungdo da
temperatura e periodo de embebicdo e da concentragdo de tetrazdlio. Lote 1, Janauba.

Classe (viabilidade e Temperatura e periodo de embebicao Conc. Tetra %
vigor de sementes) 41°C-4h 41°C-6h 30°C-8h 0,075 0,100

Cl 0,193 a 0,182 a 0,216 a 0,181a 0,213a

C2 0,294 a 0,208 b 0,233 b 0,252a 0,238a

C3 0,296 a 0,299 a 0,320 a 0,314a 0,295a

C4 0,203 b 0,289 a 0,216 b 0,232a 0,240a

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 4 - Porcentagem de sementes de grao-de-bico (classes) em funcdo da
temperatura e periodo de embebi¢do e da concentracdo de tetrazélio. Lote 2, Janudria.

Classes (viabilidade Temperatura e periodo de embebicao Conc. Tetra %

e vigor de sementes) 41°C—-4h 41°C-6h 30°C-8h 0,075 0,100
Cl 0,220 a 0,156 a 0,200 a 0,201a 0,183a
C2 0,256 a 0,242 a 0,247 a 0,263a 0,252a
C3 0,283 a 0,292 a 0,291 a 0,271a 0,307a
C4 0,230 ab 0,283 a 0,213 b 0,248a 0,237a

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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