ISSN 2236 - 4420

Avaliacdo da viabilidade de sementes de  Euterpe edulis pelo teste de tetrazolio
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Resumo: A espécie Euterpe edulis apresenta importancia socioambiental na Mata Atlantica, mas a
germinacao é lenta e desuniforme, dificultando as ac6es de restauracdo e os plantios comerciais. Assim,
objetivou-se verificar a eficiéncia de métodos de pré-condicionamento e concentracées da solucdo de
tetrazodlio para a andlise da qualidade de sementes de E. edulis. As metodologias de preparo testadas
foram: (a) escarificacdo com lixa na regido do poro germinativo com posterior imersdo em agua por 18
horas; (b) seccionamento longitudinal; (c) imersdo em agua por 18 horas com posterior seccionamento
longitudinal. Para coloragéo, avaliaram-se as concentracdes de 0,07% e 0,1% da solucéo de tetrazélio pelo
periodo de 24 horas, a 25°C. As sementes foram classificadas em cinco categorias, sendo duas de
sementes viaveis e trés de inviaveis. A viabilidade observada apds seccionamento longitudinal utilizando-se
a concentracdo de 0,07% n&o diferiu significativamente dos resultados de germinacdo, apresentando
coeficiente de correlagdo de 0,98. Conclui-se que a avaliagdo da viabilidade das sementes de E. edulis por
meio do teste de tetrazélio € eficiente, e deve ser conduzida apds seccionamento longitudinal seguido da
imersdo em 0,07% de solugéo de tetrazolio por 24 horas a 25 °C.

Palavras chave: Germinacgéo, Qualidade fisiol6gica, Sementes florestais.

Viability evaluation of Euterpe edulis seeds by the tetrazolium test

Abstract: The species Euterpe edulis exhibit an environmental and social importance in the Atlantic Forest,
but the germination is slow and not uniform, hampering restoration actions and commercial plantations. The
objective of this study was to verify different methods of pre-conditioning and concentrations of tetrazolium
solutions for evaluating the seeds quality of E. edulis. The methods used for preparation of seeds were: (a)
scraping the region of the embryonic pore, with subsequent water immersion for 18 hours, (b) longitudinal
section, (¢) immersion in water for 18 hours with subsequent longitudinal section. For staining, the
concentrations of 0.07% and 0.1% tetrazolium solution for 24 hours at 25 °C was evaluated. The seeds
were classified into five categories, two of viable seeds and three unviable. The viability observed after
longitudinal section using a concentration of 0.07% did not differ significantly from the results of germination,
presenting a correlation coefficient of 0.98. It was concluded that the viability evaluation of E. edulis seeds by
tetrazolium test is effective, and should be conducted after longitudinal section followed by immersion in
0.07% tetrazolium solution for 24 hours at 25 °C.

Keywords: Germination, Physiological quality, Forest seeds.
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Introducao

A espécie Euterpe edulis Martius,
conhecida como palmiteiro ou palmito-jucara,
distribui-se ao longo de varios ecossistemas da
Mata Atlantica brasileira, apresentando
importancia na composigdo floristica de matas
ciliares e na conservagdo de areas perturbadas
ou de mata secundaria (BOREM e OLIVEIRA-
FILHO, 2002). Seus frutos servem de alimento
para aves e mamiferos (REIS e KAGEYAMA,
2000), e o palmito retirado dessa espécie € um
dos principais produtos nao-madeiraveis do
bioma (PIZO e VIEIRA, 2004).

O elevado potencial para alimentagéo
humana levou a intensa exploracao da espécie a
partir da década de 1930, pois corta-se a planta
inteira para remover 0 seu meristema apical,
comercializado como palmito (MILANESI et al.,
2013). Em consequéncia, a regeneracdo natural
da E. edulis foi drasticamente reduzida (NODARI
e GUERRA, 1986). Por isso, em 2008 a espécie
foi incluida na Lista Oficial das Espécies da Flora
Brasileira Ameacadas de Extincdo (BRASIL,
2008). Considerando-se que a principal forma de
propagacdo da espécie é a sexuada, a
disponibilidade de sementes de alta qualidade
torna-se um fator determinante na producéo de
mudas (MARTINS-CORDER e SALDANHA,
2006) para suprir as demandas de recuperagao
de ecossistemas degradados e de plantios
comerciais, garantindo o éxito no estabelecimento
de cultivos (QUEIROZ et al., 2011).

