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O caiaué (Elaeis oleifera (Kunch)
Cortés) & uma palmeira oleaginosa in-
cipientemente domesticada, nativa das
Américas do Sul e Central (Clement,
1999; Rios et al., 2015). Populagdes
tradicionais das Américas Central e do
Sul utilizam o 6leo extraido da polpa dos
frutos do caiaué para alimentagdo hu-
mana, tratamento de pele e de cabelo;
a polpa dos frutos € usada na producéao
de mingau, e os residuos, como fonte
de alimento para criagdo de porcos
(Patifno, 2002; Munguia; Collins, 2006).
Verifica-se ainda o uso da planta na ar-
borizacéo e paisagismo urbano (Lima et
al., 2017b).

Além da importancia que a espécie
possui para populagdes tradicionais,
0 caiaué é utilizado em praticamente
todos os programas de melhoramento
genético da palma de déleo (E. guineen-
sis Jacq.) existentes na América Latina,

principalmente devido a resisténcia que
apresenta a anomalia denominada ama-
relecimento fatal (AF), a qual a palma de
6leo é suscetivel. Cultivares hibridas in-
terespecificas entre o caiaué e a palma
de dleo (HIE OxG) sao indicadas como
a Unica alternativa para o cultivo da
palma de 6leo em areas de ocorréncia
do AF. No Brasil, o programa de me-
Ihoramento genético da palma de dleo
desenvolvido pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
langou em 2009 a primeira cultivar HIE
OxG (Cunha; Lopes, 2010), e avangos
tém sido obtidos no melhoramento inte-
respecifico entre o caiaué e a palma de
6leo (Gomes Junior et al., 2019). Além
da resisténcia ao AF, o caiaué apresenta
6leo mais insaturado, com menor acidez
e maior conteudo de vitaminas e antio-
xidantes, menor crescimento em altura
e resisténcia a diversas pragas e doen-
¢as, por isso € uma espécie de grande



importancia para o melhoramento gené-
tico da palma de dleo.

A propagacgao do caiaué é realizada
por sementes, que, assim como as se-
mentes das demais espécies do género
Elaeis, sao classificadas como interme-
diarias: quando submetidas ao armaze-
namento, suportam desidratagéo parcial
e podem ser armazenadas (Kumar et al.,
2015). Contudo, mesmo em condicdes
adequadas de armazenamento, ocorre
perda progressiva de viabilidade e vigor
das sementes e, geralmente, além de
nao se obter niveis satisfatérios de ger-
minagao apds 20 meses, pode ocorrer
aumento do percentual de sementes
com germinagdo anormal, improprias
para o plantio (Corrado; Wuidart, 1990;
Durand-Gasselin et al., 2000; Karneta
et al.,, 2017). Outra caracteristica das
sementes do género Elaeis é a dormén-
cia, que tem origens fisica e fisiologica
(Norsazwan et al.,, 2016; Cui et al.,
2020). Para superagdo da dorméncia
de sementes do género Elaeis utiliza-se
tratamento térmico, mantendo-as em
temperatura de 39 °C + 2 °C (Corrado;
Wuidart, 1990) por periodos que depen-
dem da espécie e do gendtipo (Green et
al., 2013; Lima et al., 2017a). Para su-
peracado da dorméncia de sementes de
caiaué, Lima et al. (2017b) recomendam
ajustar o grau de umidade das sementes
para o intervalo de 20% a 23% e trata-
mento térmico durante 75 dias a 39 °C
*+ 2 °C, condi¢gdes em que sdo obtidas
taxas de germinacéo superiores a 70%.

