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Adequacao do teste de tetrazolio para estimar
a viabilidade das sementes da palmeira real

Resumo

A palmeira real (Archontophoenix cunningbamiana H. Wendl. & Drude), nativa da Australia, ¢ utilizada no Brasil
para o paisagismo e extracdo do palmito. Devido a demanda por essas sementes, e a busca por técnicas
mais rapidas para a avaliagdo da qualidade, o objetivo dessa pesquisa foi adequar a metodologia do teste de
tetrazolio para avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes. Assim, as sementes foram imersas em agua a
30°C até atingirem 47% a 50% de agua. Postetiormente as sementes foram seccionadas, longitudinalmente
a partir do opérculo, para exposicio das partes internas. Em seguida, foram imersas em solugdes 0,075%,
0,1% ou 0,2% do sal de tetrazdlio, durante 60, 120, 240 ou 360 minutos, no escuro a 40 °C; a viabilidade
foi determinada em funcio das caracteristicas dos tecidos do embtido. Paralelamente, foram avaliados o
teor de 4gua e a germinacido das sementes (total, indice de velocidade de germinagdo e tempo médio de
germinacio). E possivel utilizar o teste de tetrazélio para estimar a viabilidade das sementes da palmeira
real. E indicado o seccionamento longitudinal das sementes a partir do opérculo e coloracio do embrido em

0,075% por 240 minutos e 0,2% por 120 minutos, ambas no escuro e a 40 °C.

Palavras-chave: Archontophoenix cunningbamiana. Teor de agua. Germinagao.
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Adequacy of the tetrazolim test to estimate
the viability of the seeds of Bangalow Palm

Abstract

The Bangalow palm (Archontophoenix cunningbamiana H. Wendl. & Drude), from Australia, is used in Brazil
for landscaping and palm heart extraction. Due to demand for these seeds, as well as a search for faster
techniques for the quality evaluation, the aim of this study was to adjust the tetrazolium test for evaluation
of the viability of the seeds. For this, the seeds were immersed in water at 30 ° C until reaching 47% to
50% water. Next, the seeds were sectioned longitudinally from the operculum for exposure of the internal
parts. Subsequently, the seeds were immersed in 0.075%, 0.1% or 0.2% tetrazolium salt solutions for 60,
120, 240 or 360 minutes in the dark at 40 °C; a viability was determined according to the characteristics
of the embryo tissues. At the same time, water content and seed germination were observed to establish
data correlation. The result shown that it is possible to use the tetrazolium test to estimate the viability of
Bangalow palm seeds. The longitudinal sectioning of the seeds from the operculum and staining of the
embryo is indicated at 0.075% for 240 minutes and 0.2% for 120 minutes, both in the dark and at 40 ° C.

Keywords: Archontophoenix cunninghamiana. Seed moisture content. Seed germination.
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Introducao

Na area de Tecnologia de Sementes, o teste de tetrazolio ¢ regularmente utilizado para estimar
a viabilidade das sementes de diversas espécies, além de constituir alternativa para espécies cujas

sementes tém dormeéncia ou que a germinacao ¢ lenta.

E um teste classificado como bioquimico, pois é baseado na modificacio da coloracio dos
tecidos vivos, decorrente da reagdo das enzimas desidrogenases, catalisadoras da respiragdo
celular, com o sal de tetrazélio, que forma um composto de coloragao avermelhada, denominado
formazan, que diferencia os tecidos vivos, deteriorados e mortos, possibilitando a classificagao
das sementes em viaveis ou nao viaveis (Ista, 2008). Tem sido utilizado para estimar a viabilidade
de diversas espécies florestais, tais como Simzra gardneriana M.R. Barbosa & Peixoto (Oliveira ef al.,
20106), Tabebuia roseoalba (Abbade e Takaki 2014), Palicourea rigida Kunth (Fava e Albuquerque 2013),
palmito de pupunha (Belniaki, et al. 2020) entre outras.

Para as palmeiras, plantas da familia Arecaceae que, geralmente, as sementes tém germinagao
lenta, o teste de tetrazolio é eficiente para identificar a viabilidade (Iossi e a/., 2016a), no entanto
requer adaptagdes em relagao ao proposto por Brasil (2009), principalmente, para o preparo das
sementes especialmente em relagio ao tempo e a temperatura para coloragao dos tecidos, uma vez

que as caracteristicas destas sementes podem variar de espécie para espécie.