O teste de germinacgdo € utilizado para a
avaliagdo da qualidade fisiolégica de sementes de
muitas espécies. O periodo de permanéncia de
sementes de E. edulis em teste de germinacao
varia entre 45 a 90 dias (BRASIL, 2009), além de
ser dificultado pela dorméncia das sementes
(BOVI E CARDOSO, 1975; SALOMAO et al,,
2009). O uso do teste de germinacdo em
sementes que germinam de forma lenta e
desuniforme pode acentuar a predisposicdo ao
ataque de patdgenos, prejudicando seriamente a
obtencdo de resultados confiaveis, os quais
poderdo ndo mais refletir a real condigédo
fisiologica das sementes (CARVALHO et al,
2002; HILST et al., 2012).

A rapidez na obtencdo de resultados
confiaveis €& um dos principais aspectos
considerados na avaliacdo da qualidade de
sementes, sendo correlacionada a otimizacéo dos
recursos, reduzindo perdas com processamento e
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armazenamento desnecessario (GRZYBOWSKI
et al., 2012). Neste sentido, o teste de tetrazodlio
vem sendo amplamente utilizado em funcdo de
sua rapidez, preciséo, baixo custo e possibilidade
de estimar niveis de vigor e diagnosticar as
causas da perda da viabilidade (FRANCA NETO
et al.,, 2000; MARCOS FILHO, 2005). O teste de
tetrazolio € baseado na imersao das sementes
em solucdo de tetrazdlio, produzindo uma
substancia de coloracdo vermelha estavel e nao
difusivel chamada formazan por meio de um
grupo de enzimas desidrogenases (FRANCA
NETO et al, 2000), o que torna possivel a
distincdo dos tecidos vivos, os quais adquirem
uma coloracdo avermelhada. Para a obtencédo de
resultados confiaveis sobre a qualidade, é
fundamental a utiizagdo de um  pré-
condicionamento adequado para favorecer a
penetracdo da solucdo nos tecidos de interesse a
serem avaliados, a adequacao de concentracao
da solucdo de tetrazdlio, tempo e temperatura de
condicionamento e avaliacdo apropriada da
coloracdo das sementes (OLIVEIRA et al., 2005).
N&o foram encontrados relatos do uso do teste de
tetrazdlio em sementes de E. edulis, mas
acredita-se que sua aplicacdo pode ser uma boa
alternativa, pois tem sido utilizado com sucesso
para sementes de outras espécies florestais como
Peltophorum dubium (OLIVEIRA et al., 2005),
Anadenanthera peregrina (PINHO et al., 2011) e
Ceiba speciosa (LAZAROTTO et al., 2011), além
da espécie de palmeira Butia capitata
(FERNANDES et al., 2007).

Diante da falta de uma metodologia
adequada para condugdo do teste e dada a
importdncia econbmica e socioambiental da
espécie, objetivou-se com o trabalho verificar a
eficiéncia de diferentes métodos de pré-
condicionamento e concentracdes da solucdo de
tetrazolio na avaliacdo da Vviabilidade de
sementes de E. edulis.

Material e métodos

Os frutos de E. edulis foram colhidos na
cidade de Rio do Sul — SC, a partir de sete
plantas adultas. A retirada da polpa e extracdo
das sementes foi realizada pela imersdo dos
frutos em agua por 48 horas com posterior
despolpa manual e secagem ao ar livre por 24
horas. As sementes provenientes das diferentes
matrizes foram homogeneizadas, e avaliadas
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guanto ao grau de umidade (método da estufa) e
viabilidade (testes de germinacéo e tetrazélio).

A umidade das sementes foi determinada
pelo método da estufa a baixa temperatura (101 a
105 °C) por 17 horas (BRASIL, 2009), a partir de
duas repeticbes de um grama de sementes
inteiras.

A superacdo da dorméncia das sementes,
previamente ao teste de germinacéo, foi realizada
através de imersdo em solucdo com 2000 ppm de
acido giberélico (GA3z) por 24 horas, método
adequado por meio de testes preliminares, assim
como os procedimentos utilizados para o teste de
germinacdo. ApOs este periodo, o teste de
germinacdo foi realizado transferindo-se as
sementes para bandejas plasticas contendo
serragem autoclavada e umedecida,
monitorando-se a quantidade de agua durante o
periodo de duracdo do teste, e mantidas em
cadmaras germinativas tipo B.O.D, sob
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de
dozehoras. A germinacdo foi avaliada 60 dias
apos a instalacao do teste, através da contagem
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de sementes com protrusdo radicular (BELLIN-
DEPOUX e QUEIROZ, 1971). Foram utilizadas
quatro repeticdes de 25 sementes.