A duracéo total do processo de su-
peragdo de dorméncia e germinagao

das sementes de caiaué é de aproxima-
damente 4 meses (Lima et al., 2017b).
O tratamento térmico por 75 dias com
temperatura de 39 °C £ 2 °C constante
representa consideravel consumo de
energia, portanto custo. Também é ne-
cessario realizar revisdes semanais dos
lotes para troca de ar dos sacos em que
as sementes sdo mantidas e, no caso de
incidéncia de fungos, realizar tratamento
das sementes, o que demanda mao de
obra permanente, condi¢gdes que tornam
0 processo, além de demorado, onero-
so. Além disso, em qualquer situagao
na qual as sementes precisem ser ar-
mazenadas para germinagao posterior,
que ndo seja a curto prazo, € necessario
monitorar a viabilidade para evitar a per-
da delas. Diante do exposto, antes de
submeter as sementes ao processo de
superacao de dorméncia e germinacéo,
€ importante saber se elas apresentam
viabilidade satisfatéria para evitar dis-
péndio de recursos e tempo com lotes
de sementes inviaveis ou com baixa
viabilidade.

Para determinar o vigor e a viabi-
lidade das sementes, particularmente
daquelas que apresentam dorméncia,
recalcitrancia e as que germinam lenta-
mente em testes de rotina, € de amplo
uso o teste do tetrazdlio (Brasil, 2009).
Esse teste ja foi aperfeigoado para
analise da viabilidade de sementes de
diversas palmeiras, incluindo a analise
da viabilidade de embrides de palma de
Oleo (Green et al., 2016), procedimento
que foi validado para analise da viabili-
dade de embrides de caiaué (Silva et al.,
2020). O teste do tetrazolio é baseado



em uma reagao bioquimica que s6 ocor-
re quando os tecidos estédo respirando,
€ a partir da reducgéao do sal de tetrazélio
produz-se um composto vermelho, es-
tavel e nao difusivel que colore de ver-
melho os tecidos vivos. Como vantagem
do teste do tetrazolio podemos destacar
a rapidez dos resultados, que para em-
brides de caiaué podem ser obtidos em
menos de 48 horas.

Apesar de ser um teste rapido, rela-
tivamente simples e de baixo custo, o
teste do tetrazdlio fornece apenas uma
indicacao indireta do potencial de germi-
nacao das sementes, pois a viabilidade é
inferida pela verificagédo de tecidos vivos,
identificados por uma reagao bioquimica
que indica que os tecidos estao respi-
rando. Em algumas situagdes, condi-
¢oes fisioldgicas, sanitarias ou genéticas
podem limitar a germinagao de embrides
identificados como viaveis pelo teste do
tetrazolio, como verificado em sementes
de forrageiras (Ragonha et al., 2018).
Outra forma de analisar a viabilidade de
sementes de caiaué é pela germinagéao
dos embrides in vitro, obtendo-se, nesse
caso, estimativa direta do potencial de
germinagao dos lotes de sementes. No
cultivo do embrido in vitro sao fornecidas
condicdes 6timas para germinacgéo, que
ocorre sem a necessidade de tratamen-
to para superagao de dorméncia. A taxa
de germinacgao verificada para embrides
cultivados in vitro s6 nao sera atingida
pelo lote original de sementes pelo
método convencional se as condigcbes
adequadas de superagao de dorméncia
e germinagao nao forem asseguradas,
por exemplo, ajuste do grau de umidade

da semente antes e apds o tratamento
térmico, tempo e temperatura do trata-
mento térmico, temperatura na germina-
¢ao, incidéncia de pragas ou fungos no
lote original apds a retirada da amostra
analisada, etc. Estudos sobre germina-
¢ao de embrides de caiaué in vitro, utili-
zando diferentes composi¢cdes de meios
de cultura e gendtipos, indicaram que é
possivel em curto periodo, aproximada-
mente 15 dias, verificar a germinagao
dos embrides, pois nesse periodo ja &
possivel observar o crescimento e a
diferenciagdo das partes aéreas e radi-
cular (Silva et al., 2019, 2020).

