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Teste de tetrazdlio em embrides de sementes
de dendezeiro

Test tetrazolium in oil palm seed embryos

RESUMO: O teste de tetrazolio (TZ) em dendezeiro pode ser uma ferramenta 1til para
verificar o vigor e viabilidade das sementes. O objetivo foi determinar procedimentos para
uso do TZ na andlise de vigor e viabilidade de embrides e da aplicagdo deste na avaliagdo
do potencial de germinagdo das sementes de dendezeiro. Foi realizado experimento
fatorial no delineamento inteiramente casualizado com combinacdo de trés temperaturas na
hidratacdo em agua (30, 35 ¢ 40 °C), trés temperaturas de exposi¢do em solucao de tetrazélio
(30, 35 ¢ 40 °C) e trés concentragdes do sal (0,075, 0,1 e 0,5%) e determinadas classes
de vigor e viabilidade dos embrides. Os dados foram submetidos a analise de varidncia
e teste de médias. Para avaliar a relag@o entre TZ e germinagdo das sementes, oito lotes
comerciais foram submetidos ao TZ e teste de germinacdo e os dados submetidos a analise
de correlagdo. Houve efeito significativo da temperatura na hidratagdo dos embrides em
agua e da interacdo entre as temperaturas na hidratagdo em agua e em solugao de tetrazolio.
Os melhores resultados foram obtidos com o pré-condicionamento dos embrides em agua
(overnight) a 35 °C e exposi¢do em solugdo de tetrazolio a 0,075% por quatro horas a
40 °C. Alta correlagdo (0,907) e valores proximos foram observados entre a viabilidade dos
embrides pelo TZ e a germinagao das sementes. O TZ nas condi¢des otimizadas ¢ eficiente
na andlise do vigor e viabilidade dos embrides e pode ser utilizado para avaliar o potencial
de germinacdo das sementes de dendezeiro.

ABSTRACT: The tetrazolium test (TZ) in seeds of oil palm can be a usefiil tool for diagnosing
the vigour and viability of these seeds. The objective was to determine procedures for use of
the tetrazolium test in the analysis of vigour and viability of oil palm seed embryos and the
application of this evaluating the potential of seed germination of il palm. The experiment
was conducted completely randomized with a combination of three temperatures in the
water hydration (30, 35 and 40 °C) three exposure temperatures in tetrazolium solution
(30, 35 and 40 °C) and three sal concentrations (0.075, 0.1 to 0.5%) and determination of
vigour classes and viability of the embryos. Data were submitted to analysis of variance
and mean test. To evaluate the relationship between the TZ and seed germination, eight
commercial lots were submitted to TZ and germination test data submitted to the correlation
analysis. There was a significant effect of temperature on hydration of embryos in water
and the interaction between the temperatures hydration in water and tetrazolium solution.
The best results were obtained with pre-conditioning of water (overnight) at 35 °C and
embryos exposure tetrazolium 0.075% solution for four hours at 40 °C. High correlation
(0.907) and values close were observed between the viability of embryos by TZ and seed
germination. TZ in optimized conditions is effective in analyzing the strength and viability
of embryos and can be used to evaluate the germination potential of seeds oil palm.
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1 Introducao

O teste de tetrazolio (TZ) tem como objetivos determinar
o vigor e viabilidade de sementes, individualmente ou em
lotes, particularmente, daquelas que apresentam dorméncia,
recalcitrancia e as que germinam lentamente em testes de rotina
(Brasil, 2009). O teste pode ser realizado antes da germinagao
para verifica¢do da qualidade das sementes e do potencial de
germinagdo ou apos, por exemplo, quando a germinagao foi
abaixo do esperado e ¢ necessario identificar se as sementes
ainda estdo viaveis. Também € possivel pelo TZ o diagnostico
das possiveis causas da reducdo da qualidade fisioldgica das
sementes, como danos mecanicos ou ocasionados por secagem,
armazenamento, ataque de insetos e deterioragao por umidade.

