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Resumo — O objetivo deste trabalho foi estabelecer critérios para a aplicacdo do teste de tetrazélio em embrides
de macatba (Acrocomia aculeata). Para a elabora¢ao do esquema de avaliacdo, foram realizadas avaliagdes
anatomicas, identificacdo de padrdes de coloragdo por solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio a 0,5%
por quatro horas e cultivo in vitro de embrides. Em um experimento, foram avaliados trés periodos de pré-
condicionamento das sementes por imersdo em agua, por 12 e 24 horas, associados a duas temperaturas
de coloragdo, 35 e 40°C, em dois lotes de sementes além do controle sem pré-condicionamento. Em outro
experimento, foram testadas em trés lotes de sementes, trés concentracdes da solucdo de tetrazolio (0,5, 0,75
e 1%), associadas a dois tempos de coloracdo (duas e quatro horas). Utilizou-se o cultivo in vitro de embrides
para comparacao dos resultados. Um esquema de avaliacdo com dez padrdes de coloragdo, associados a trés
classes de vigor, foi definido com base na anatomia dos embrides e no desenvolvimento de plantulas in vitro. O
tratamento de pré-condicionamento em dgua ndo € necessario, e se deve aplicar o tempo de coloragdo de quatro
horas, em solucao de sal de tetrazodlio, a 0,5% e 35°C.

Termos para indexagdo: Acrocomia aculeata, 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio, cultivo in vitro de embrides.

Criteria for tetrazolium tests in the estimationof the germination
potential of macaw palm

Abstract — The objective of this study was to establish criteria for the tetrazolium test in embryos of macaw
palm (Acrocomia aculeata). To develop the evaluation scheme, anatomical analyses were performed, and
staining patterns were identified using a 0.5% 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride solution for four hours, and
embryo was cultured in vitro. In one experiment, three prior seed-soaking times in water (for 12 and 24 hours,
besides a control without seed pre-conditioning), associated with two color temperatures (35 and 40°C) in two
seed lots were evaluated. In another experiment, three concentrations of tetrazolium solution (0.5, 0.75 and
1%), associated with two staining times (two and four hours), were tested in three seed lots. In vitro embryo
culture was used to compare the results. An evaluation scheme, with ten staining patterns associated with three
classes of vigor, was defined, based on the anatomy of the embryo and on the in vitro seedling development.
Pre-soaking is not necessary, and staining for four hours in a solution of tetrazolium salt, at 0.5% and 35°C,
should be used.

Index terms: Acrocomia aculeata, 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride, in vitro embryo culture.

Introduciao

A palmeira macauba [Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex. Mart.] ¢ apontada como uma das principais
alternativas, entre as oleaginosas brasileiras, para a
produgdo de biocombustiveis, por sua produtividade e
resisténcia a seca (Hiane et al., 2005; Teixeira, 2005;
Bandeira, 2008). Porém, a implantagdo de cultivos

comerciais ¢ dificultada pela pronunciada dorméncia
das sementes (Teixeira, 2005; Bandeira, 2008) que,
pelo elevado teor de 6leo (Hiane et al., 2005), sdo
também susceptiveis a deterioragao (Bewley & Black,
1994; Marcos Filho, 2005). Estudos sobre métodos de
avaliacdo da qualidade da semente de macatiba podem
contribuir para o avango do conhecimento necessario a
domesticacao da espécie.
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O teste de tetrazolio é um dos principais métodos
de avaliagdo da qualidade de sementes (Brasil, 1992;
Association of Official Seed Analysts, 2002; Marcos
Filho, 2005) e tem sido amplamente utilizado em razao
de sua rapidez, precisao, baixo custo e possibilidade de
estimativa do vigor (Franga Neto et al., 2000; Marcos
Filho, 2005). O método baseia-se na diferenciacdo entre
tecidos vivos e mortos, pela coloragdo avermelhada
do trifenilformazan formado em tecidos vivos, em
consequéncia da reducdo do sal 2,3,5-trifenil cloreto
de tetrazolio, pela atividade de enzimas desidrogenases
(Lakon, 1949; Brasil, 1992; Franca Neto et al., 2000).

