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RESUMO: Objetivou-se revisar e propor o protocolo de viabilidade das sementes da Bertholletia excelsa pelo
teste de tetrazolio. Sementes oriundas de plantio comercial propagado por enxertia com 16 anos de idade
implantadas na Fazenda Iracema em Claudia, MT, foram destegumentadas e cortadas longitudinalmente, depois
foram hidratadas em dgua pot imersio direta (ID) e papel toalha Germitest® (PG) pot 24 e 48 h e embebidas
nas concentra¢oes de 0,1 e 0,5% do sal de tetrazdlio por 12 e 24 h no escuro a 30 °C. O delineamento
experimental foi completamente randomizado em fatorial 2 x 2 x 2 x 2 (forma de embebicdo x tempo em
embebicio x tempo em solucdo de tetrazélio x concentragio da solucdo de tetrazélio) com quatro repeticGes
de 8 sementes. O teste de tetrazolio foi eficiente para colorir e identificar as sementes vidveis e invidveis. A
avaliacdo da viabilidade das sementes da B. exvelsa destegumentadas e partidas ao meio foi melhor na condicio
de embebi¢io com imersao direta em dgua por 24 h e concentracio de 0,5% do sal tetrazélio por 24 h a 30 °C
e embebi¢do em papel toalha Germitest® por 24 h e concentra¢io de 0,5% do sal tetrazélio por 12 h a 30 °C.
Palavras-chave: Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl; potencial fisiol6gico; sementes florestais; recalcitrancia.

Viability of brazil nuts seeds by tetrazolium test

ABSTRACT: The objective was to review and propose the protocol of viability of Bertholletia excelsa seeds by
tetrazolium test. Seeds from the commercial planting propagated by grafting with 16-year-old implanted at
Fazenda Iracema in Cldudia, MT, were undegumented and cut longitudinally, then hydrated in water by direct
immersion (ID) and Germitest® paper towel (PG) for 24 and 48 h and soaked in concentrations of 0.1 and
0.5% of tetrazolium salt for 12 and 24 h in the dark at 30 © C. The experimental design was completely
randomized in a factorial design 2 x 2 x 2 x 2 (soaking form x soaking time x time in tetrazolium solution x
tetrazolium solution concentration) with four replications of 8 seeds. The tetrazolium test was efficient to color
and identify viable and unviable seeds. The evaluation of viability of detegumented and cut longitudinally B.
excelsa seeds was better in: direct soaking in water for 24 h and concentration of 0.5% of tetrazolium salt for 24
h at 30 ° C and soaking in Germitest® paper towels for 24 h and a concentration of 0.5% of the tetrazolium
salt for 12 h at 30 ° C.
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1. INTRODUCAO

Bertholletia  excelsa Humb. & Bonpl. conhecida por
castanheira-do-Brasil, =~ produz  sementes  oleaginosas
comestiveis de alto valor nutricional compostas com até 70%
de lipidios, 17% de proteinas, selénio, fibras, vitaminas Bl e
B2, riboflavina, niacina, tiamina (YANG, 2009), minerais
como nitrogénio, fésforo, calcio, magnésio, zinco, boro e
outros (BOUVIE et al, 2016). As améndoas, assim
chamadas, movimentam a economia nacional e internacional,
representando para varias comunidades extrativistas da
Floresta Amazonica Matogrossense 76,6% da renda familiar
(TONINI et al.,, 2017), a produtividade dos castanhais na
safra 2018 aumentou 46,3% cerca de 34.170 toneladas e o
valor da producio chegou a R$ 130,9 milhées um
crescimento de 35,4% (IBGE, 2018).

Além da importancia socioeconémica, a castanheira-do-
Brasil é uma espécie dominante de interagio mutua com os

organismos que vivem na floresta. Ainda assim, sofre
intensas  pressdes  antropogénicas e  naturais, que
comprometem a perpetuacio da espécie. As condigoes
ambientais, juvenilidade (TEIXEIRA et al, 2015) e a
disponibilidade de nutrientes via solo (COSTA et al., 2017)
podem influenciar na produtividade, biomassa e dispersio de
frutos e sementes, bem como, na qualidade fisiologica das
sementes.

As sementes apresentam comportamento recalcitrante,
sdo muito sensiveis a reducio da umidade (FIGUEIREDO
et al., 1990) e a longo perfodo de armazenamento em
ambiente laboratorial, o que compromete a qualidade
fisiolégica das sementes e a propagacio da espécie
(CAMARGO et al., 1997). Somado a recalcitrancia, as
sementes apresentam processo germinativo desuniforme e
lento de 6 a 18 meses (MULLER et al., 1980). Possivelmente,
um dos principais obstaculos ¢ a dificuldade de hidratacdo do
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embrido devido a grande quantidade de reservas (lipideos,
substincias hidrofébicas) e/ou por um balan¢o hormonal
interno que dificulta a regeneracdo da espécie (CAMARGO
et al,, 2000).