Neste documento sdo descritas me-
todologias para obter estimativas do po-
tencial de germinacdo de sementes de
caiaué utilizando o teste do tetrazdélio e a
germinagao de embrides in vitro. Os tes-
tes podem ser aplicados em diferentes
situagdes, como: avaliagao do potencial
de germinacdo de lotes de sementes
que passaram por periodo de armaze-
namento e antes de submeté-las aos
processos de superagao de dorméncia e
germinagao, neste caso com objetivo de
descartar lotes inviaveis ou com baixa
viabilidade, economizando recursos e
tempo; durante o armazenamento, para
monitorar a perda de viabilidade das
sementes ao longo do tempo e definir
o0 tempo maximo para armazenamento;
na analise da viabilidade de lotes de
sementes recebidos por intercambio de
germoplasma; na analise da viabilidade
ou compatibilidade de cruzamentos
especificos em programas de melho-
ramento; apos o tratamento térmico
se as sementes ndo germinaram e for



necessario verificar se estdo inviaveis
OuU se nao germinaram por nao terem
sido atendidas as condi¢cées necessa-
rias para superagdo da dorméncia e
germinacao, entre outras aplicagoes.

Amostragem para
analise de viabilidade
de lotes de sementes

As sementes de caiaué geralmente
sdo armazenadas em lotes compos-
tos por sementes de um Unico cacho,
0s quais apresentam numero meédio
de aproximadamente 500 sementes
(Gomes Junior et al.,, 2019). Nessas
condigdes, para as analises de viabili-
dade recomenda-se a amostragem de
10% das sementes do lote, com meta-
de da amostra analisada pelo teste do
tetrazolio e metade pelo teste da germi-
nagao de embrides in vitro, ou seja, 25
embrides para o teste do tetrazélio e 25
embrides para germinacao in vitro. No
caso de lotes com numero muito supe-
rior a 500 sementes, para assegurar a
representatividade dos lotes, deve-se
aumentar proporcionalmente o tamanho
da amostra.

Extracdo dos
embrides

Para extracao dos embribes, com
0 auxilio de um martelo e uma base
de ferro, realiza-se primeiro a quebra
do endocarpo do diasporo (Figura 1A),

permanecendo o endosperma (amén-
doa) com o embrido, que em seguida
€ extraido com auxilio de uma pinga
(Figura 1). Embrides que forem danifi-
cados durante o processo de extracao
devem ser descartados e substituidos,
e a amostra composta apenas por em-
brides integros. O mesmo processo de
extragao dos embrides € utilizado para o
teste do tetrazdlio e para a germinacéo
in vitro. No entanto, para este ultimo,
uma etapa de assepsia da semente é
realizada antes da extragdo do embrido,
para evitar a contaminagdo in vitro,
conforme descrito no item referente a
germinacao in vitro.

Teste do tetrazdlio

Para o teste do tetrazdlio em embri-
Oes de caiaué sao utilizadas as mesmas
recomendagdes de Green et al. (2016)
para embrides de dendezeiro, que con-
sistem em duas etapas: pré-condiciona-
mento dos embrides e exposi¢cao desses
embrides a solugéo do sal de tetrazdlio.

Na primeira etapa os embrides séo
colocados sobre papel germitest umede-
cido com agua destilada, na proporgao
de 2,5 vezes o peso seco do papel
(Figura 2A). Ap6s depositar os embrides
sobre o papel, este deve ser dobrado
embalando-os de forma que fiquem
protegidos e ndo saiam do papel ume-
decido. Em seguida, as amostras emba-
ladas em papel umedecido devem ser
colocadas no interior de um saco plastico
transparente, que deve ser fechado com



ar dentro formando uma camara Umida
(Figura 2B). O pré-condicionamento é
realizado mantendo o saco plastico com

Fotos: Pamela Keiko Harada

as amostras embaladas em papel ume-
decido em estufa a 35 °C por 12 horas

(Figura 2C).

E F

Figura 1. Processo de extragdo dos embrides da semente: (A) quebra do endocarpo do diasporo;
(B) améndoas (endosperma) com embrido apos retirada do endocarpo; (C, D) extracdo dos
embribes; (E) embrido extraido; (F) assepsia dos embrides em solugéo de hipoclorito de sdédio.

Fotos: Daniel N. Motta

Figura 2. Processo de hidratagao dos embrides: (A) embrides no papel umedecido; (B) embrides
armazenados no saco plastico; (C) embrides na estufa a 35 °C.