O teste de tetrazdlio ¢ especialmente util na
estimativa da viabilidade de sementes que apresentam
dorméncia ou germinacdo lenta (Franca Neto et al.,
2000; Wood et al., 2005). Neste caso, sdo necessarios
testes prévios, que relacionem o padriao de coloragdo
ao potencial de germinacdo (Wood et al., 2005).
Spera et al. (2001) utilizaram a germinag@o in vitro
de embrides, como meio de avaliar a eficiéncia e
estabelecer o padrao de coloracdo para o teste de
tetrazdlio para o buriti (Mauritia flexuosa L.). Essa
estratégia pode ser utilizada para a macauba, uma vez
que Bandeira (2008) verificou que embrides da espécie
germinam com facilidade, quando cultivados in vitro,
a despeito da dorméncia das sementes.

Para aadequacgdo da metodologia do teste de tetrazolio
para novas espécies, além da defini¢dao da concentragao
da solugdo, do tempo de exposi¢do e da temperatura
(Brasil, 1992; Franga Neto et al., 2000; Bhering et al.,
2005), outros aspectos devem ser considerados. Como
o principal objetivo do teste ¢ verificar a condigdo
fisiolégica de estruturas essenciais a germinacao
(Lakon, 1949), o conhecimento da anatomia do embrido
¢ imprescindivel (Franca Neto et al., 2000; Marcos
Filho, 2005). Essa situacdo ¢ particularmente importante
para palmeiras, nas quais o eixo embriondrio ¢ interno
ao peciolo cotiledonar e tem posigdo variavel de acordo
com a espécie (Orozco-Segovia et al., 2003; Henderson,
2006). Wood et al. (2005) verificaram peculiaridades no
padrdo de coloragao em sementes oleaginosas em que a
difusdo da solugdo ou a coloragao pode ser dificultada;
nesse caso, sdo necessarios padrdes de coloragdao
especificos. Hiane et al. (2005) constataram teores de
6leo de 52,9% em sementes de macauba, o que indica
a necessidade da adequagdo da metodologia para a
espécie. Outro aspecto a ser considerado ¢ a avaliagdo
da necessidade de pré-condicionamento por imersao em
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agua, proposto para sementes de varias espécies (Brasil,
1992; Association of Official Seed Analysts, 2002,
2005), e que pode favorecer a ativagdo enzimatica, a
difusdo da solugdo e a exposi¢do do embrido (Brasil,
1992; Costa & Marcos Filho, 1994; Barros et al., 2005;
Bhering et al., 2005).

No Brasil, alguns trabalhos tém sido realizados com
o teste de tetrazolio em palmeiras (Ferreira & Sader,
1987; Lin, 1988; Fernandes et al., 2007), embora apenas
Spera et al. (2001) tenham reportado o uso de técnicas
para avaliar a eficiéncia do teste. Além disso, das regras
oficiais brasileiras (Brasil, 1992), constam somente
recomendagOes para o agaizeiro (Euterpe edulis Mart.).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer critérios
para a aplicagdo do teste de tetrazolio em macauba, por
meio da elaboracdo de um esquema de avaliagdo de
resultados e pela definicdo de valores para as variaveis
da metodologia.

Material e Métodos

Inicialmente, foram realizadas avaliagOes anatomicas
em embrides de macaiba, para localizar as regides
essenciais a germinagdo, as quais deverdo ser destacadas
pelo teste de tetrazolio. Para tanto, apos abscisdo, foram
coletados frutos, em cinco plantas de populagao natural no
Municipio de Montes Claros, MG, em margo de 2009, e
as sementes foram retiradas dos frutos. Para a observagao
em microscopio, dez embrides foram isolados com auxilio
de estilete, fixados em FAA 50 (formalina, acido acético,
alcool etilico), desidratados em série etilica e incluidos
em parafina, tendo-se usado butanol como solvente
(Johansen, 1940). Cinco embrides foram seccionados
transversalmente e cinco longitudinalmente, em
microtomo rotativo, com 6 pm de espessura. As secgoes
seriadas foram coradas com azul de toluidina a 0,05%,
pH 4,7 (O’Brien et al., 1964) e montadas em Permount.
As secgoes foram observadas em microscopio Optico
Ken Avision TT-1500 e fotografadas com camera digital
Cannon A-620 acoplada.