Para as sementes de Euterpe edulis (Mart.), palmeira jugara, Oliveira ef a/. (2014) seccionaram as
sementes, abrangendo o endosperma e o embrido, e utilizaram solug¢ao 0,07% do sal de tetrazolio,
sendo que essas adequagdes possibilitaram a obtenc¢ao de resultados de viabilidade similares aos
de germinag¢ao, com coeficiente de correlagio de Pearson de 0,98. Para as sementes dessa mesma
espécie, lossi ez al. (2016a) afirmaram que o adequado ¢ a concentragao de 0,2% do sal de tetrazélio

e a temperatura de 40 °C por 2 horas. Para as sementes de macaiba (Acrocomia aculeata), outra
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espécie de palmeira, Ribeiro ¢z al. (2012) identificaram que o ideal para a avaliacio da viabilidade

destas sementes foi a utiliza¢ao da solugao 0,5% do sal de tetrazolio, por 240 minutos a 35°C.

A palmeira real (Archontophoenix cunninghamiana H. Wendl. & Drude) é uma planta utilizada como
ornamental, em pragas, parques e jardins, e para a produgao do palmito, especialmente nos estados
de Santa Catarina, Parana e Sao Paulo, em substitui¢ao a exploracdo predatéria das plantas de
Euterpe edulis. Assim, como para as sementes de outras palmeiras, a germinacao ¢ considerada lenta
e requer, aproximadamente, 45 dias (Luz ez al., 2017), o que limita a determina¢dao do parametro

fisiolégico destas sementes.

Desta forma, em fungao das variagoes das condi¢oes de preparo das sementes para o teste de
tetrazolio, verificadas nos resultados das pesquisas com as sementes de outras espécies de palmeiras,
¢ essencial estudar a adequagao deste método para a palmeira real (A. cunninghamiana), porque
possibilitara estimar a viabilidade em perfodo inferior ao requerido para o teste de germinagao,
favorecendo o controle da qualidade destas sementes para a colheita e a conservagio e agilizando

a comercializacio.

Assim, devido ao grande tempo para se obter respostas ao teste de germinagao, essa pesquisa
tem como intuito adequar a metodologia do teste de tetrazolio (desde o preparo das sementes
até a concentracao do sal, e avaliagio do embrido) possibilitando a estimativa da viabilidade das

sementes em tempo reduzido.
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Material e métodos

Obtencao das sementes

Sementes de A. cunninghamiana, oriundas de diferentes plantas localizadas no municipio de
Piracicaba, SP, Brasil (22°42°33.6”S 47°38°03.1”W), foram colhidas (colheita unica) no estadio
inicial de dispersiao dos frutos, quando tinham o exocarpo de cor vermelha brilhante, os frutos
sem esta caracteristica foram descartados, para formar um lote homogéneo. Com a finalidade de
verificar a estabilidade de resposta da populagiao de sementes aos tratamentos, foram feitas duas
colheitas com um més de intervalo, a primeira em novembro de 2013 (nomeada Co,) e a segunda

em janeiro de 2014 (nomeada Co,).

As sementes nas duas épocas foram obtidas por meio do corte manual das infrutescéncias das
palmeiras, seguida da despolpa dos frutos, por meio da fric¢ao sobre peneira de malha de ago, seguida
da lavagem em 4gua corrente por dois minutos e da secagem em ambiente protegido de luz por 24h.

As sementes foram mantidas em embalagem de papel por dois dias até o inicio das analises.

Caracterizacao da qualidade das sementes

Para cada época de colheita foi realizada a caracterizagao inicial das sementes, por meio da
determinag¢do do teor de agua, da massa de mil sementes e do teste de germinagao das sementes,

como descritos a seguit:

Teor de dgua — determinado pelo método da estufa a 10523 °C por 24 h (Brasil, 2009),
utilizando quatro repeti¢es de cinco sementes e os resultados sao expressos em porcentagem

de agua (base imida).
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Massa de mil sementes — foram contadas, ao acaso, oito repeticdes de 100 sementes cada e,
posteriormente, as sementes de cada repeticao foram pesadas, utilizando balanga. O resultado foi
calculado multiplicando por 10 o peso médio das repetigdes de 100 sementes e expresso em gramas
(Brasil, 2009).