Classificar o potencial de viabilidade das sementes é
essencial para garantir o controle de qualidade, nesse sentido,
o teste de tetrazolio é o mais empregado para avaliar a
qualidade fisiolégica das sementes, classificando por meio
dos indices de viabilidade e de vigor as classes de qualidade
das sementes de um mesmo lote (FRANCA-NETO;
KRZYZANOWSKI, 2019). Além de ser um teste rapido que
pode substituir o teste padrdo de germinacéo.

O teste de tetrazolio identifica tecidos das sementes que
apresentam atividade respiratéria, a partir da reducio do sal
2,3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio pela atividade
das enzimas desidrogenases que catalisam  reagdes
respiratorias nas mitocondrias, durante a glicolise e ciclo do
acido citrico, sobretudo, malato desidrogenase (FRANCA-
NETO; KRZYZANOWSKI, 2019). A solugio de tetrazolio
penetra na semente reagindo com os fons de hidrogénio
liberados da respiracio celular, resultando na redugao do sal
a substincia vermelha, estivel, nao difusivel chamado
trifenilformazan ou formazan (ABBADE; TAKAKI, 2014).

Diversos estudos com espécies agricolas e horticolas
permitiram adequar procedimentos padrao de viabilidade de
sementes pelo teste de tetrazolio (FRANCA-NETO et al,,
1998; SILVA et al, 2013; REZENDE et al, 2015;
RODRIGUES et al, 2018; PARAISO et al., 2019) e entre
outros. Na area florestal, apesar dos trabalhos desenvolvidos
com espécies nativas Copaifera langsdorffii e  Schizolobium
parabyba  (FOGACA et al, 2011) Ceiba  speciosa
(LAZAROTTO et al., 2011), Ewnterolobium contortisiliguum
(NOGUEIRA et al.,, 2014), Tabebuia roseoalba (ABBADE,
TAKAKI, 2014), Jatropha curcas (SILVA et al, 2017),
Platymiscium floribundum, Lonchocarpus mueblbergianus e Acacia
pobphylla  MASULLO et al., 2017), Libidibia ferrea
(CARVALHO et al., 2017) e entre outros, ainda carece de
procedimentos adequados para sementes de outras espécies,
sobretudo, as recalcitrantes e de germinagéo lenta.

Determinar o protocolo de avaliagio da viabilidade das
sementes da B. exvelsa pelo teste de tetrazélio tem sido um
desafio na ciéncia desde o século passado quando Reis et al.
(1979), pretenderam localizar o embrido e mais tarde
Camargo et al. (1997), estabelecerem padrées de coloracio
para avaliar a viabilidade das sementes. Sendo assim, a
proposta desse estudo foi de revisar e propor o protocolo
para determinar a viabilidade das sementes da Bertholletia
excelsa através do teste de tetrazolio.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com sementes da Bertholetia excelsa,
safra 2016/2017 oriundas de plantio cometcial propagado
por enxertia com 16 anos de idade implantadas na Fazenda
Iracema em Claudia, MT, Brasil (11°36’ S 55°07” W, 339 m),
regiao da Amazonia Legal (Figura 1). Segundo a classificagdo
de Képpen, o clima da regido é o Aw (tropical quente umido)
com periodo chuvoso entre outubro a abril e o periodo seco
de maio a setembro. As precipitacGes pluviais anuais sio de
aproximadamente 1970 mm e as temperaturas médias
mensais variam entre 24 ¢ 27 °C (SOUZA et al., 2013).

A dispersao dos frutos pela planta mae ocorre entre
outubro a mar¢o nessa regido, produzindo em média 17

sementes por fruto, as mesmas apresenitam um tegumento
rigido e lignificado, uma barreira fisica para a entrada de agua
no embrido (BORELLA et al., 2017). Os 35 frutos colhidos
continham sementes com umidade média de 38,43%, apds
armazenamento por 30 dias em local protegido a temperatura
do ar média de 25,8 °C * 2 °C e umidade relativa do ar média
de 86% £ 5%, os frutos foram beneficiados com auxilio de
serra copo acoplada em furadeira e as sementes foram
destegumentadas com canivete.
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Figura 1. Localizacio do plantio comercial da B. excelsa no municipio
de Cldudia, MT.
Figure 1. Location of the commercial planting in the municipality
of Claudia, MT.