Para a identificagdo dos padrdes de coloracdo dos
embrides expostos ao sal de tetrazdlio, utilizaram-se
trés lotes de frutos, provenientes de trés populagdes
naturais de macauba do Municipio de Montes Claros,
com dois, cinco e oito meses de armazenamento.
A umidade dos lotes foi determinada pelo método
da estufa, com secagem de cinco repeticdes de dez
sementes a 105°C, por 24 horas (Brasil, 1992), e foi



Critérios para o teste de tetrazdlio em macauba 363

utilizada para referéncia aos lotes. As sementes foram
retiradas dos frutos, e 50 embrides provenientes de cada
lote foram isolados e submetidos a coloragdo pelo sal de
tetrazélio. Com base nas informagdes para o agaizeiro
(Brasil, 1992) e para o coquinho-azedo — Butia capitata
(Mart.) Becc. (Fernandes et al., 2007), procedeu-se
a imersdo de cinco repetigoes de dez embrides, sem
pré-condicionamento, em béquer com capacidade
de 20 mL, com 10 mL de solugdo de 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio, a 0,5%, com pH 7,1, por quatro
horas, na auséncia de luz e a temperatura de 35°C em
germinador. Apds este periodo, os embrides foram
lavados em agua destilada e avaliados individualmente
em estereomicroscopio com iluminacao fluorescente,
tendo-se verificado a ocorréncia e intensidade da
coloragao das estruturas do embrido, e tendo-se descrito
os padrodes observados.

Com a finalidade de associar padroes de coloracao
dos embrides as classes de vigor, realizou-se o cultivo
in vitro de embrides, e as plantulas obtidas foram
classificadas conforme o estddio de desenvolvimento.
Para isso, 50 embrides de cada lote foram destinados
ao cultivo in vitro, a partir de protocolo adaptado de
Bandeira (2008). As sementes foram extraidas dos frutos
com auxilio de torno manual de bancada, e os embrides
foram isolados com auxilio de estilete e dispostos
em solucdo de 100 ppm de acido ascorbico. Apds a
desinfestacdo em solu¢ao de cloro, a 0,25%, por 10 min,
em condicdes assépticas, em camara de fluxo laminar,
os embrides foram colocados em tubos de ensaio de
12x1 ¢cm de dimensdes, com 2 mL do meio previamente
autoclavado a 121°C por 20 min: sais MS, em 75% da
concentragao original; 0,4 mg L' de tiamina; 1 mg L' de
piridoxina; 0,5 mg L' de 4cido nicotinico; 100 mg L' de
mioinositol; 0,5 g L' de caseina hidrolizada; 3 g L' de
carvao ativado; 30 g L' de sacarose; 6 g L' de agar; com
pH ajustado para 5,7. Os embrides foram mantidos em
germinador na auséncia de luz, a temperatura de 30°C.
Ap0s 30 dias de cultivo, as plantulas foram retiradas dos
tubos, avaliadas visualmente e agrupadas em estadios de
desenvolvimento, conforme Henderson (2006).

A partir da determinagdo de areas essenciais
a germinacdo, pelas avaliagdes anatomicas ¢ de
informacgdes da literatura (Brasil, 1992; Franca
Neto et al., 2000; Spera et al., 2001; Association of
Official Seed Analysts, 2002, 2005), foi proposto um
esquema de avaliacdo pela associagdo dos padroes de
coloracdo a classes de vigor, estimadas pelos estadios

de desenvolvimento das plantulas cultivadas in vitro.
Experimentos, descritos a seguir, foram estabelecidos
para verificar a adequacdo do esquema de avaliagdo e
definir valores para as variaveis da metodologia.

