Viabilidade e germinagao de embrides de oliveira submetidos a
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes condi¢des de armazenamento na
preservagdo da viabilidade e da germinagdo de embrides zigoéticos de oliveira. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x2. Frutos da cultivar Santa Catalina foram submetidos a
diferentes condigdes de armazenamento — saco plastico em geladeira a 4-5°C e 15% de umidade relativa (UR),
dessecador em geladeira a 4-5°C e 12% UR, saco plastico em laboratdrio a 27+1°C e 55% UR, dessecador
em laboratorio a 27+1°C e 30% UR — e aos periodos de armazenamento de 30 e 120 dias. A germinagdo in
vitro e a viabilidade foram avaliadas pelo teste de tetrazolio aos 30 e 120 dias de armazenamento. A maior taxa
de germinagdo (91,66%) e de viabilidade (33,33%) foram observadas a 4-5°C e 12% UR, aos 30 dias. Esta
condi¢do de armazenamento preserva os frutos de oliveira por mais tempo.

Termos para indexacdo: Olea europaea, fisiologia de sementes, germinagao in vitro, teste de tetrazolio.

Viability and germination of olive embryos subjected to different
conditions of fruit storage

Abstract—The objective of this work was to evaluate the effect of different storage conditions on the preservation
of the viability and germination of olive zygotic embryos. A completely randomized block design was used, in
a 4x2 factorial arrangement. Fruits of the cultivar Santa Catalina were subjected to different storage conditions
— plastic bag in refrigerator at 4-5°C and 15% relative humidity (RH), dissector in refrigerator at 4-5°C and
12% RH, plastic bag at laboratory room at 27+1°C and 55% RH, dissector in laboratory room at 27+1°C and
30% RH —, and to storage periods of 30 and 120 days. In vitro germination and viability were evaluated by the
tetrazolium test at 30 and 120 days of storage. The highest germination rate (91.66%) and viability (33.33%)
were observed at 4-5°C and 12% RH at 30 days. This storage condition preserves olive fruits for longer time.

Index terms: Olea europaea, seed physiology, in vitro germination, tetrazolium test.

Introduciao

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie perene
amplamente cultivada e apreciada em todo o mundo, que
apresenta grande importancia no mercado alimenticio.
No Brasil, o cultivo da oliveira ainda ¢ incipiente,
no entanto, na ultima década, a area cultivada com
pomares comerciais ampliou-se consideravelmente,
principalmente em locais cuja temperatura média anual
¢ de 15 a20°C.

Uma das grandes limitagdes para a expansdao da
oliviculturanacional ¢ a falta de material propagativona
quantidade e na qualidade necessarias para a instalagao

de novos pomares. Comercialmente, a oliveira ¢
propagada por enxertia e estaquia. A propagacdo
por sementes nao € aconselhavel em razdo do longo
periodo juvenil e da segregacao genética, pois a oliveira
apresenta poliniza¢do cruzada (Binet et al., 2007).
Contudo, a propagagdo por sementes ¢ fundamental
para o melhoramento genético dessa espécie e para
estudos de avaliagdes fisiologicas, morfologicas e
bioquimicas.

O cultivo de embrides zigdticos em meio artificial e
estéril ¢ considerado o modelo ideal para a realizagdo
desses estudos, além de possibilitar o resgate de
embrides raros, a multiplicagdo clonal de gendtipos
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superiores ¢ a facil aplicagdo de tratamentos, tais como
exposicao a agentes bioticos e abidticos. O cultivo in
vitro também oferece como grande vantagem o melhor
controle de fatores ambientais, como composi¢ao do
meio, temperatura e luminosidade (Roussos & Pontikis,
2002). Entretanto, a colheita de frutos da oliveira ¢
uma atividade sazonal restrita a poucos meses do ano.
No Brasil, esse periodo comega em janeiro e se estende
até o final de margo, conforme a variedade (Vieira-Neto
et al.,, 2008). Por se tratar de um periodo curto, o
armazenamento dos frutos € necessario para que o
fornecimento de sementes viaveis seja possivel durante
o ano. Porém, informagdes acerca da viabilidade dos
embrides de oliveira em condi¢des de armazenamento
sd0 raras € imprecisas.

Uma forma usualmente empregada em outras espécies
vegetais para avaliar a percentagem de embrides
potencialmente viaveis é o teste de tetrazolio. Este
teste ¢ utilizado como método de rotina por unidades
beneficiadoras e armazenadoras, para determinagao
da qualidade de sementes de milho, soja, feijao, entre
outras. O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade de
enzimas desidrogenases nos processos respiratorios
dos tecidos. Durante a respiracdo, ocorre liberagao de
ions de hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio reage e forma uma substancia de
cor vermelha e insoluvel, denominada de formazan, nos
tecidos vivos da semente (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, 2009). Na oliveira, ndo se
localizou nenhum relato cientifico da aplicagdo do
teste de tetrazolio para mensuracdo da viabilidade de
embrides zigoticos.