A eficiéncia do TZ em avaliar o vigor e a viabilidade das
sementes depende do desenvolvimento do método adaptado para
cada espécie, de modo a definir as condi¢des apropriadas para
a hidratacdo, o preparo, concentrag@o da solucdo de tetrazolio,
tempo e temperatura de condicionamento e avaliagdo adequada
da coloragdo das estruturas avaliadas (Delouche et al., 1976;
Oliveira et al., 2005; Pinto et al., 2008).

Aaplicagdo do TZ em palmeiras (Arecaceae) ainda esta restrita
a poucas espécies como pupunheira (Ferreira & Sader, 1987),
buritizeiro (Spera et al., 2001), macatba (Ribeiro et al., 2010) e
dendezeiro (Mok, 1972; Vargas, 1996; Murugesan et al., 2002;
Villaetal., 2007; Fondom et al., 2010). Nas Regras de Analise
de Sementes (RAS) (Brasil, 2009), o teste de tetrazolio somente
¢ descrito para um género de palmeira, a Koelreuteria spp.,
ndo existindo desta forma procedimentos oficiais estabelecidos
para as espécies dos demais géneros, incluindo o Elaeis spp.,
ao qual pertencem o dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.).
Nao existe recomendagdo padrdo para aplicacdo do teste
nas palmeiras, por exemplo, na avaliagdo da viabilidade das
sementes de macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex.
Mart.) pelo teste do tetrazdlio nos embrides, Ribeiro et al.
(2010) verificaram que ndo ha necessidade de pré-condicionar os
embrides em agua antes da exposi¢do na solucdo de tetrazolio,
ja para palmeiras do género Koelreuteria ssp., ¢ recomendado
o pré-condicinamento pela imersdo dos embrides em agua
durante 18 horas na temperatura de 20 °C (Brasil, 2009).

Embora exista estudo da década de 1970 indicando ser ttil
o teste de tetrazolio para analise da viabilidade de sementes
de dendezeiro (Mok, 1972), é necessario definir as melhores
condigdes de aplicacdo do teste para estabelecer procedimento
padrdo para sua aplicacdo na analise do vigor e viabilidade
dos embrides da espécie.

O objetivo desse estudo foi determinar procedimentos para
uso do teste de tetrazolio na andlise de vigor e viabilidade de
embrides e da aplicacdo deste na avaliagdo do potencial de
germinacdo das sementes de dendezeiro.

2 Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Dendé e Agroenergia
da Embrapa Amazonia Ocidental, situado no km 29 da Rodovia
AM 010, latitude 2°53°23.44” S, longitude 59°58°57.30” W,
em Manaus, AM, no periodo de 2011 a2012. Foram utilizadas
sementes de frutos de cachos colhidos em estadio uniforme de
maturacao, oriundos de polinizagdes controladas de inflorescéncias
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femininas de matrizes tipo Dura da origem Deli com polen de
genitores pisifera da origem La Mé.

O beneficiamento dos cachos para obtengdo das sementes
foi realizado de acordo com os procedimentos descritos por
Lima et al. (2013). Para retirada dos embrides, o endocarpo
das sementes foi quebrado por pressao mecanica e retirada a
améndoa. Os embrides foram extraidos da améndoa manualmente
com auxilio de pinga.

Para definir as condi¢des adequadas de aplicagdo do TZ, na
avaliagdo do vigor e viabilidade dos embrides de dendezeiro foi
conduzido um experimento fatorial 3 x 3 x 3, composto de trés
temperaturas durante a hidratagao dos embrides em agua, trés
temperaturas durante a exposi¢ao dos embrides em solugao de
tetrazolio e trés concentragdes do sal de tetrazdlio na solugao.
O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com
duas repeticdes e 25 embrides por parcela. Para hidratacao
dos embrides, estes foram depositados sobre papel germitest
umedecido em agua, em placas de petri e deixados overnight
(12 a 16 horas) em camara BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C. Ap6s a hidratagdo
os embrides foram imersos em solucdo de tetrazdlio nas
concentragoes de 0,075, 0,1 ¢ 0,5%, e colocados em camara
BOD nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C, por quatro horas.