Teste de germinacdao — conduzido em substrato, vermiculita (de granulometria média) + areia
esterilizada (1:1), distribuido em caixas plasticas (18 X 7 X 12 cm), com quatro repeti¢oes de 25
sementes, a 20-30 °C (Martins ef al., 2011) e com 8 horas diarias de luz. As avaliagdes dos testes
foram semanais até a estabilizagdo da germinac¢do das sementes, aos 70 dias apds a semeadura.
Com os resultados foram calculados o total de plantulas normais (em %), o indice de velocidade de
germinac¢ao, IVG (Maguire, 1962) e o tempo médio de germinagao (TMG) das sementes em dias
(Edmond e Drapala 1965).

Preparo das amostras para teste de tetrazolio

As sementes foram previamente imersas em 4gua, por periodos de 24h a 30 °C, para facilitar o
corte. Utilizando uma faca (lamina de 1,30 mm), as sementes foram seccionadas longitudinalmente,
a partir do opérculo para a exposicao do embrido (Figura 1), e mantidas em um recipiente plastico
fechado com papel filtro umedecido no interior para evitar a desidratagao O teor de agua das sementes

foi determinado também antes de iniciar a coloragao dos tecidos.
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Figura 1 - Imagens fotograficas dos frutos da palmeira real no estadio inicial de dispersio.

Fonte: a autora, 2013.

Tratamentos e delineamento experimental

Para a adequagao do método para o teste de tetrazolio foi considerado o esquema fatorial
para analisar a interferéncia das trés concentragdes de solugao de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
(0,075%, 0,1% e 0,2%) combinadas com os quatro periodos de colora¢io a 40 °C no escuro (60, 120,
240 e 360 minutos). Os dados de cada colheita (Col e Co2) foram avaliados separadamente para
verificar a estabilidade dos resultados e o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente

casualizado com quatro repeti¢oes.
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Para a andlise da viabilidade das sementes os embrides foram avaliados individualmente, por
meio visual, utilizando lupa (aumento de 15 vezes) e classificados em duas categorias: I — semente
viavel: tecidos do eixo embrionario e do cotilédone de cor rosa clara, integros, tdrgidos, sem
alteracoes fisicas visiveis; foram também consideradas viaveis as sementes que tinham os tecidos do
eixo embrionario de cor branca e os do cotilédone de cor rosa, integros, targidos e sem alteragdes
fisicas visiveis (Figura 2); II — semente nao viavel: tecidos do eixo embrionario e do cotilédone de
cor vermelha intensa ou com regides brancas ou com alteragdes que comprometem a viabilidade
dos tecidos, tecidos desidratados e nio coloridos e tecidos do embrido e do cotilédone totalmente
brancos caracterizando a semente morta (Figura 3). Os resultados foram expressos em porcentagem

de sementes viaveis.

Figura 2 - Embribes viaveis da semente da palmeira real (al: embrido, a2: endosperma, a3: eixo embrionatio, a4: cotilédone)

Fonte: a autora, 2013
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Figura 3 - Embrides nio vidveis da semente da palmeira real (al: embrido, a2: endosperma)

Fonte: a autora, 2013

Andlise estatistica

Para a caracterizagao da qualidade das sementes oriundas de cada colheita (Col e Co2) foi utilizada
a estatistica descritiva por meio de calculo da média e do desvio padrao da média. Os resultados do
ensaio de adequagao do método para o teste de tetrazolio foram testados quanto a normalidade e a
homogeneidade da variancia e transformados em arcsen raiz (x) + 1 em fungao das pressuposi¢cdes do
modelo matematico e, em seguida, analisados quanto a variancia. Os fatores de variacao (coloragio e
tempo) foram testados quanto a significancia pelo teste I (p<<0,05) e quando significativo, as médias
foram comparadas por meio do teste de Tukey, com 5% de significancia. Para o estudo dos dados foi
utilizada a correlagao simples de Person considerando p<0,05. Para as analises estatisticas o software

utilizado foi o SAS University Edition® e para os procedimentos proc gln e proc corr.
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Resultados e Discussao

