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O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma cultura perene

na qual a conservacao de seus recursos genéticos é
baseada, sobretudo, em colecbées em campo, em virtude
do tamanho da sua semente e por ser uma espécie

que apresenta sementes recalcitrantes, sensiveis ao

dessecamento, o que dificulta o seu armazenamento
(N"NAN et al., 2008).

Diversos procedimentos biotecnolégicos vém sendo
desenvolvidos ao longo dos anos para viabilizar a
preservacdo do material genético. Neste sentido, a
cultura de tecidos é um dos ramos que mais prosperou,
auxiliando diversas areas do conhecimento tais como
fitopatologia, fisiologia, engenharia genética, quimica,
citogenética, bioquimica, biologia molecular, bem

como, em estudos béasicos da biologia de plantas que
abrangem recentes e importantes métodos que permitem
a propagacao de plantas isentas de virus e outros
patégenos sistémicos ou nao, além de poder gerar novos
gendtipos em laboratério (SOUZA et al., 2006).

A cultura in vitro de embrides zigéticos de coqueiro tem
sido utilizada, principalmente, para a coleta e o
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intercambio de germoplasma porque suas sementes
apresentam grandes dimensdes, o que aumenta
drasticamente o volume de material (germoplasma)
a ser coletado e conservado a médio e a longo prazo
(ENGELMANN; BATUGAL, 2002).

Uma das metodologias aplicadas para avaliar o vigor

de uma semente é o teste de tetrazdlio, devido a sua
rapidez na determinacdo da viabilidade das sementes. A
aplicacao do teste em sementes de algumas palmeiras
como as do coqueiro, torna-se inviavel devido,
principalmente, ao tamanho das sementes e a dificuldade
de exposicao dos tecidos externos, sendo necessaria a
excisao do embrido zigético. A utilizacdo de embrides
zig6ticos para estudos de viabilidade em sementes de
palmeiras é recente e tem apresentado adequada precisao
(FERNANDES et al., 2007; GOMES-COPELAND, 2010;
MINARDI et al., 2011).

O objetivo dessa publicacao é descrever o protocolo
de aplicacao do teste de tetrazdlio para avaliacdo da
viabilidade de embrides zigdticos de coqueiro.
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Morfologia do fruto e da semente do coqueiro
O fruto do coqueiro é, botanicamente, uma drupa que
apresenta cor varidvel entre marrom, amarelo, vermelho
e verde, a depender da sua variedade, e é formado

por uma epiderme lisa ou epicarpo (Ep), que envolve o
mesocarpo espesso e fibroso (Ms), ficando mais para

o interior uma camada muito dura, o endocarpo, o qual
envolve a semente, que por sua vez, é constituida por
uma camada fina de cor marrom - o tegumento (Tg) - que
fica entre o mesocarpo e o albimen sélido (As). Este
dltimo é uma camada carnosa, branca, muito oleosa,
formando uma grande cavidade onde se encontra um
liquido opalescente ou albimen liquido. Proximo a um dos

trés poros germinativos encontra-se o embrido zigético
(Ez), envolvido pelo albiumen sélido (Figura 1) (PASSOS,
1998).

e i
Figura 1. Corte transversal do fruto e da semente do coqueiro.
Ep - epicarpo; Ms - mesocarpo; Tg - tegumento; As - albimen sélido;
Ez- embrido zigético.

Obtencao dos embrides zigéticos

Os embrides zigéticos deverdo ser oriundos de frutos
maduros com 10 a 11 meses de idade (Figura 2A).
Cilindros de endosperma contendo os embrides zigdticos
(Figura 2B) devem ser extraidos (Figura 2C) e submetidos
a pré-assepsia ainda no campo, mediante a imerséo dos
mesmos em hipoclorito de sédio (2 a 2,5%) e lavados em
agua potavel por trés vezes. Os cilindros de endosperma
devem ser acondicionados em recipientes estéreis (Figura
2D) e encaminhados para o laboratério. Em camara

de fluxo laminar os embrides devem ser excisados dos
cilindros de endosperma (Figura 2E), imersos em &agua
destilada estéril e colocados em placas de Petri estéreis
(Figura 2F).

As regras de andlises de sementes preconizam que, para
sementes pequenas, devem ser usadas quatro amostras
de 50 sementes ou duas amostras de 100 sementes e
que, para sementes maiores, como as do coqueiro, seriam
recomendadas 25 amostras de sementes (BRASIL, 2009),
as quais originaram 25 embrides/amostra.
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Figura 2. Obtencado de embrides zigéticos de coqueiro. Etapas da coleta
de frutos, extracdo e acondicionamento dos embrides zigdticos de
coqueiro: A - frutos no estédgio maduro na planta; B - embrido zigético no
endosperma do fruto; C - extracdo dos discos de endosperma contendo
o embrido zigético; D - discos de endosperma acondicionados apds pré-
assepsia de campo; E - Excisdo do embrido zigético em camara de fluxo
laminar; F - imersdo em &gua destilada.

Principio de teste

No teste de tetrazélio, os embrides zigdticos sdo
embebidos em uma solucéao incolor de 2,3,5 trifenil
cloreto ou brometo de tetrazélio, que é usada como
indicador para revelar o processo de reducédo que
acontece dentro das células vivas. Neste processo, os
fons de H* liberados durante a respiracao dos tecidos
vivos sado transferidos por um grupo de enzimas,
particularmente, a desidrogenase do acido malico, que
catalizam a reacdo de reducédo do sal de tetrazdlio,
formando um composto de coloracdo vermelha carmim,
estavel e nao difusivel chamado de trifenil formazan,
resultado da reacao de reducdo devido a atividade
respiratéria das mitocéndrias. Como esta reacdo se
processa no interior das células vivas e o composto
nao se difunde, héa nitida separacao dos tecidos vivos
e coloridos que respiram, daqueles mortos e que ndo
colorem (VIEIRA, 1994; BRASIL, 2009).