Para a descri¢ao dos niveis de vigor e viabilidade dos embrides
foi realizada avaliagdo individual utilizando lupa esterecoscopica,
considerando ocorréncia, intensidade e homogeneidade da
coloragd@o das estruturas do embrido ilustradas na Figura 1.
De acordo com a coloragdo do tigelo e do haustorio as sementes
foram divididas em classes de vigor e viabilidade: Classe 1:
sementes viaveis e de alto vigor; Classe 2: sementes vidveis e
de médio vigor; Classe 3: sementes viaveis e de baixo vigor e
Classe 4: sementes ndo viaveis. Determinou-se a porcentagem
de sementes em cada classe, calculando em seguida, o nivel
de vigor e viabilidade (Classes 1 a 3). Para andlise estatistica
foram utilizadas as médias das parcelas (25 embrides) e os
resultados submetidos & analise de variancia e comparagao das
médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas com o uso do software ASSISTAT
(Silva & Azevedo, 2002).

Para verificar a relagdo entre os resultados do TZ e a
germinacao das sementes, apos definidas as condig¢des adequadas
para aplicacdo do TZ, oito lotes de sementes comerciais de
cultivares tenera provenientes de cachos de diferentes plantas
foram analisados para determinagdo do vigor e viabilidade
dos embrides ¢ as sementes submetidas ao procedimento
de germinagdo padrdao (Lima et al., 2013). De cada lote
foi retirada uma amostra de 25 embrides para o teste do
tetrazolio e de 400 sementes para analise da germinagao. Para
o teste do tetrazolio os embrides foram hidratados em agua
(overnight) a temperatura de 35 °C e, posteriormente, imersos
em solugdo de tetrazolio na concentragao de 0,075% a 40 °C
por quatro horas. Na avaliacao da germinagdo das sementes
a contagem de sementes germinadas foi iniciada aos 15 dias
apos acondicionamento na sala de germinagao e encerrada apos
quatro semanas, com triagens semanais para separar sementes
germinadas e eliminar sementes contaminadas com fungos.
Considerou-se germinada a semente com protrusdo visivel do
poro germinativo (parte aérea e raiz primaria) e para calculo
do percentual de germinacdo, as sementes descartadas por
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contaminagdo e nao germinadas, foram consideradas como
ndo germinadas. Os dados de vigor e viabilidade dos embrides
e da germinacgdo das sementes foram submetidos a analise de
correlacdo de Pearson e teste de significancia pelo Teste de
Mantel, baseado em 5000 simulagdes. A analise foi realizada
no programa GENES (Cruz, 1997).

3 Resultados e Discussao

Atemperatura na hidratagdo dos embrides em agua influenciou
significativamente o teste de tetrazolio para vigor e viabilidade
dos embrides (p <0,01) e ndo foram significativos os efeitos da
temperatura de exposi¢ao dos embrides em solugdo de tetrazolio
e da concentragdo do sal de tetrazélio na solugdo (p > 0,05).
Entretanto, foi verificado efeito significativo da interagdo entre a
temperatura da 4gua na hidratagdo dos embrides e da temperatura
na exposic¢ao dos embrides na solugao de tetrazolio (p <0,01),
indicando que as condi¢des otimas para analise de vigor e

Figura 1. Corte longitudinal do embrido de semente de Elaeis guineenses
Jacq. ee — eixo embriondrio, ht — haustério, ti — tigelo. Barra = 100 pm.
Fonte: W.A.A. Lima.

Figure 1. Longitudinal section of the seed embryo Elaeis guineensis
Jacq. ee — embryonic axis, ht — haustorium, ti - tigellum. Bar = 100 pm.
Source: W. A. A. Lima.
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viabilidade dos embrides pelo teste do tetrazolio sdo obtidas
em combinagdes especificas das temperaturas dessas fases do
teste. O maior valor de vigor e viabilidade (91,33%) foi obtido
com a combinagdo de 35 °C na hidrata¢do dos embrides em
agua e 40 °C durante exposicao destes na solugdo de tetrazolio
(Tabela 1), sendo este estatisticamente superior aos valores
obtidos com a varia¢do da temperatura de hidratacdo fixada
a melhor temperatura da solugdo de tetrazolio e vice-versa.