Para avaliar o efeito do pré-condicionamento — por
imersdo das sementes em dgua — ¢ o da temperatura
utilizada durante a coloragdo, utilizaram-se dois
lotes de frutos, provenientes de duas populacdes
naturais de macauba do Municipio de Montes Claros,
armazenadas por cinco e oito meses. Primeiramente,
determinou-se a umidade das sementes (Brasil, 1992),
e o teste de tetrazolio foi executado conforme descrito
anteriormente, tendo-se avaliado os tratamentos
tempo de pré-condicionamento em agua em 12 e 24
horas, mais o controle sem prévia imersdo, associados
a duas temperaturas durante a coloragdo — 35 ¢
40°C. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial com 3
tempos de pré-condicionamento e 2 temperaturas de
coloragdo, com cinco repeti¢cdes de dez embrides cada.
Paralelamente, foi realizada a cultura de embrides,
como descrito anteriormente, com cinco repeticdes de
dez embrides provenientes de cada lote.

Para a avaliagdo do esquema de determinagdo
proposto, calculou-se, em cada repeti¢cdo, o nimero de
embrides pertencentes a cada classe. Os dados foram
convertidos em percentual e transformados em arco
seno (x/100)%3. Utilizou-se analise de variancia, para
se verificar o efeito dos tratamentos sobre o percentual
de embrides viaveis e vigorosos. Quando constatadas
diferencas significativas, pelo teste F, utilizou-se o teste
de Tukey a 5% de probabilidade, para comparagdo
das médias. Na avaliagdo da cultura de embrides, em
cada repeticao, determinou-se o numero de plantulas
em diferentes estadios de desenvolvimento e, a partir
dai, estimou-se o percentual de embrides pertencentes
as classes de vigor. Para comparagdo dos resultados de
cada tratamento do teste de tetrazolio, em relagao aos
da cultura in vitro dos embrides, utilizou-se o teste qui-
quadrado a 5% de probabilidade.

Outro experimento foi realizado com objetivo
de avaliar o efeito da concentracdo da solucdo de
tetrazolio e do tempo de coloracdo. Utilizaram-se
trés lotes de frutos, provenientes de trés populagdes
naturais de macauba do Municipio de Montes Claros,
com dois, cinco e oito meses de armazenamento, €
determinou-se a umidade das sementes. Cinquenta
embrides provenientes de cada um dos trés lotes
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foram retirados e submetidos ao teste de tetrazdlio,
segundo a metodologia descrita anteriormente.
Testaram-se dois tempos de coloracdo, duas e quatro
horas, associados a trés concentragdes da solucdo de
tetrazolio — 0,5, 0,75 e 1,0% —, a temperatura de 35 °C
durante a coloragdo. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial constituido por 2 tempos de coloragdo e 3
concentracdes da solucdo de tetrazolio, com cinco
repetigoes de dez embrides. Em seguida, cinco
repeti¢oes de dez embrides, de cada um dos lotes, foram
cultivadas in vitro, conforme metodologia e critérios
de avaliagdo descritos anteriormente. As avaliagoes e
a analise estatistica foram realizadas como no primeiro
experimento. As analises foram feitas com o uso de
programa do SAS Institute (1990).

Resultados e Discussao

O embrido da macauba tem forma de clava,
com duas regides distintas: a proximal, localizada
perifericamente em relacdo a semente (Figura 1 A),
que corresponde ao peciolo cotiledonar; e a distal, em
forma de bojo, que € o limbo cotiledonar ou haustorio
(Figura 1 A e B). O eixo embrionario est4 inserido
em uma cavidade, no ter¢o proximal do peciolo
cotiledonar, com alinhamento obliquo em relagédo
ao restante do embrido (Figura 1 C e D). Os tecidos
meristematicos primarios, protoderme, meristema
fundamental e procadmbio sdo observados (Figura 1 E,
F e G), em disposi¢do caracteristica. Alguns corddes
procambiais partem do eixo embrionario e circundam
a plumula, enquanto outros corddes vascularizam a
regidodistal do cotilédone, dispostos mais internamente,
na regido mediana do peciolo (Figura 1 C, D e F),
e perifericamente no haustoério (Figura 1 C, D e G).
As células da protoderme formam invaginacdes
evidentes no haustorio (Figura 1 B, C, D e G).
A estrutura do embrido de macauba acompanha
o padrdo geral, observado em outras palmeiras
(Panza et al., 2004; Henderson, 2006), em que
sdo peculiares a forma de bojo e as pronunciadas
invagina¢des do haustorio.