Apds o pré-condicionamento, o0s
embrides sao transferidos para um mi-
crotubo com volume total de pelo menos
0,5 mL, volume suficiente considerando
uma amostra de 25 embrides, e com o
auxilio de uma pipeta é adicionada a
solugcdo do sal de tetrazdlio (0,075%)
em volume suficiente para imersao

completa dos embrides. Como a solu-
cao de sal de tetrazolio é fotossensivel,
os microtubos devem ser envoltos em
papel aluminio para evitar a degradacao
da solugédo, que pode comprometer
os resultados do teste. Os microtubos
devem ser mantidos em estufa a 35 °C
por 4 horas; em seguida, com auxilio de



uma pinga, os embrides s&o transferidos
para uma placa de Petri, com papel
germitest umedecido no fundo da placa
para evitar a desidratagao dos embrides,
que ja estéo corados e aptos para serem
avaliados (Figura 3).

A classificagdo dos embrides quanto
a viabilidade e vigor é realizada pela
avaliagéo individual dos embrides em
lupa estereoscoépica (4x) considerando
ocorréncia, intensidade e homogeneida-
de da coloragao de suas estruturas, con-
forme classificagdo proposta por Green
et al. (2016) para embrides de palma de
Oleo. Esses autores recomendam a clas-
sificagcdo dos embrides em quatro clas-
ses: classe | — Sementes viaveis e de
alto vigor; classe Il — Sementes viaveis
e de médio vigor; classe Il — Sementes
viaveis e de baixo vigor; e classe IV —
Sementes inviaveis. Sdo considerados
como viaveis os embrides das classes |,
Il e lll, assim a estimativa da proporg¢ao
de embrides viaveis é obtida pela soma
dessas trés classes sobre a quantidade
total de embrides avaliados. A Figura 4
ilustra a classificagdo de uma amostra
de 25 embrides de caiaué submetidos ao
teste do tetrazolio utilizando o padrao de
classificagdo recomendado por Green et
al. (2016). No exemplo da Figura 4, em
uma amostra de 25 embrides, 16 foram
classificados como viaveis (soma das
classes I, Il e lll) e 9 como inviaveis, ou
seja, 76% dos embrides viaveis e 24%
inviaveis. O percentual de embrides
viaveis € utilizado como estimativa do
potencial de germinagéo do lote original
de sementes.

Figura 3. Embrides corados apds o periodo
de 4 horas de imersdo em solugéo de
tetrazolio (0,075%).

Figura 4. Classes de vigor e viabilidade de
embrides de caiaué submetidos ao teste do
tetrazolio.

Germinacao dos
embrides in vitro

Para germinagcdo dos embrides in
vitro, apds a extragdo do endocarpo, &
realizada a desinfestacdo da semente
(endosperma + embrido) por imerséo

Foto: Pamela Keiko Harada

Foto: Pamela Keiko Harada



em solugéo de hipoclorito de sédio (50%
de cloro ativo) por 10 minutos, seguida
por enxague em agua corrente. Apos a
desinfestacdo, os embrides sio extrai-
dos do endosperma e imersos em solu-
¢ao de hipoclorito de sddio (5% de cloro
ativo) por 5 minutos. A partir dessa fase
os procedimentos sdo realizados em
condicdes assépticas, em camara de flu-
xo laminar. Ao final da desinfestagdo dos
embrides, ja no interior da cadmara de
fluxo laminar previamente esterilizada,
sdo realizadas trés lavagens seguidas
em agua destilada autoclavada para eli-
minar os residuos do desinfetante antes
de inocular os embrides in vitro.

Na germinacdo de embrides de
caiaué foram avaliados os meios
de cultura MS (Murashige; Skoog,
1962), OPCM (Heedchim, 2014) e Y3
(Eeuwens, 1976), mas nao foi verificado
efeito significativo do meio no percentual
de embrides germinados (Silva et al.,
2019, 2020). Dessa forma, pode ser
utilizado o meio mais convencional na
cultura de tecidos, o meio MS. O meio
basal deve ser acrescido de sacarose
(3%), carvao ativado (0,25%) e agar
(0,7%). O pH do meio deve ser ajusta-
do a 5,8 antes da adicéo do agar. Apos
preparo, o meio deve ser esterilizado em
autoclave a 121 °C a presséo de 1,2 atm
por 15 minutos.