O potencial fisiologico das sementes e embrides ¢
regido pelo potencial genético de cada espécie ou da
mesma variedade. Algumas variedades sdo menos
propensas a deterioragdo, pois seu progresso ¢ variavel
entre diferentes espécies, entre lotes de cultivares da
mesma espécie, entre lotes da mesma cultivar e entre
sementes do mesmo lote (Delouche, 1976). Segundo
este autor, o processo de deterioragdo ¢ caracterizado
por degeneragcdo das membranas celulares, alteragdo
dos mecanismos de producgdo de energia e biossintese,
redu¢do das atividades respiratdrias, retardo na
germinacdo e no crescimento das plantulas, reducao
do potencial de armazenamento, desuniformidade
do crescimento e¢ do desenvolvimento das plantas,
aumento na susceptibilidade a adversidades ambientais
e perda do poder germinativo.
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As caracteristicas da espécie ou da cultivar, como
longevidade natural, composi¢do quimica e diferencas
genéticas, aliadas as condigdes ambientais de
armazenamento, podem facilitar ou retardar a reducgdo
da velocidade ¢ da intensidade de deterioragao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes condi¢des de armazenamento na preservagao
da viabilidade e da germinagdo de embrides zigdticos
de oliveira.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig), em Caldas,
MG. Foram utilizados frutos da cultivar Santa Catalina,
provenientes do banco de germoplasma de oliveira
da Fazenda Experimental da Epamig, em Maria da
Fé, MG. Os frutos foram coletados apos atingirem
maturacao fisiologica, determinada pela coloragdo
externa do fruto.

Foi realizado teste de germinag@o in vitro antes da
implantacdo do experimento de armazenamento dos
frutos, para verificar a percentagem de germinacao dos
embrides segundo metodologia descrita por Oliveira
(2001).

Foram despolpados 20 frutos de oliveira 'Santa
Catalina'. As sementes foram lavadas em agua corrente
e secas a sombra por 24 horas. Em seguida, realizou-
se assepsia superficial com dlcool a 70% por 15 min,
e, posteriormente, as sementes foram submetidas a
temperatura de 3—5°C por cinco dias.

As sementes foram rompidas com auxilio de alicate,
para extracdo do embrido. Foi feita assepsia superficial
do albimem em camara asséptica de fluxo laminar,
com alcool a 70% durante 30 s, e, posteriormente,
em hipoclorito de sddio a 1% por 20 min, seguida por
triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.

Para o teste de germinacdo dos embrides, foi
utilizado meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 30 g L' de sacarose e 6 g L' de agar. O pH
do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.
Os embrides foram submetidos a inoculacdo no meio
MS e, em seguida, incubados em sala de crescimento,
com temperatura ajustada para 25%1°C, fotoperiodo de
16 horas de luz e irradiancia de 36 umol m= s! durante
30 dias. O percentual de germinagdo dos embrides foi
acompanhado trés vezes por semana e determinado
ao final do trigésimo dia. Foram utilizadas quatro
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repetigdes com cinco embrides, o que totalizou 20
embrioes.

Foram selecionados 960 frutos para o experimento
de armazenamento, que, apds lavados em agua corrente,
foram secos a sombra por 24 horas e submetidos aos
tratamentos de armazenamento: T1, saco plastico em
geladeira a 4-5°C e 15% de umidade relativa (UR);
T2, dessecador em geladeira a 4-5°C e 12% UR; T3,
saco plastico em laboratorio a 27°C£1°C e 55% UR;
T4, dessecador em laboratorio a 27+£1°C e 30% UR;
e a dois periodos de armazenamento de 30 e 120 dias.
Para cada tratamento, foram selecionados 120 frutos.
Para o teste de germinagdo, foram utilizados quatro
repeticdes com cinco embrides, o que totalizou 20
embrides, enquanto para o teste de tetrazolio, foram
utilizados quatro repeticdes com 25 embrides, o que
totalizou 100 embrides. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x2, com quatro condigdes de armazenamento
e dois periodos de tempo.

As temperaturas foram obtidas com auxilio de
geladeira (4 a 5°C) e laboratério (27+1°C), e as
umidades relativas com recipientes dessecadores com
silica gel. As temperaturas e as umidades relativas
foram medidas com termo-higrémetro digital instalado
no interior dos ambientes de armazenamento.

Apo6s o periodo de armazenamento, foi realizado
teste de germinacdo in vitro aos 30 dias e outro teste
aos 120 dias, com os mesmos procedimentos descritos
anteriormente, de acordo com Oliveira (2001).