As sementes da palmeira real tinham 45,1% e 41,1% de 4gua na primeira e segunda colheita (Col
e Co2), respectivamente (Tabela 1), indicando que na dispersao das sementes, que ¢ geralmente por
aves, os frutos tém cor vermelha brilhante e teor de agua alto. Quanto a massa de mil sementes os
valores obtidos foram 540,74 g e 537,25 g, indicando que em ambas as colheitas as sementes tinham
acumulado quantidade similar de massa seca. Quanto ao resultado da germinagao, numericamente
na primeira colheita houve nimero superior de plantulas normais em relagdo a segunda colheita,
70% e 49% respectivamente, variacao similar entre as colheitas para os resultados da velocidade de
germina¢ao (IVG e TMG), Tabela 1, fato considerado adequado para a verificagao da estabilidade
dos resultados da avaliacio de um método, uma vez que o ideal é obter resultados similares de

correlacao, independentemente da qualidade das sementes.

Tabela 1 - Sementes da palmeira real: teor de 4gua (%) das sementes, massa de mil sementes e germinag¢io

Varidveis Cot Co2
Teor de dgua inicial (%) 45,1 41,1
Massa de 1.000 (g) 540.75 537.25
Germina¢io
Germinagao 70 49
IVG 1.54 0.95
T™MG 42,10 52,73
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Os dados obtidos nesse estudo para a primeira colheita foram similares aos obtidos por
Martins e al. (2003), que obtiveram 68% de germinacao e teor de agua das sementes de 47.5%
que verificaram também que, conforme ha a redugao da agua destas sementes ha a reduc¢ao da
germinagao, o que caracteriza estas sementes como recalcitrantes. O fato das sementes da palmeira
real serem recalcitrantes justifica plenamente as pesquisas que visam a adequa¢ao do método para o
teste de tetrazolio, pois este teste possibilita obter rapidamente o resultado da avaliagao da qualidade

destas sementes.

Apbs a imersao em agua das sementes da palmeira real para o corte, as sementes que tinham
inicialmente 45,1% de agua atingiram 50,4% de agua, enquanto as que tinham 41,1% de agua
atingiram 47,2%. Pelos resultados obtidos posteriormente, essa variacao do teor de agua nao foi

suficiente para interferir nos resultados do teste de tetrazolio.

Os resultados relacionados a avaliagao da viabilidade das sementes da palmeira real por meio do
teste de tetrazolio indicaram que a imersao das sementes em solugio de tetrazélio por 60 minutos
(Tabela 2), independentemente da concentragao da solucio, ou seja, 0,075%, 0,1% ou 0,2%, nao
foram eficientes, pois nao foi possivel avaliar a viabilidade das sementes, em fungao da auséncia da

coloracio dos tecidos do embrtizo.

O aumento do periodo de imersiao para 120 minutos indicou que somente a concentragao de
0,2% em ambas as colheitas foi eficiente para a coloragao dos tecidos do embrido o que possibilitou
a avaliacdao da viabilidade destas sementes (Tabela 2). Resultado semelhante foi encontrado por
lossi et al. (2016b) para sementes de Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman, também da familia
Arecacea, onde a solu¢do do sal de tetrazolio na concentragao 0,2% a 40° C por 2 horas foi adequada

para estimar a viabilidade com resultados préximos ao do teste de germinagao.
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Tabela 2 - Sementes da palmeira real: resultados de viabilidade, teste de tetrazélio, concentragoes de 0,075; 0,1 e 0,2%
e periodos de coloragio de 60, 120, 240 e 360 minutos, referentes as duas épocas de colheita.

Periodo de coloragéo Coeficiente de
Concentragfio
60 min. 120 min. 240 min. 360 min. variacio
Viabilidade - Coy (%)
0.075% 0aB 0bB 56 aA 61 aA
0.1% 0aB 0bB 61 aA 66 aA 11.38%
0.2% 0 aB T4 aA 70 aA 63 aA
Viabilidade - Co2 (%)
0.075% 0 aB 0bB 48 bA 58 aA
0.1% 0 aB 0bB 58 abA 65 ald 8.63%
0.2% 0aC T0 aA 65 aAB 38 aB

* Médias seguidas pela mesma letra mimizcula na coluna ou maiiscula na linha néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (p=0,03).