Para avaliar apenas a germinagao
inicial, o cultivo dos embrides in vitro
pode ser realizado em placas de Petri
com 1 cm de altura, 9 cm de didametro
e 30 mL de meio de cultura, com 8 a 10
embrides por placa (Figuras 5A e 5B). A

inoculagdo dos embrides nas placas de
cultivo é realizada com o auxilio de uma
pinga, depositando cuidadosamente o
embrido sobre o meio de cultura. Apos
a inoculagao, as placas devem ser man-
tidas em sala de crescimento com tem-
peratura de 25 °C + 2 °C, mantendo os
explantes no escuro nos 7 primeiros dias
apos a inoculagao in vitro, e por mais 8
dias com intensidade luminosa de 30-40
pmol m2 s obtida com lampadas LED
e fotoperiodo de 16 horas. Com 15 dias
de cultivo dos embrides in vitro é pos-
sivel diferenciar aqueles em processo
de germinagdo (crescimento e desen-
volvimento inicial das partes aéreas e
radicular) dos inertes (inviaveis), mas é
possivel manter os embrides germina-
dos por até 30 dias na mesma placa de
cultivo (Figura 5C). Caso haja interesse
de acompanhar o desenvolvimento das
plantulas, apds 30 dias de cultivo nas
placas, os embrides germinados devem
ser transferidos para frascos de vidro.
Em frascos de 10 cm de altura e 5 cm de
didmetro, com 40 mL do meio de cultura,
€ possivel manter plantulas germinadas
por até 60 dias, o que permite acompa-
nhar o desenvolvimento da parte aérea
e do sistema radicular das plantulas.

Silva et al. (2020) verificaram correla-
¢ao de 99% entre a viabilidade avaliada
pelo teste do tetrazolio e a germinagao de
embrides in vitro. Na Figura 6 s&o apre-
sentados resultados obtidos com nove
lotes de sementes de caiaué submetidos
ao teste do tetrazdlio e a germinagéo de
embrides in vitro de acordo com os pro-
cedimentos descritos neste documento,
entre os quais a correlagao foi de 95,6%.



Os valores s&o superiores a correlagao
de 90% entre a viabilidade de embribes
de palma de 6leo avaliada pelo teste do
tetrazolio e a germinacao das sementes
pelo método convencional relatada por
Green et al. (2016). A alta correlagao en-
tre os resultados indica que a estimativa
de viabilidade das sementes de caiaué
obtida pelo teste do tetrazolio aplicado
nos embrides pode ser utilizada como
estimativa indireta do potencial de ger-
minacao das sementes. Contudo, o uso
combinado do teste do tetrazélio com a
germinacao dos embrides in vitro tem
como vantagem proporcionar estimativa

mais precisa e confiavel do potencial de
germinacao de sementes. No caso do
uso combinado dos dois testes, primeiro
deve-se realizar o teste do tetrazdlio, que
permite em menos de 48 horas estimar
o percentual de sementes com embrides
vivos, portanto uma estimativa indireta
do potencial de germinacao, ja descar-
tados os lotes inviaveis ou com baixa
viabilidade. Na sequéncia, os lotes que
apresentaram estimativas de viabilidade
satisfatorias pelo teste do tetrazolio séo
amostrados para analise da germinagao
de embrides in vitro e confirmagédo do
potencial de germinacao dos lotes.

Figura 5. (A, B) inoculagéo in vitro de embrides de caiaué em placas de Petri; (C) placas com

embrides germinando apos 15 dias da inoculagéo.
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Figura 6. Valores de viabilidade pelo teste do tetrazélio e da germinagéo dos embribes in vitro
de amostras de nove diferentes lotes de sementes de caiaué. Correlagdo de Pearson entre
valores = 0,956 (probabilidade pelo teste de Mantel = 0,0095).

Fotos: Eduardo José D. da Silva
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