A localizagdo interna do eixo embrionario dificulta a
avaliacdo dos resultados do teste de tetrazolio. A sec¢ao
do embrido para exposicdo do eixo embrionario e sua
visualizacdo em estereomicroscopio mostraram-se pouco
praticas, pelas dificuldades para defini¢do do plano de corte
adequado. Assim, o padrao de avaliagdo foi elaborado a

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.4, p.361-368, abr. 2010

partir da divisdo do embrido em trés regides: proximal do
peciolo, onde se localiza o eixo embrionario, mediana do
peciolo e haustorio (Figura 1 D).

A auséncia de consideracOes sobre a anatomia do
embrido de palmeiras pode ocasionar numerosos erros
na interpretacao do teste de tetrazolio. As Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992) recomendam que,
na avaliagdo do teste de tetrazdlio em embrides de
agaizeiro, seja considerada a coloragdo de estruturas
meristematicas da raiz e da parte aérea, sem o corte
do embrido. No entanto, esta pratica nao é aplicavel,
uma vez que essas estruturas sao internas e visiveis
apenas a partir de sec¢des anatomicas (Panza et al.,
2004).

A observagao dos embrides de macatba submetidos
a coloragdo permitiu a identificagdo de dez padrdes
principais de coloracdo, e a avaliacdo das plantulas
produzidas pela germinag¢do in vitro resultou na
identificacdo de trés estadios de desenvolvimento. A
partir destas informacdes e da avaliacdo anatomica,
propos-se um esquema de avaliagdo com trés classes
de vigor (Tabela 1), conforme sugerido pela AOSA
(Association of Official Seed Analysts, 2002, 2005;
Marcos Filho, 2005). Em relagdo ao desenvolvimento
da plantula, foram considerados: a) vigorosos aqueles
embrides com capacidade de originar plantulas com
raizes e bainhas foliares desenvolvidas (classe 1); b)
embrides viaveis, aqueles com alto ou baixo vigor
(classes 1 e 2), os quais mostraram capacidade de
alongamento do eixo embrionario (Bewley & Black,
1994) e originaram plantulas com raiz ou plantulas
mais desenvolvidas; ¢) invidveis, os embrides mortos
ou incapazes de originar plantulas com raiz (classe3).

Pelos padrdes de coloragdao, foram considerados
vigorosos os embrides que apresentaram coloragdo
uniforme (Tabela 1), com a ocorréncia de areas sem
coloragdo, associadas a perda de vigor (Lakon, 1949;
Brasil, 1992; Franca Neto et al., 2000; Association of
Official Seed Analysts, 2002, 2005). Para determinar
a viabilidade do embrido, considerou-se essencial a
coloracdo da regido proximal do peciolo, em razao
da localizagdo do eixo embrionario. Admitiram-se
como viaveis os embrides com areas sem coloragao,
desde que restritas a regido mediana do peciolo e ao
haustoério, conforme critérios de avaliagdo relatados na
literatura quanto a outras espécies. Estas consideragdes
basearam-se no fato de que, nestas regides, os corddes
procambiais apresentam distribui¢do mais ampla
(Figura 1 F e G) do que na proximal, de modo que os
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1 mm

4 mm

Figura 1. Estrutura do embrido de macatba: Embrido inserido na semente (A);
Regides morfologicas do embrido (B); Secgdo longitudinal do embrido, destacando-
se a cavidade cotiledonar, o eixo embrionario ¢ as alturas aproximadas das secgdes
transversais E, F e G, indicadas pelas setas (C); Sec¢ao longitudinal, com evidéncia
das regides do embrido, especialmente o eixo embriondario (seta) e distribuicdo dos
corddes procambiais (em tracejado) (D); Secgdes transversais da regido proximal
do peciolo (E), regido mediana do peciolo (F) e haustorio (G), em que se destaca
a posi¢cdo dos corddes procambiais (setas). Na estrutura destacam-se: cc, cavidade
cotiledonar; ed, endosperma; ei, eixo embriondrio; em, embrido; ha, haustorio; mf,
meristema fundamental; pd, protoderme; pp, regido proximal do peciolo; pm, regido

mediana do peciolo; te, tegumento.