Determinou-se a umidade de 50 sementes (equivalente a
trés ouricos) mantidas em estufa a 105 °C + 3 °C até a
obtencao de massa constante, sendo cada semente uma
repeticdo e, calculou-se a porcentagem de dgua inicial a partir
da Equagio 1 recomendado pelas Regras de Analises de
Sementes (BRASIL, 2009).

u =240 100 1)
MF

em que: U - umidade (%); MI e MF - massa inicial e final (g).

As 512 sementes destinadas ao teste de viabilidade foram
pesadas antes e apds a embebicio, afim de obter a massa de
agua absorvida pelas sementes antes da aplicacio da solucio
de tetrazolio.

A viabilidade das sementes foi testada pelo teste de
tetrazélio, a partir da composicao de 16 tratamentos
(protocolos).  Inicialmente, foi realizado um corte
longitudinal entre os podlos de cada semente, conforme
recomendado por Reis et al. (1979) e Camargo et al. (1997),
para embebicio em 200 ml de agua destilada sob forma de
imersio direta (ID) e envolvidas em papel toalha -
Germitest® (PG) dentro de caixas de gerbox, acondicionadas
em camara de germina¢io BOD a temperatura de 30 °C sem
fotoperiodo, por 24 e 48 h, sendo renovada a agua a cada 24
h. Apés a hidratacdo, as sementes de cada tratamento foram
pesadas para determinar a umidade final e depois embebidas
em solucio incolor de 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de
tetrazélio, nas concentracées de 0,1 e 0,5%, por 12 e 24 h,
em ambiente escuro a temperatura de 30 °C (Tabela 1) e apds
a aplicacdo dos tratamentos as sementes foram lavadas em
agua corrente e mantidas em papel toalha umedecido até o
final das avaliacGes.
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Tabela 1. Tratamentos de viabilidade de sementes da B. excelsa pelo
teste de tetrazolio a 30 °C.

Table 1. Viability treatments of B. exvelsa seeds by tetrazolium test at
30 °C.

Tratamentos FE  TE (horas) TST (horas) CST (%)
1 1D 24 12 0,1
2 1D 24 12 0,5
3 1D 24 24 0,1
4 1D 24 24 0,5
5 1D 48 12 0,1
6 1D 48 12 0,5
7 1D 48 24 0,1
8 1D 48 24 0,5
9 PG 24 12 0,1

10 PG 24 12 0,5
11 PG 24 24 0,1
12 PG 24 24 0,5
13 PG 48 12 0,1
14 PG 48 12 0,5
15 PG 48 24 0,1
16 PG 48 24 0,5

FE: forma de embebicio; ID: imersdo direta; PG: papel toalha - Germitest®;
TE: tempo em embebicio; TST: tempo em solucio de tetrazdlio; CST:
concentracio da solucio de tetrazolio.

Os padrées colorimétricos das sementes foram obtidos
através do sistema CIELAB da Comissao Internacional de
Iluminacao (International Commission on Illumination ou
Comission Internationale de I’Eclairage) com o equipamento
Chroma Meter CR-400/410 calibrado com iluminante C (Y:
87,0; x: 0,3163; y: 0,3234), que fornece as variaveis
colorimétricas: L* - Luminosidade com escala de 0 (preto) a
100 (branco), a* - matizes do eixo vermelho (+a) a verde (-a)
e b* - matizes do eixo amarelo (+b) a azul (-b), ambos com
escala de +60 a -60, além das variaveis C — cromaticidade ou
saturacio com escala de 0 a 60 e h - angulo de tinta ou
tonalidade, ambos derivados dos wvalores de a* e b*
(CAMARGOS; GONCALEZ, 2001). As leituras
colorimétricas foram realizadas ao final do teste de
viabilidade, nas posi¢oes A e C - regido dos pélos proximal e
distal e B - regiao do embrido (Figura 2), sendo cinco
repeticOes (sementes) por tratamento.

Figura 2. Representacio das regides de leitura das varidveis
colorimétricas das sementes da B. excelsa, Claudia, MT.

Figure 2. Representation of the reading regions of the colorimetric
variables of B. excelsa seeds, Claudia, MT.