O teste de tetrazolio foi realizado a partir de

qguatro repeticdes de 25 sementes/tratamento,
utilizando-se os diferentes procedimentos de
preparo, como descrito a seguir:

a) escarificagcdo com lixa — para expor o
embrido a solucdo de tetrazdlio, as sementes
foram lixadas manualmente na regido do poro
germinativo, até o inicio da exposi¢ao do embrido,
com posterior imersao em agua por 18 horas a 25
°C (Figura 1A);

b) seccionamento longitudinal - as
sementes foram cortadas longitudinalmente,
abrangendo o endosperma e o embrido (Figura
1B);

c) imersdo em 4gua seguida de
seccionamento longitudinal — as sementes foram
imersas em agua por 18 horas a 25 °C e,
posteriormente,  cortadas  longitudinalmente,
abrangendo o0 endosperma e o embrido.

Figura 1 — Metodologias de preparo para o teste de tetrazélio em sementes de E. edulis, evidenciando a
escarificagdo com lixa na regido do poro germinativo (A) e o seccionamento longitudinal
abrangendo a regiéo do embrido (B).

A concentracdo da solugao de tetrazdlio é
um dos fatores mais importantes a serem
testados para a adequacdo metodoldgica do
teste, pois podem variar em funcdo das
caracteristicas de cada espécie (BHERING et al.,
2005). As sementes de E. edulis, ap6s o preparo,
foram imersas em solucdo de 2, 3, 5 trifenil-
cloreto de tetrazélio com concentragdes de 0,07%
ou 0,1% por 24 horas, a 25 °C, na auséncia de
luz. As sementes foram lavadas em agua corrente
e classificadas em viaveis ou inviaveis, de acordo
com a coloracdo e aspecto dos tecidos, extensao

e localizagdo dos danos em relagdo as regides
essenciais ao crescimento.

O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado. Para os
resultados obtidos pelo teste de tetrazdlio,
utilizou-se esquema fatorial (trés metodologias de
preparo x duas concentragBes da solucdo de
tetrazolio). Apds a realizagdo do teste de Shapiro-
Wilk, os dados obtidos em percentagem foram
transformados em arco seno \%. Para os
resultados de germinacéo e tetrazdlio, realizou-se
analise de variancia com teste de Tukey para
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separacdo de médias, a 5% de probabilidade,
através do programa estatistico SAS (2003). Os
resultados do tetrazolio foram relacionados a
germinacao através da obtencao dos coeficientes
de correlacéo.

Resultados e discussao

A eficiéncia da embebicdo em solugédo de
tetrazolio pode variar em funcdo da umidade das
sementes, sendo importante determinar seu teor
de agua inicial, o qual indicou que as sementes
de E. edulis foram colhidas com grau de umidade
de 42%. Este valor é semelhante ao observado
por outros autores, 0s quais verificaram 41,9% de
umidade em sementes de E. edulis recém-
colhidas (RIBEIRO et al.,, 2010). Por serem
sementes recalcitrantes, torna-se importante
estabelecer uma relacdo entre a umidade e o
percentual de germinacdo, pois pequenas
alteracbes no grau de umidade podem
representar danos a viabilidade das sementes
(GARCIA et al.,, 2012). Alguns autores indicam
gue a reducdo no teor de agua abaixo de 28%
ocasiona perda da viabilidade em sementes de E.
edulis (REIS et al., 1999), sendo que entre 16 e
21% situa-se o0 teor de &gua letal para as
sementes da espécie, dependendo das
caracteristicas genéticas do lote (MARTINS et al.,
1999).

O teor de agua das sementes esta acima
dos limites considerados criticos para a perda de
viabilidade e, portanto, esta caracteristica fisica
parece nao ter influenciado no percentual de
sementes viaveis obtido pelo teste de
germinacdo, sendo de 74%. Outros autores
observaram 80% de germinacdo das sementes
recém-colhidas (RIBEIRO et al., 2010).

A andlise dos resultados de viabilidade
obtidos pelo teste de tetrazdlio permitiu agrupa-
las em cinco categorias, sendo: 1) embrido com
coloracdo rosa e tecidos com aspecto normal; 2)
regido do eixo-embrionario com coloracao rosa e
tecido com aspecto normal, e menos de 50% do
cotilédone descolorido ou com coloragéo
vermelho intensa; 3) mais de 50% do embrido
descolorido na regido do cotilédone; 4) mais de
50% do embrido com colorag&o vermelho intensa,
atingido ou ndo a regido do eixo embrionario; 5)
embridio  completamente  descolorido.  As
sementes gque se enquadraram nas categorias 1 e
2 foram consideradas viaveis, e aquelas das
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categorias 3, 4 e 5 foram consideradas inviaveis
(Figura 2). O percentual de sementes viaveis e
invidveis, por categoria, pode ser visualizado na
Tabela 1.