possiveis danos localizados, que poderiam prejudicar a
translocagao de substancias, podem ser compensados,
ao menos parcialmente, pelos feixes vasculares que
serdo diferenciados pelos outros corddes. Do mesmo
modo, os efeitos de danos localizados na regidao
periférica do haustorio, que tem a fungdo de absorver
reservas do endosperma (Panza et al., 2004; Henderson,
2006), podem ser compensados pela atividade de
outras regides da mesma estrutura. Quanto as sementes

de varios géneros de Poaceae, a Association of Official
Seed Analysts (2002) admitiu como viaveis embrides
com até um ter¢o da folha cotiledonar sem coloragao.
Spera et al. (2001) analisaram o buriti e consideraram
viaveis os embrides que apresentaram até a metade
do haustorio sem coloracdo, enquanto as Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992) admitem como
viaveis os embrides de agaizeiro com cotilédones
parcialmente descoloridos.
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Observou-se que 71% dos embrides de macatba
estavam parcial ou totalmente corados de rosa.
Wood et al. (2005) afirmaram que a predominancia
da coloragdo rosada no teste de tetrazdlio é comum
em espécies oleaginosas, em razdo das dificuldades
para a difusdo da solugdo ou para o estabelecimento
da coloracdo, o que foi também observado em
sementes oleaginosas de outros grupos, como a
castanheira-do-para, Bertholletia excelsa Humb.
& Bompl. (Camargo et al.,, 1997). Lin (1988)
trabalhou com o agaizeiro e considerou inviaveis
embrides corados de rosa, o que nao se mostrou
apropriado para explicar os resultados dos testes de
germinagao.

Os resultados do teste de tetrazolio e da cultura de
embrides e o pré-condicionamento por imersdo em
agua e a temperatura de incubagdo ndo apresentaram
diferencasestatisticas(Tabela2)quantoaviabilidade
ou vigor, o que indica que o esquema de avaliacdo
mostrou-se adequado. De acordo com as Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992), tanto o teste
de tetrazolio quanto o padrdo de desenvolvimento
de embrides isolados podem ser utilizados como
indicadores de viabilidade. No entanto, trabalhos
com diferentes espécies demonstraram a existéncia
de correlagdo significativa entre os resultados do

teste de tetrazdlio e de testes de germinagdo e vigor
(Spera et al., 2001; Barros et al., 2005; Bhering
et al., 2005; Fogaca et al., 2006; Oliveira et al.,
2006). No presente trabalho, ndo houve efeito dos
tratamentos de pré-condicionamento e temperatura
de incubacdo sobre a coloracdo obtida com
tetrazolio. Costa & Marcos Filho (1994) afirmaram
que a embebi¢do prévia das sementes de soja pode
favorecer a ativagdo enzimatica e a penetragao
do tetrazodlio. No presente trabalho, a exposigao
direta dos embrides a solucdo foi suficiente para
realizacdo do teste sem pré-condicionamento, o
que também ocorre com o agaizeiro (Brasil, 1992).
Embora Marcos Filho (2005) e Wood et al. (2005)
tenham sugerido que temperaturas de incubagdo
mais altas podem favorecer a coloragao de sementes
oleaginosas, isto ndo foi observado nos embrides
de macatba.

Os experimentos sobre a concentracdo da solugao
de tetrazdlio e o tempo de coloragdo evidenciaram
efeitos dos tratamentos apenas no percentual de
embrides vigorosos, no lote com teor de umidade de
7,9% (Tabela 3). Neste lote, o tempo de duas horas
foi suficiente para o desenvolvimento de coloragédo
que permitiu a identificagdo dos embrides viaveis,
mas insuficiente para permitir a distingdo entre

Tabela 1. Padroes de colorag@o de embrides de macatba, observados no teste de tetrazolio, e classes de vigor correspondentes
associadas ao grau de desenvolvimento de plantulas de macauba, cultivadas in vitro.