Para a primeira colheita (Co,), houve a coloragao dos tecidos para os periodos de 240 minutos
e 360 minutos que também possibilitaram a avaliagdao, contudo nao houve diferenca de viabilidade
nas diferentes concentragoes estudadas (Tabela 2). Na segunda colheita para o periodo de 240
minutos a viabilidade das sementes na concentracao de 0,2% foi superior em rela¢do a solugdao
de 0,075%, enquanto que para 360 minutos nao houve diferenca de viabilidade em funcio da

concentragao (Tabela 2).
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A concentracao da solugdo, assim como o periodo de exposi¢ao das sementes ao sal de tetrazolio
e a temperatura utilizada durante a exposicio dependem da espécie e sio estabelecidos a partir de
estudos preliminares que comparam os resultados obtidos no teste de tetrazolio com os de outros
testes que avaliam a qualidade das sementes, como a germinacao, tempo médio de germinagao, indice

de velocidade de germinac¢ao e emergéncia da plantula em campo (Gaspar-Oliveira ¢f al., 2009).

Quanto ao periodo de coloragao, o sal de tetrazolio e a temperatura interferem diretamente
na intensidade e na uniformidade da coloracao dos tecidos (Aosa, 2009). O conhecimento desses
fatores é importante, pois influenciam a avaliagao e a interpretagao dos resultados. Considerando
as variaveis envolvidas no teste de tetrazolio, ha a necessidade de adaptar o método para avaliar as

sementes de cada espécie.

Com a aplica¢ao da correlagao simples de Pearson para identificagao da similaridade dos dados
entre os tempos, as concentragdes para o teste de tetrazolio e a germinacao obtida em laboratério
para as duas colheitas (Tabela 3), é possivel afirmar que as combinagées 0,075% - 240 minutos e
0,2% - 120 minutos foram as que apresentaram os maiores coeficientes de correlagao significativos
com valores de 0,881 e 0,890, respectivamente (Tabela 3). Contudo, para outras combinagdes
foi também possivel estabelecer correlagdes, no entanto com valor de coeficiente menor que os

destacados anteriormente.
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Tabela 3 — Sementes da palmeira real: correlagoes de Pearson e significancias estatisticas entre resultados da
viabilidade, referentes as combinag¢Ses da concentragio do sal de cloreto de tetrazélio e do tempo de coloragdo com
a germinacio das sementes

Combinacdes entre a concentraciio do  Coeficiente de correlagdo de  Significincia

sal e o tempo de coloracio Pearson (p=0.05)
0,073% - 60 min. 0,000 1.000==
0,075% - 120 min_ 0,000 1.000 ==
0,075% - 240 min_ 0,881 0.004*
0,075% - 360 min_ 0,708 0.049°
0,1% - 60 min. 0,000 1.000 ==
0,1% - 120 min. 0,000 1.000==
0,1% - 240 min. 0,708 0.049 "
0,1% - 360 min. 0,576 0.135 ==
0,2% - 60 min. 0,000 1.00 ==
0,2% - 120 min. 0,896 0.003 ™
0,2% - 240 min. 0.816 0.014*
0.2% - 360 min. 0.826 0.012°

TS # g ** gionificam nio significative a 5%, significative a 5% e significative a 1%, respectivamente.
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Assim, de modo geral, considerando o tempo requerido para a germinagdo desta semente, 70
dias ap6s a semeadura, a utiliza¢ao do teste de tetrazélio € essencial para as decisoes sobre o manejo

de lotes de sementes de palmeira real, ja que os resultados sao em menos de 30 horas.

Os métodos considerados adequados foram os que tiveram os coeficientes de correlagao
superiores, 0,075% - 240 minutos e 0,2% - 120 min. Também é interessante considerar a possibilidade
de opcdo para a utilizagao rotineira destes métodos em um laboratério de Analise de Sementes,
pois um requer menos sal de tetrazélio e mais tempo (0,075% - 240 minutos), enquanto o outro

requer mais sal e menos tempo (0,2% - 120 min).

Conclusoes

Ha a possibilidade de utilizar o teste de tetrazolio para estimar a viabilidade das sementes da
palmeira real; para o teste sao indicadas as combinag¢oes das solugdes e dos tempos de coloragio de

0,075% por 240 minutos e 0,2% por 120 minutos, no escuro ¢ a 40°C.
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