As concentragdes do sal de tetrazolio utilizadas nao
interferiram na avaliagdo do vigor e viabilidade, dessa forma,
a menor concentragdo (0,075%) pode ser utilizada, sem
comprometimento das interpretagdes e com menor custo das
analises. Os resultados demonstraram que a concentragao do sal
de tetrazolio na soluc@o de exposi¢ao pode ser muito inferior
(menos de 10%) a utilizada por Mok (1972) quando demonstrou
ser o teste do TZ uma ferramenta Gtil para avaliar a viabilidade
das sementes de dendezeiro utilizando a concentragdo de 1%
de sal de tetrazolio na solugdo de exposi¢do com embrides
pré-condicionados por hidratagdo em agua na temperatura
de 28 °C.

Segundo Delouche et al. (1976) é desejavel e frequentemente
necessario, pré-condicionar as sementes, antes de prepara-las
para o teste de tetrazolio. O pré-condicionamento tem como
finalidade hidratar os tecidos, ativar o metabolismo das sementes,
proporcionar coloragdo mais limpa e clara e tornar a interpretagao
mais facil. Os autores relatam que o pré-condicionamento se
processa mais rapidamente com temperaturas mais elevadas e
que, em geral, a maioria das sementes sdo pré-condicionadas
satisfatoriamente a cerca de 30-°C. Essa informacao ¢
corroborada com os resultados obtidos neste estudo com
embrides de sementes de dendezeiro, onde a combinagdo da
temperatura de 35 °C na fase de hidratagdo dos embrides em
agua combinada com 40 °C na fase de exposi¢do na solugdo
de tetrazolio mostrou-se a mais adequada.

Nas RAS (Brasil, 2009), o tempo requerido de
pré-condicionamento das sementes, para a maioria das espécies,
¢ de 16 a 18 horas, a temperatura de 20 a 25 °C. Para a inica
espécie de palmeira (Koelreuteria ssp.) dentre as citadas
nas RAS, o tempo de pré-condicionamento ¢ de 18 horas, a

Tabela 1. Valores médios de vigor e viabilidade dos embrides de sementes
de dendezeiro para a interagdo entre as temperaturas na hidratagdo dos
embrides em agua e na exposicao dos embrides em solucdo de tetrazolio.

Table 1. Average values of vigour and viability of oil palm seed embryos
for interaction between temperatures on the hydration of embryos in water
and exposure of embryos in tetrazolium solution.

Temperatura
(°C) na Temperatura (°C) de exposi¢do
hidratagdo dos embrides em solugdo de Média
dos embrides tetrazblio
em agua
30 35 40
30 81,3aA 73,3aA 76,0bA 76,8 a
35 61,3bC 76,6aB 91,3aA 76,4 a
40 58,0bA 58,6bA 51,3cA 5590
Média 66,8 A 69,5 A 72,8 A

Médias seguidas da mesma letra minascula dentro de cada coluna e maiuscula
na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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temperatura de 20 °C. Para analise de sementes da palmeira
macauba, Ribeiro et al. (2010) indicaram ndo ser necessario o
pré-condicionamento dos embrides em agua. O contraste entre
os resultados encontrados indica que ndo existe recomendagio
padrao para as palmeiras, sendo necessario definir as condi¢des
adequadas de aplicag@o do TZ para cada espécie de interesse.

Considerando os resultados obtidos, para aplicacdo do
teste de tetrazdlio em embrides de sementes de dendezeiro,
recomenda-se como procedimentos: extrair ¢ hidratar os
embrides em papel germitest umedecido a temperatura de
35°C por 12 a 16 horas (overnight) e, em seguida, embeber os
embrides em solucdo de tetrazolio na concentragao de 0,075%
por quatro horas a temperatura de 40 °C, realizando entdo a
classificagdo dos embrides de acordo com a coloracdo das
estruturas do embrido conforme Figura 2. A partir dos padrdes
de coloragdo verificados no teste do TZ, foram estabelecidas
quatro classes de vigor e viabilidade dos embrides, baseando-se
na intensidade, homogeneidade e a ocorréncia da coloragdo
nas estruturas do embrido:

Classe 1 — Sementes viaveis e de alto vigor. Embrido
apresentando coloragdo homogénea (vermelha e/ou rosea)
tanto no tigelo como no haustorio;