Padrao de coloragao Classe Vigor Grau de desenvolvimento

‘ Vermelho
n i . | Alto Plantula com raizes e

-f _ Vermelho no peciolo e rosa no haustorio bainhas foliares
‘ Rosa
‘ Vermelho ou rosa. Areas sem coloragio em até 30% do haustério
m Vermelho ou rosa. Areas sem coloragio em até 20% da regido . R .

mediana do peciolo 2 Baixo Plantula com raiz
w Vermelho ou rosa. Areas sem coloragdo em até 20% da regido

mediana do peciolo e do haustorio
ﬂ Mais de 30% do haustorio sem coloragao

Peciolo alongado ou sem
_ Areas sem coloracdo na regido proximal do peciolo 3 Inviavel desenvolvimento
a Mais de 20% do peciolo sem coloragdo
. Embria

tﬁ Embrido sem coloragdo 3 Morto mbrido sem

desenvolvimento
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Tabela 2. Percentuais médios de embrides de macatba
viaveis e vigorosos, determinados pelo teste de tetrazolio,
em diferentes tempos de pré-condiconamento e temperaturas
de coloragao, e pela cultura in vitro dos embrides, em lotes
de sementes com diferentes teores de agua®®.

8,9% 11,2%
Viaveis Vigorosos

Tempo (h) Temperatura (°C) Vidveis Vigorosos

Teste de tetrazolio

0 35 82 58 90 80
12 35 86 62 92 80
24 35 86 58 86 74

0 40 78 58 92 78
12 40 82 54 90 76
24 40 84 60 90 74

Cultura de embrides
86 66 90 84

(UNdo foram constatadas diferencas significativas entre os
tratamentos referentes ao teste de tetrazolio ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey. Nado foram observadas
diferencas significativas entre os resultados de cada tratamento do
teste de tetrazdlio em relagdo aos resultados da cultura de embrido
pelo teste Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade.

as classes de alto e baixo vigor, o que ocasionou
resultados discrepantes em relagdo a cultura in vitro
dos embrides. Este resultado ndo foi observado
nos outros lotes, possivelmente em razdo da maior
facilidade de coloracdo associada a maior atividade
metabodlica dos embrides. Todas as concentragdes
mostraram-se adequadas, quando a coloracdo
foi realizada por quatro horas; ndo foi observada
divergéncia estatistica em relacdo aos resultados
da cultura de embrido ou entre os tratamentos entre
si. Estes resultados estdo condizentes com outros
trabalhos sobre embrides de palmeiras (Ferreira
& Sader, 1987; Fernandes et al., 2007; Spera
et al., 2001). Considerando-se haver interesse na
economia da solucdo, os dados aqui obtidos indicam
que a concentragao de 0,5% de sal de tetrazdlio, por
periodo de quatro horas de coloragdo para embrides
de macauba, sem necessidade de tratamentos prévios,
¢ adequada.

Tabela 3. Percentuais médios de embrides de macauba viaveis e vigorosos, determinados pelo teste de tetrazolio em diferentes
concentragdes e tempos de coloracdo, e pela cultura in vitro de embrides, em lotes de sementes com diferentes teores de

agua®,
Tempo (h) Concentracao (%) — 7% - — 1.0% - - ,20’4% -
Viaveis Vigorosos Viaveis Vigorosos Viaveis Vigorosos
Teste de tetrazolio
2 0,50 58 12bB 82 62 94 84
2 0,75 66 16bB 80 62 96 86
2 1,00 66 18bB 84 66 100 84
4 0,50 70 38aA 88 72 100 86
4 0,75 72 40aA 86 70 98 88
4 1,00 68 40aA 86 74 96 90
Cultura de embrides
68 38A 80 68 96 82

(DMédias seguidas de letras mintisculas diferentes, entre os tratamentos do teste de tetrazolio, diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes do tratamento do teste de tetrazolio, em relagdo as da cultura in vitro dos
embrides, diferem entre si, pelo teste qui-quadrado a 5% de probabilidade.

Conclusoes

1. O esquema de avaliacdo proposto para o teste de
tetrazolio, com dez padrdes de coloracdo e trés classes
de vigor, ¢ adequado para a avaliacdo de embrides de
macauba.

2. O teste de tetrazdlio pode ser aplicado em
embrides de macauba, sem pré-condicionamento por

imersdao em agua, pelo periodo de coloracdo de quatro
horas, em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio
a0,5% e a 35°C.
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