A analise dos resultados disponibilizados
na Tabela 1 permitiu observar que a maior parte
das sementes viaveis se enquadrou na categoria
1, enquanto as sementes inviaveis na categoria 3,
independente do tratamento (tipo de preparo e
concentracdo da solucdo). Entretanto, houve
ampla variacdo quanto ao percentual de
sementes enquadradas nas diferentes categorias,
ndo sendo possivel estabelecer um padrdo de
aglutinamento das sementes conforme o tipo de
preparo e/ou concentracdo da solucgéo.

Alguns procedimentos podem ser indicados
visando a penetracdo da solugao de tetrazolio nos
tecidos a serem avaliados, tais como a
escarificacdo (OLIVEIRA et al., 2005) e a retirada
do tegumento (FOGACA et al., 2006). Para
sementes de palmeiras, nas quais 0 eixo
embrionario é interno ao peciolo cotiledonar e tem
posicdo varidvel de acordo com a espécie
(OROZCO-SEGOVIA et al., 2003; HENDERSON,
2006), torna-se especialmente importante a
adequacdo do preparo da sementes. Em
sementes de E. edulis, o maior percentual de
viabilidade pelo teste de tetrazolio (64%) foi obtido
com o seccionamento longitudinal das sementes,
associado a concentracdo de 0,07% da solucdo
(Tabela 2), sendo semelhante (P<0,05) ao
percentual de sementes viaveis obtido pelo teste
de germinacdo. O maior percentual de viabilidade
obtido pelo método de seccionamento longitudinal,
na concentracdo de 0,07%, apresentou coeficiente
de correlacao significativo (r=98) com a viabilidade
observada pelo teste de germinacéo (Tabela 2). O
seccionamento longitudinal das sementes né&o
provocou danos aparentes ao embrido, sem
ocasionar prejuizos a interpretacao dos resultados
de viabilidade. Este método € indicado para
avaliagdo de outras espécies, como Ricinus
communis (GASPAR-OLIVEIRA et al.,, 2009) e
Eugenia pleurantha (MASETTO et al., 2009).

A imersdo das sementes em agua
previamente ao seccionamento longitudinal,
entretanto, apesar de ser utilizada para facilitar o
corte e possibilitar uma coloragdo mais nitida dos
tecidos em sementes de outras espécies
(OLIVEIRA et al., 2005; CORTE et al., 2010), ndo
foi favoravel para a avaliacao das sementes de E.
edulis, pois acarretou em reduzido percentual de
sementes viaveis.
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Figura 2 — Categorias de sementes de Euterpe edulis Martius submetidas ao teste de tetrazélio.
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Tabela 1 — Percentual de sementes viaveis e inviaveis de Euterpe edulis Martius em fungéo das categorias
observadas no teste de tetrazodlio, realizado através de diferentes tipos de preparo e de

concentracdes da solucao (0,07 e 0,1%).

) Concentracéo
Tipo de preparo

Viaveis (%) Inviaveis (%)

da solucao (%) 1 2 3 4 5
» 0,07 24 8 42 16 10
Escarificacdo
0,1 25 18 30 18 9
. 0,07 52 12 19 2 15
Seccionamento
0,1 28 16 36 15 5
) 0,07 21 1 55 10 13
Imerséo + seccionamento
0,1 35 14 19 18 13
CV (%) 2,1 1,3 1,9 1,6 1,3

Os resultados de viabilidade referem-se as categorias: embrido com coloragéo rosa e tecidos com aspecto
normal (1), eixo-embrionario normal e menos de 50% do cotilédone descolorido ou com coloragdo vermelho
intensa (2), mais de 50% do embrido descolorido na regido do cotilédone (3), mais de 50% do embrido com
coloracao vermelho intensa (4), embrido completamente descolorido (5).

Ambos o0s tratamentos, utilizando o
seccionamento  longitudinal das  sementes
abrangendo a regido do embrido (precedido ou
ndo de embebicdo em &agua por 18h, a 25 °C),
ocasionaram, para algumas sementes, aliberacéo

do embrido para a solugdo de tetrazélio. Esta
liberacdo pode ser desejada quando objetiva-se
avaliar apenas o embrido como em sementes de
Mauritia flexuosa, espécie da familia Arecaceae
(SPERA et al., 2001). Mas, em alguns casos, O
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seccionamento do embrido resultou na avaliagdo
de suas duas partes separadamente e, a fim de
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facilitar a avaliacao nestas condicdes, sugere-se a
utilizacdo de recipientes individuais.