Para avaliar os tratamentos de viabilidade aplicados nas
sementes foram atribuidas escala numérica com base na
tonalidade da colora¢io vermelho carmim observada nas
sementes: 1<2<3<4 e notas com base no grau de penetragio:
1 (sem penetragao, visfvel apenas na regiao de corte — 10 a 20
% da semente); 2 (penetracio superficial — 20 a 40 % da
semente); 3 (penetragdo parcial — 40 a 60 % da semente) a
partir de um novo corte longitudinal nas outras /2 sementes
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(Figura 3). A atribuicdo de escalas para a tonalidade e notas
para o grau de penetragio da solucdo de tetrazdlio nas
sementes foi realizada a partir da descri¢do visual juntamente
com a classificacdo das sementes vidvelis.

1 2 . 3
Figura 3. Notas com base no grau de penetracdo da solucio de
tetrazélio nas sementes da B. excelsa, Claudia, MT.

Figure 3. Notes based on the degree of penetration of tetrazolium
solution in B. exvelsa seeds, Claudia, MT.

O delineamento  experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 2 (forma de
embebicio x tempo em embebi¢do x tempo em solucdo de
tetrazolio x concentracdo da soluc¢io de tetrazélio) com
quatro repeticoes de 8 sementes cada. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade por Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Levene. Posteriormente a
analise de variancia e, quando significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5,0% de
probabilidade.

3. RESULTADOS

Houve distribui¢ao normal dos valores de umidade inicial
e apds embebicdo das sementes da B. excelsa. A umidade
inicial apés armazenamento 24,47% £ 588% e apds a
embebicdo por imersido direta e em papel toalha Germitest®,
ambas por 24 e 48 h, ndo apresentaram diferenca (p > 0,05),
independentemente da forma e do tempo em embebicio,
atingindo umidade média de 29,07% £ 1,35% com
incremento médio de 4,60% de umidade (Tabela 2).

Tabela 2. Umidade das sementes da B. excelsa submetidas a
diferentes formas e tempos em embebicio a 30 °C.

Table 2. Humidity of B. exvelsa seeds submitted to different forms
and times in soaking at 30 °C.

Embebicio Média + DP (%) CV (%)
ID 24h 28,01 + 0,43 1,48
ID 48h 2911 + 2,18+ 7,49
PG 24h 28,75 + 0,89+ 3,11
PG 48h 2951 + 1,27 431

29,07 + 1,35 4,66

ID: imersio direta; PG: papel toalha Germitest®; DP: desvio padrio; CV:
coeficiente de variacio; *Nao significativo pelo teste de Scott-Knott, p >
0,05.

Independentemente dos tratamentos, nio houveram
diferencas das variaveis colorimétricas (p > 0,05) entre as
regides dos polos proximal e distal (A e C) e na regiao do
embrido (B). Dessa forma, avaliou-se no agrupamento das
leituras das varidveis colorimétricas medidas nas diferentes
posicées das sementes, possiveis diferencas entre os
tratamentos aplicados, de modo que, foi evidenciado forte
influéncia destes na obtenc¢do da luminosidade, tonalidade e
saturagao da cor vermelho carmim nas sementes submetidas
ao teste de tetrazolio (Figura 4).

Os valores de luminosidade (IL¥) das sementes apds o
teste de tetrazélio variaram entre 26,11 (T8) a 41,19 (T9),
indicando baixa luminosidade, com diferencas dos
tratamentos T2, T4 e T14 em relacio ao T8 (Tabela 3).
Enquanto que, os valores de pigmentacido a* e b* indicaram
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colora¢io vermelho e amarela, variando entre 21,92 2 39,16 ¢
7,45 a 19,42, nesta ordem. Observou-se que sementes dos
tratamentos 1, 2, 5, 7 e 14 apresentaram cor vermelho mais
clara que o T8 (Tabela 3).

1D 0,1% ID 0,5% PG 0,1% PG 0,5%

Figura 4. Padrao de coloragio vermelho carmim nas sementes da B.
excelsa submetidas ao teste de tetrazélio, Claudia, MT.

Figure 4. Carmine red staining pattern of B. exvelsa seeds submitted
to the tetrazolium test, Claudia, MT.

Os valores de tonalidade (h*) foram baixos, com angulo
de tinta entre 16,58 (T8) e 26,35° (I7), ji os valores de
saturacao (C) da cor foram entre 23,14 (T8) e 43,07 (T'14),
representando a cor vermelho mais intensa e vivaz. Para
ambas variaveis foi verificada que as sementes dos T2 e T14
apresentaram cor vermelho mais clara e vivida que as
sementes do T8 que obteve tom mais escuro (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios das variaveis colorimétricas das sementes
da B. excelsa submetidas a diferentes tratamentos pelo teste de
tetrazolio.