Preparo de solucdes

As solucoes devem ser preparadas de acordo com as
Regras para Anélise de Sementes do Brasil, podendo ser
utilizadas concentracdes de tetrazoélio na faixa de 0,05
a 1,0% (BRASIL, 2009), sendo que a concentracdo de
0,25% de sal de tetrazélio apresentou 6timas condicoes
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de visualizacao da viabilidade dos embrides de coqueiro e
menor custo (GOMES-COPELAND, 2010).

A concentracdo de 0,25% da solucéao de tetrazélio pode
ser obtida com a dissolucédo de 0,25 g do sal de tetrazdlio
em 1000 mL da solucao tampao ou de agua destilada

ou a partir de solucdo estoque a 1% (10 g de tetrazélio
dissolvidos em 1000 mL de agua destilada). A solucéo de
tetrazoélio deverd ser mantida em frasco ambar, em local
escuro e fresco, preferencialmente em geladeira.

Se a solucao de tetrazdlio ndo apresentar pH dentro da
faixa de 6,5-7,5, o sal de tetrazélio devera ser dissolvido
em uma solucao tampéao preparada de acordo com as
seguintes especificacdes: Solucdo 1: dissolver 9,078 g
de fosfato de potéassio (KH,PO,) em 1000 mL da &gua
destilada; Solucédo 2 — dissolver 11,876 g de fosfato
monodcido de sédio bihidratado (Na,HPO,. 2H,0) em
1000mL da agua destilada; ou dissolver 9,472 g de
Na,HPO, em 1000mL de agua destilada.

Misturar duas partes da Solucdo 1 em trés partes da
Solucao 2 e observar o pH, que deve estar 6,5 e 7,5.
Para preparar um litro de solucao tampéao, misturar 400
mL da Solucdo 1 com 600 mL da Solucédo 2.

Aplicacao de teste de tetrazolio

Os embrides zigéticos sdo imersos na solucéo de
tetrazoélio (Figura 3A) e mantidos na auséncia de luz

em camara incubadora refrigerada tipo BOD, a 40°C
(Figura 3B) por duas horas (GOMES-COPELAND, 2010).
Posteriormente, sao lavados em agua corrente e mantidos

submersos em agua até o final do teste, para evitar o
ressecamento. Se a avaliacdo nao puder ser efetuada de
imediato, os embrides poderao ser mantidos em geladeira
(5 a 10°C) por até 24 horas (BRASIL, 2009).

Figura 3. Teste de tetrazdlio: A - Imersdo dos embrides zigéticos de
coqueiro em solucdo de 0,25%; B - incubadora tipo BOD.

Interpretacédo do teste

O teste tem como objetivos diferenciar embrides viadveis
dos invidveis. Os embrides vidveis sao aqueles que
apresentem coloracdo carmim em toda a area ou em
pelo menos 75% dela (Figuras 4 e 5) e que, em meio
de cultura suplementado com sais minerais, vitaminas,
aminoacidos e outros componentes, produzam plantulas
de coqueiro normais (Figura 6A). Os embrides invidveis
sdo os que nao atendem os requisitos anteriores,
apresentando coloracdo nao definida ou estruturas
essenciais nao coloridas e flacidas e que, em condi¢coes
in vitro consideradas ideais, apresentam desenvolvimento
anormal (Figura 6B).

Para avaliacdo da viabilidade dos embrides deve-se
considerar a categoria determinada em funcao da
porcentagem da area do embrido com coloracao de
vermelho carmim (resultado da reacdo de reducao do sal
tetrazoélio) e aspecto dos tecidos (Figura 4; adaptado de
MOORE, 1972; GABRE, 1976; ISLA, 1992 citados por
OLIVEIRA et al., 2005):

1 2 3 4 5
25% 50% 75% 100%
Figura 4. Categorias utilizadas para avaliar a viabilidade de embrides
zigéticos de coqueiro. Categoria 1 (viavel): 100% do embrido com
coloragdo carmim, tecidos firmes; Categoria 2 (viavel): 756% da zona
meristematica completamente colorida e parte da zona basal do embrido,
tecidos firmes; Categoria 3 (inviavel): 50% de coloracé@o na zona
meristemética do embrido, tecidos néo firmes; Categoria 4 (inviavel): 25%

da coloracdo da zona meristemética do embrido, tecidos nédo firmes e
Categoria 5 (inviavel): 0% - embrido sem coloracéo, tecidos néo firmes.
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Figura 5. Embrides zigéticos de coqueiro vidveis (categoria 1) apés
aplicacao de teste de tetrazélio a 0,25%.

Figura 6. Cultura in vitro de embrides zigéticos de coqueiro: A - Plantulas
com desenvolvimento normal; B - EmbriGes zigéticos com desenvolvimento
anormal.

Concideracdes Finais

O desenvolvimento de testes rapidos e precisos para
avaliacao da qualidade fisiolégica da semente tem
contribuido sobremaneira para a indUstria de sementes.
O teste de tetrazdlio é resultado de muitas pesquisas

e sua aplicacdo em embrides zigbticos para estudo da
viabilidade de sementes de coqueiro é importante por
possibilitar uma rapida e precisa avaliacdo da qualidade
fisiolégica da semente evitando a demora e alto custo
para de um teste de germinacdo em campo, considerando
a impossibilidade de aplicacao do teste de germinacao de
coqueiro em laboratoério.
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