Classe 2 — Sementes viaveis e de médio vigor. Embrido
apresentando coloragdo homogénea no tigelo (vermelho ou
r6seo) ¢ haustério com coloragdo parcial (inferior a 50% da
area do haustorio);

Classe 3 — Sementes viaveis e de baixo vigor. Embrido
apresentando tigelo com falta de coloragdo inferior a 50% em
relacdo ao tigelo, nas extremidades, sem comprometer o €ixo
embrionario. Embrido com tigelo colorido e haustério sem
coloragdo maior que 50% em relag@o ao haustorio;

Classe 4 — Sementes inviaveis. Embrido apresentando
tigelo totalmente sem coloragdo ou haustorio, colorido ou
sem coloracgdo.

A correlacdo de Pearson entre os valores obtidos no
teste de tetrazolio para vigor e viabilidade dos embrides e
a germinagdo das sementes dos oito lotes analisados foi de
90,7% (Figura 3), valor proximo ao da correlagdo de 95,8%
verificado por Mok (1972) quando estudou a relacdo entre 0 TZ
¢ a germinagdo das sementes. Entre os oito diferentes lotes de
sementes estudados, para seis a diferenga entre o valor de vigor
¢ viabilidade dos embrides obtido pelo teste do tetrazdlio ¢ a
germinacao das sementes pelo método padrao foi menor que
5%, para apenas dois (C3 e C8) a discrepancia foi maior, em
ambos a germinagdo das sementes foi 16% superior ao valor
obtido no teste do tetrazélio. Para Franga Neto et al. (1998),
em sementes de soja, diferengas de até 5% entre os valores
obtidos no teste de viabilidade e de germinagao das sementes
indicam bom nivel de precis@o do teste. A alta ¢ significativa
(p<0,01) correlacdo entre os valores de vigor e viabilidade dos
embrides pelo teste do tetrazolio e da germinagao das sementes
pelo método padrdo, bem como, a proximidade dos valores
obtidos pelo TZ e na germinagdo das sementes, indicam que
o TZ ¢ eficiente para avaliar o potencial de germinagdo das
sementes de dendezeiro.

Como salienta Mok (1972), considerando que o procedimento
classico para germinacdo das sementes de dendezeiro demanda
no minimo trés meses e, que o teste de tetrazdlio para analise de
vigor e viabilidade de embrides no maximo trés dias, este tem
grande aplicabilidade na avaliagdo da qualidade das sementes
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Figura 2. Classes de vigor e viabilidade de embrides de dendezeiro
submetidos ao teste de tetrazolio. (A) Classe 1; (B) Classe 2; (C) Classe 3;
e (D) Classe 4. Barra: 0,1 cm. Fonte: W.A.A. Lima.

Figure 2. Vigour classes and viability of oil palm embryos submitted to
the tetrazolium test. (A) Class 1; (B) Class 2; (C) Class 3; and (D) Class 4.
Bar: 0.1 cm. Source: W.A.A. Lima.
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Figura 3. Valores (%) e correlagdo (r) entre viabilidade dos embrides,
analisada pelo teste de tetrazdlio, e germinacdo de sementes de oito
diferentes cachos de dendezeiro (C,)).

Figure 3. Values (%) and correlation (r) between viability of embryos
analysed by the tetrazolium test, and the germination of seeds from eight
different bunches of oil palm (C,).

e se constitui em uma excelente forma de economizar recursos
e tempo, pois permite conhecer previamente o potencial de
germinacao dos lotes de sementes e a possibilidade de eliminagdo
daqueles com baixa viabilidade.

4 Conclusodes

Como procedimento padrdo para aplicagdo do teste de
tetrazolio na analise de vigor e viabilidade de embrides de
dendezeiro recomenda-se o pré-condicionamento dos embrides
com hidratagdo em dgua por uma noite a 35 °C e, posteriormente,
exposi¢ao em solugdo de sal de tetrazolio na concentragao de
0,075% por quatro horas a 40 °C.

O teste do tetrazolio aplicado nos embrides de sementes
de dendezeiro pode ser utilizado na analise do potencial de
germinacao das sementes.
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