Table 3. Mean values of colotrimetric variables of B. excelsa seeds
submitted to different treatments by tetrazolium test at 30 °C.

Trat. L* a* b* h* C
1 3467¢c 37,89a 1685b 2413 b 40,56 a
2 41,192  38,07a 17,84a 2498 a 42,05 a
3 2930e  3047c 11,74d 20,79 c 3274 c
4 3847b  3642a 1642b 2412 b 39,99 a
5 3451c  3809a 16,54b 23,05 b 41,63 a
6 3451c  3472b 1394 c 21,50 c 3745b
7 31,27d  39,16a 1590b 21,65¢ 42352
8 26,11 f 21,92d 745 f 16,58 d 23,14d
9 31,95d  3398b  1427c 2243 b 37,30 b
10 30,60d 33,46b  1355c 21,60 c 36,31 b
11 2795f 29,71 c 10,59 e 19,52 ¢ 31,58 ¢
12 29,77e¢  3147c 11,62d 20,11 ¢ 33,58 c
13 31,94d 36,642 16,11b 2324 b 40,14 a
14 3712c  3832a 1942a 26,352 43,07 a
15 2944e  3424b  13,00c 20,68 c 36,78 b
16 2928e 3250c 1280c¢ 19,76 ¢ 3524 b

Média 32,38 34,19 14,25 21,91 37,12

CV (%) 12,38 11,22 21,11 12,36 12,39

L*: luminosidade, a* ¢ b*: coordenadas cromaticas, C*: cromaticidade e h*
angulo de tinta. CV: coeficiente de varia¢do. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott, p > 0,05.

A forma de embebicio e a concentracao da solucio de
tetrazélio influenciaram na tonalidade da cor vermelho
carmim nas sementes, sobretudo, o aumento da
concentragao do sal tetrazolio para 0,5% em imersao direta e
em papel toalha Germitest® (Figura 5).

A penetragdo da solucdo de tetrazolio nas sementes nao
foi uniforme, independentemente do tratamento, grande
parte das sementes 71,48% néo apresentaram penetragio, ou
seja, visivel apenas na regido de ruptura dos tecidos das
sementes, 21,69% penetragido superficial e 6,84% penetragio

parcial (Tabela 4). Quando analisado os tratamentos
individualmente para cada grau de penetragio, foi observado
diferenca da forma de embebicio em papel toalha
Germitest® com aumento do percentual de sementes sem
penetracio e por imersdo direta com aumento do percentual
das sementes com penetracio superficial da solugido
tetrazélio (Figura 6A).

Escala de tonalidade

1D 0,1%
Forma de embebigdo ¢ concentragio da solugdo

1D 0,5% PG 0,1% PG 0,5%

Figura 5. Escala de tonalidade das sementes da B. excelsa submetidas
ao teste de tetrazolio, Sinop-MT. Médias comparadas entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5,0% de probabilidade.

Figure 5. Tone scale of B. exvelsa seeds submitted to the tetrazolium
test, Sinop-MT. Means compared to each other by Scott-Knott test
at 5.0% probability.

Os tempos em solugao de 12 e 24 h na concentragao de
0,1% da solucdo de tetrazolio influenciaram para o aumento
do percentual de sementes sem penetracio em torno de
84,00%, o mesmo comportamento foi observado para os
tempos em embebicdo de 24 e 48 h na concentracio de 0,1%
da solugdo com 75,78 e 92,19% das sementes (Figura 6B e
C). Enquanto que, o aumento do tempo em embebicio para
48h na concentragao de 0,5% da solucdo permitiu aumento
significativo de 32,81% de sementes com penetracio
superficial (Figura 6D). Reis et al. (1979), relataram que os
tempos de 10 a 20 min em solugdo de tetrazélio a 0,5% sob
temperatura de 45 °C permitiram melhor contraste de
colorac¢do no interior das sementes, sendo possivel localizar
na regido central o embrido da semente.

Fogaga et al. (2011), padronizaram o protocolo do teste
de tetrazélio das espécies florestais Copaifera langsdorffii e
Schizolobium  parabyba, recomendando utilizar sementes
tegumentadas com escarificagdo mecanica embebidas em
papel filtro, sendo para C. langsdorffii 24 h de embebicao e
tempo em solucdo de 4 h a 0,2% da concentracio do sal,
enquanto que para S. parahyba 48 h de embebicio e tempo
de solucao de 4 h a 0,1% da concentracio do sal, ambas 2
temperatura de 35 °C no escuro. Para avaliar a qualidade
fisiolégica de sementes de girassol pelo teste de tetrazolio
Silva et al. (2013), constataram que a imersao direta em
agua por 16 h a 25 °C combinada com o tempo de solug¢io
de tetrazolio de 3 h a 30 °C na concentracio de 0,1% foi
eficiente para colorir e classificar a viabilidade e vigor dessas
sementes.