Tabela 2 — Percentual de sementes vidveis obtido pelo teste de tetrazdlio e coeficientes de correlacéo (r)
entre os resultados do teste de germinacao e tetrazdlio em sementes de Euterpe edulis.

Viabilidade (%)

Tipo de preparo

Coeficiente de correlacao

0,07% 0,1% 0,07% 0,1%

Escarificacdo 32 Bb 43 Aa 0,91 0,78

Seccionamento 64 Aa 44 Ba 0,98 0,87

Imers&o + seccionamento 22 Bb 49 Aa 0,94 0,89
CV (%) 45 53

As letras referem-se ao teste de Tukey (P<0,05) e comparam: na linha, as concentracdes da solucédo

(maidsculas); na coluna, os tipos de preparo (mindsculas).

O método de preparo das sementes
através da escarificacdo com lixa na regidao do
embrido nao facilitou a penetracdo da solucdo de
tetrazdlio, ocasionando desuniformidade ou
auséncia de coloracdo nos tecidos vivos,
independente da concentracdo de solugéo
utilizada. Este método permitiu a exposicdo de
uma pequena regido da semente a solucdo de
tetrazolio, ndo sendo suficiente para a penetracao
da solucdo em funcdo da dureza e
impermeabilidade do tegumento, assim como
observado para o tegumento de Melanoxylon
brauna (CORTE et al., 2010).

Comparando-se as concentragbes da
solugdo de tetrazdlio utilizadas, observou-se que
a concentracdo de 0,07% favoreceu uma
coloracéo mais nitida dos embrides,
proporcionando uma economia no consumo do
sal, possibilitando a identificacdo de um maior
namero de sementes viaveis para o método de
preparo seccionamento longitudinal, em
comparacdo com a concentragcdo de 0,1%.
Apesar da concentracdo de 0,1% ser indicada
para sementes em que o embrido é seccionado
(GRABE, 1976), em sementes de E. edulis, tal
concentracao dificultou a avaliacdo da viabilidade
em funcdo da intensa coloracdo dos tecidos, a
gual pode ser indicativa de sementes com danos,
apodrecidas ou envelhecidas, sendo
classificadas, neste caso, como inviaveis.

Sendo que a andlise de viabilidade das
sementes esta condicionada a coloragao
visualizada associada ao aspecto dos tecidos,

levando em consideracdo a extensdo, a
coloracdo, a consisténcia e a localizacdo dos
possiveis danos, a concentracdo de 0,07%
proporcionou maior facilidade de analise,
diminuindo as margens de erro de interpretacao.
Além disso, os maiores coeficientes de correlacdo
entre os testes de germinacéo e tetrazélio foram
observados para a concentracdo de 0,07% em
sementes escarificadas (r=0,91), seccionadas
longitudinalmente (r=0,98) e imersas em agua
com posterior seccionamento (r=0,94). A
concentracdo de 0,1% a 30 °C foi eficiente para a
avaliacdo da Vviabilidade de sementes de
Anaderanthera peregrina (PINHO et al., 2011),
enguanto que, em sementes de Senna spp, O
teste de tetrazdlio na concentracdo de 0,075% a
35 °C apresentou melhores resultados
(FERREIRA et al, 2004). Portanto, a
concentracdo deve ser adequada conforme as
caracteristicas da espécie a ser avaliada.

O embrido de algumas espécies de
palmeiras é visivelmente dividido em duas regides.
Durante a realizacdo do teste, p6de-se perceber
uma diferenca de coloracdo entre as regibes do
embrido, sendo uma mais amarelada e outra mais
clara. Em embrides de Euterpe precatoria Martius,
Aguiar e Mendonca (2003) identificaram, por meio
de coloracdo, duas regides distintas, onde a
porcdo mais alargada é amarelo-esbranquicada na
regido proximal (em que esta localizado o eixo
embriondrio) e a por¢do mais estreita € mais clara,
de cor branca-pélida, correspondendo a regido
distal (que ira se transformar no haustorio durante
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a germinacdo). Tal diferenca de coloracdo foi
considerada na avaliacdo de viabilidade pelo teste
de tetrazdlio, sendo que as regides mais
amareladas nao necessariamente estavam
relacionadas a inviabilidade do tecido.

Conclusodes

Conclui-se que o teste de tetrazolio é
eficiente para estimar de forma rapida a
viabilidade das sementes de Euterpe edulis
Martius, quando realizado o preparo por meio de
seccionamento  longitudinal das sementes
abrangendo a regido do embrido, seguido da
imersao em 0,07% de solucédo de tetrazélio por 24
horas a 25 °C.
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