Os tratamentos 4 (ID 24h 24h 0,5%), 8 (ID 48h 24h
0,5%) e 10 (PG 24h 12h 0,5%) permitiram maior percentual
de sementes 21,88% com penetragao parcial (Figura 6E e
Figura 7). Contudo, em nenhum dos tratamentos foi
evidenciada penetracdo total nas sementes pela solu¢do de
tetrazolio.
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Tabela 4. Grau de penetracio da solugdo de tetrazélio nas sementes da B. excelsa submetidas a diferentes tratamentos a 30 °C.

Table 4. Degree of penetration of tetrazolium solution in B. excelsa seeds submitted to different treatments at 30 °C.

Grau de penetragio

Tratamentos
1 2 3
1 68,75 b 21,88 a 9,38 b
2 65,50 b 25,00 a 12,50 b
3 71,88 b 28,13 a 0,00 ¢
4 40,63 c 37,50 a 21,88 a
5 90,63 a 9,38 b 0,00 ¢
6 56,25 b 40,63 a 313 ¢
7 84,38 a 15,63 b 0,00 c
8 46,88 c 31,252 21,88 a
9 78,13 a 18,75 b 3,13 ¢
10 65,50 b 15,63 b 21,88 a
1 84,38 a 15,63 b 0,00 c
12 65,63 b 21,88 a 125b
13 96,88 a 313b 0,00 ¢
14 75,00 a 25,00 a 0,00 ¢
15 96,88 a 313b 0,00 c
16 65,50 b 3438 a 313 ¢
Média (%) 71,48 21,69 6,84
Coeficiente de variagio (%) 16,65 52,80 121,67

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott, p > 0,05.

A. B. C:
1004 100+ 100 4
904 90 90

804 a 804 804

704
604
504
404

Sementes (%)
Sementes (%)

304
204
104

1 2 3 1
D. Grau de penetragio E. Grau de penetragio 1

404

204

W
&
L

Sementes (%)
N

B

:

Sementes (%)

s
T

XA

2 3
Grau de penctragio 2 Grau de penetragdo 3

1
Grau de penetragdo 1

[ finersio Direta
[ ITST 120 CST 0,1% TST 12h CST 0,5%
TST 24h CST 0,1%
[CJTE24hCST 0,1%
I 11 48h CST 0,1%
[0 24h 240 0,1%

1 48h 24h 0,1%

[E59PG 24h 12h0,1%

PG 24h 24h 0,1%

L

[ Papel Germitest™

[ TST 24h CST 0,5%
TE 24h CST 0,5%
I 17 48h CST 0,5%
[ 1D 24h 24h 0,5%
[ 1) 48h 24h 0,5%
PG 241 12h0,5%
I PG 24h 24h 0,5%

Figura 6. A - grau de penetragio da solucdo de tetrazélio nas sementes da B. excelsa quanto a forma de embebi¢ao; B, C e D - grau de
penetragiao 1 e 2 nos tempos em embebiciao (TE) e em solugdo (TST) e na concentragao (CST) da solucdo de tetrazdlio; E — grau de
penetragiao 3 quanto a forma e tempo em embebicao, tempo e concentragao da solugio de tetrazolio. Médias comparadas entre si pelo teste

de Scott-Knott a 5,0% de probabilidade.

Figure 6. A- degree of penetration of tetrazolium solution in B. excelsa seeds as to the imbibition form; B, C and D - degree of penetration
1 and 2 in the soaking (TE) and solution (TST) times and the tetrazolium solution concentration (CST); E - degree of penetration 3 as to
the form and time in imbibition, time and concentration of the tetrazolium solution. Means compared to each other by Scott-Knott test at

5.0% probability.

T8
T10

T4

Figura 7. Representagio da coloragio das sementes da B. exvelia submetidas ao teste de tetrazdlio, Sinop-MT. Fonte:

https://www.nixsensor.com/ free-color-converter/
Figure 7. Representation of staining of B. excelsa seeds submitted to the
https:/ /www.nixsensor.com/ free-color-converter/
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4. DISCUSSAO

Vale ressaltar que nao foi realizado o teste de germinagao
das sementes da B. excvelsa, e que o propésito deste estudo foi
de revisar o protocolo de viabilidade de sementes pelo teste
de tetrazdlio para essa espécie. Dessa forma, diante dos
resultados apresentados, os diferentes tratamentos propostos
atenderam os critérios (BRASIL, 2009) para o teste de
tetrazélio, por permitirem a coloragdo vermelho carmim e
penetragdo da solugdo de tetrazolio nas sementes, como
indicativo da viabilidade das sementes da B. excelsa mesmo
com baixo grau de umidade.

A determinacio da viabilidade de sementes florestais pelo
teste de tetrazolio é confiavel, de facil interpretacdo e permite
obter resultados rapidos (MASULLO et al., 2017), caso
contrario, atestar a viabilidade de sementes por meio do
processo germinativo pode levar tempo, uma vez que,
existem espécies de germinacio lenta e desuniforme como é
o caso da B. excelsa (MULLER et al, 1980), o que
possivelmente tornaria inviavel economicamente testar sua
viabilidade através da germinacio.

A hidratacdo das sementes antes da aplicacdo do teste de
tetrazélio é fundamental para penetracdo da solucio de
tetrazblio, além da uniformidade da umidade das sementes
ap6s embebicdo para interpretacio correta do teste de
tetrazolio durante a classificacio da viabilidade das sementes.
O teste de tetrazolio distingui tecidos vivos das sementes, a
partir da reducido do sal 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de
tetrazélio que reage com os fons de hidrogénio liberados da
respiracio celular, resultando a substancia vermelha, estavel,
nao difusivel chamado trifenilformazan colorindo assim, os
tecidos vivos diferindo-os de tecidos mortos das sementes
que mantém a cor original (ABBADE; TAKAKI, 2014).

Ambas as formas de embebicio em imersio direta e
umedecimento lento no papel Germitest® nio influenciam na
integridade das sementes e permitiram um aumento uniforme
do conteddo de 4agua das mesmas, sendo aplicavel ambos os
métodos para testes de viabilidade das sementes da B. excelsa.
Contudo, a embebicio em imersdo direta em agua pode
causar danos em sementes de determinadas espécies
(BRASIL, 2009).

Os tratamentos considerados mais adequados foram 4
(ID 24 h 24 h 0,5%), 8 ID 48 h 24 h 0,5%), ¢ 10 (PG 24 h
12 h 0,5%), devido ao maior percentual de sementes com
penetracio parcial (nota 3), que confere maior confiabilidade
para a classificacdo de sementes vidveis e inviaveis. Além do
fato da colora¢do (vermelho fraco normal) e tonalidade das
sementes pela solugdo de tetrazélio ter indicado sementes
com potencial fisiolégico com a consisténcia dos tecidos
targidos e em atividade fisiolégica, devido a coloracdo
(FRANCA-NETO etal., 2019).

Foi observado em apenas 2, 3 e 5 sementes dos T1, T2 ¢
T9, respectivamente, a tegiado do embrido com a cor
vermelho carmim escura e apds o corte da %2 semente foi
verificado embrido com aspecto branco leitoso, o que
caracteriza sementes inviaveis (BRASIL, 2009) pelo teste de
tetrazélio (Figura 8). Camargo et al. (1997), afirmam que a
deterioragdo das sementes da B. excelsa inicia-se pelo embrido
e expande-se para as regides periféricas, fato evidenciado
neste estudo. Os mesmos autores telataram que a
deterioracdo e perda de viabilidade dessas sementes estio
relacionados a reducdo do grau de umidade durante o perfodo
de armazenamento.

Figura 8. Sementes da B. excelsa consideradas inviaveis pelo teste de
tetrazoélio, Clidudia, MT.

Figure 8. B. excelsa seeds considered inviable by tetrazolium test,
Claudia, MT.

Jose et al. (2018) relatam que o tempo, ambiente e o tipo
de embalagem para armazenamento, influenciam nas taxas de
perda de agua das sementes de Jatropha curcas oleaginosa e
ortodoxa. Segundo Barbedo (2018) sementes ortodoxas
podem sobreviver com um teor minimo de 4agua por um
determinado tempo, enquanto que, sementes recalcitrantes
sdo sensiveis a dessecacio e com baixa possibilidade de
armazenamento por longo periodo de tempo.

Em sementes sob condi¢Ges de dessecacio, pode ocorrer
o aumento na producio de espécies reativas de oxigénio ou
diminuir a eficiéncia das atividades antioxidativas induzindo
a processos oxidativos degradantes, mudanga em atividades
da peroxidagio lipidica e danos no sistema de membranas
influenciando na qualidade fisiol6gica, bem como, na
viabilidade das sementes (PAMMENTER; BERJAK, 2014).
Os autores ainda afirmam que, sementes recalcitrantes
apresentam grande variabilidade na quantidade de perda de
agua que pode ser tolerada, bem como a taxa de secagem.
Figueirédo et al. (1990) avaliaram a germinagao de sementes
da B. exvelsa com umidades diferentes e afirmaram que as
mesmas nao devem ser secadas a niveis inferior a 14%,
quando o objetivo é a producdo de mudas.

A qualidade fisiol6gica de semente também estd associada
a maturidade fisiolégica (SILVA et al,, 2017). Muller et al.
(1980) explicam que pode ocorrer a dispersao de frutos
prematuros da B. excelsa, fato que pode estar relacionado ao
balan¢o hormonal, em complemento Camargo et al. (2000)
afirmam que as sementes da B. excelsa ndo apresentam tecidos
em diferenciacio avancada no momento da maturagio e
dispersdo da semente, como os que formam a plumula,
radicula e cotilédones que sdo comuns em sementes. Barbedo
(2018) relata a incrivel estratégia de algumas espécies em
alongar e antecipar seu ciclo de maturacio, dependendo das
condi¢bes ambientais a dispersdo das sementes pode ocorrer
em perfodos anteriores a maturagdo, produzindo sementes
com diferentes graus de recalcitrancia. Algumas das possiveis
razoes de dificil avaliagio da qualidade fisiolégica e
germinag¢do dessas sementes.

A concentracio da solugido de tetrazdlio a 0,5% foi
eficiente em destacar os tecidos, independentemente da
forma de embebicio. Estudos de viabilidade de sementes da
B. exvelsa pelo teste de tetrazélio também identificaram a
concentragao de 0,5% como adequada para coloracio dos
tecidos vivos e classificacio da viabilidade dessas sementes
(REIS et al., 1979; CAMARGO et al,, 1997), bem como para
Ceiba speciosa (LAZAROTTO et al., 2011), Platymiscinm
Sfloribundum e Acacia polyphylla (MASULLO et al., 2017).
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A temperatura de hidratacdo e de embebicio em solugao
de tetrazoélio pode ter influenciado na penetragao da solugido
nas sementes. Sabe-se que o fluxo de agua para dentro da
semente na fase I do padrio trifasico da germinacdo ocorre
por diferenca de potencial matricial com o ambiente, esse
processo € puramente fisico, quando em conjunto com o
aumento da temperatura do ar, contribui para aumentar a
viscosidade da 4agua e, consequentemente, aumenta a
velocidade de absorcio da agua pela semente (CARVALHO
et al,, 2017).

A composicio lipidica da semente dificulta a entrada de
agua. Assim, os tempos de embebicio e de solugio podem
ter sido influenciados pela composicio lipidica das sementes
para penetracdo completa da solugdo. Aumentar o tempo de
embebicio seria uma alternativa para verificar se a falta da
penetragio da solugao de tetrazolio é devido a lenta absor¢io
ou se ¢ um indicativo de dano na semente.

Assim, recomenda-se para novos estudos aumentar a
temperatura ¢/ou o tempo de embebicdo, além de testar a
viabilidade das sementes de B. exvelsa de diferentes origens,
como a nativa e a enxertada. Avaliar também o tempo e local
de armazenamento, além do grau de umidade no momento
da colheita das sementes, ja que sdo sementes recalcitrantes
com rapida perda de umidade tornando-se vulneraveis a
deteriora¢do durante a armazenagem.

De modo geral, revisar e estabelecer um protocolo para
viabilizar o teste de tetrazélio sem a necessidade de
acompanhamento do teste de germinac¢do para determinar a
qualidade fisiologica das sementes da B. exvelsa é essencial
para a obtencdo de resultados rapidos e acurado, na
perspectiva de oportunizar a propagagiao da espécie tanto
para fins comerciais na inser¢do em sistemas produtivos e
extracio de frutos e sementes, quanto ambientais na
recomposi¢do em areas de vegetagdo nativa e manuten¢ao do
ecossistema.

5. CONCLUSOES

O teste de tetrazolio ¢ eficiente para avaliar a viabilidade
das sementes da Bertholletia excelsa substituindo o teste de
germinagao.

A viabilidade das sementes da Bertholletia excelsa pode ser
aferida com sementes destegumentadas e partidas ao meio
em: embebi¢io em imersdo direta em agua por 24 h e
concentragdo de 0,5% do sal tetrazolio por 24 h a 30 °C e
também por embebi¢io em papel toalha Germitest® por 24
h e concentracio de 0,5% do sal tetrazélio por 12 h a 30 °C.
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