Para avaliacdo da viabilidade dos embrides, realizou-
se, inicialmente, um teste para determinar a melhor
concentracao de sal de tetrazdlio na solugdo. Foram
utilizadas concentragdes de 0,01, 0,5 e 0,75% (p/v) de
sal de tetrazolio em solug@o aquosa com pH ajustado
para 6,5.

Ap0s os periodos de armazenamento (30 e 120 dias),
o albumen foi retirado cuidadosamente ¢ os embrides
colocados em tubos de ensaio totalmente submersos em
solucao de tetrazolio a 0,01%. Os tubos foram mantidos
no escuro a 30°C por 18 horas. Foram utilizadas quatro
repeti¢des por tratamento, constituidas por 25 embrides
de oliveira, o que totalizou 100 embrides. Apos o
aparecimento da coloragdo decorrente da reacdo com o
tetrazolio, os embrides foram lavados em agua corrente
e submersos em agua até o momento da avaliacdo.
A avaliacdo visual dos embrides foi realizada de acordo
com a localizacdo e a intensidade da colorag¢do ¢ a
presenca de areas ndo coradas em regides essenciais

para a viabilidade do embrido (Oliveira et al., 2005).
Os embrides foram individualmente classificados
em trés categorias conforme o padrdo de coloracdo:
viaveis (mais de 80% da superficie do embrido corada
com tom rosa acentuado, incluindo eixo embrionario €
regido de translocacdo); parcialmente viaveis (menos
de 80% da superficie do embrido corada, incluindo
eixo embriondrio e regido de translocacdo); e inviaveis
(menos de 70% da superficie do embrido corada ou
corada com tom rosa palido, sem coloragdo no eixo
embrionario e na regido de translocagao).

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com oito tratamentos e quatro
repeticdes de cinco embrides. Utilizou-se o programa
Sisvar 5.0 (Ferreira, 2008) para analise de variancia
dos testes de germinacdo in vitro e de viabilidade das
sementes. As médias foram comparadas pelo teste de
Scott & Knott, a 5% de probabilidade. Para avaliagao
da concordancia entre as variaveis analisadas, foi
utilizado coeficiente de correlagdo linear de Pearson.

Resultados e Discussao

A taxa de germinacdo dos embrides zigoticos em
meio MS foi de 100%, conforme teste inicial para
verificar o potencial germinativo in vitro dos embrides
de 'Santa Catalina'. Trés dias depois da inoculagao, foi
observado inicio da abertura e enverdecimento dos
cotilédones e, apds dez dias, protrusdo completa da
raiz primaria. A alta taxa de germinagdo ¢ a rapidez
nos processos observados devem-se a qualidade
fisiologica dos embrides e a alta disponibilidade de
macro € micronutrientes, vitaminas ¢ aminoacidos no
meio basico MS, além de condi¢des controladas de
ambiente.

Diferencas significativas entre as condigdes de
armazenamento dos frutos foram observadas para
percentagem de germinagdo. A maior média de
germinagdo ocorreu no ambiente com UR 12% e
temperatura de 4 a 5°C (Tabela 1). No entanto, nao
houve interagcdes entre as condi¢des ¢ o tempo de
armazenamento. Embrides provenientes dos frutos
armazenados em UR 55% e temperatura de 27+1°C
ndo germinaram, independentemente do periodo de
armazenamento. Sementes expostas a temperaturas
elevadas por determinado periodo de tempo podem
apresentar idade fisiologica ou grau de deterioragdo
mais avan¢ados que outras armazenadas em ambiente
de baixa temperatura e umidade relativa do ar, o que
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pode culminar em queda no percentual germinativo
e morte das sementes (Marcos-Filho, 2005).
A combinacio de baixa temperatura e umidade relativa
do ar promoveu maiores percentuais de germinacao in
vitro, o que ja foi observado em outros trabalhos, com
outras espécies (Cardoso et al., 2004; Oliveira et al.,
2005; Alvarez-Pardo & Ferreira, 20006).

Os periodos de armazenamento estudados nao
apresentaram diferencas significativas. O periodo de 30
dias apresentou o maior valor de média de germinacéo
in vitro (91,66). Porém, a germinagdo de embrides de
frutos armazenados por 30 e 120 dias em condic¢des
de 15% UR e temperatura de 4 a 5°C foi de 66,66%
(Tabela 1). Este resultado pode ser um indicativo de que
a temperatura baixa possa ter um papel mais relevante
na conservagdo dos embrides do que a UR, embora a
combinacdo de temperatura de 4 a 5°C e UR 12% aos
30 e 120 dias tenha proporcionado germinagao de 91,66
e 83,33%, respectivamente, o que indica eficiéncia da
conservagdo de sementes nesse tratamento.

A perda na capacidade de germinagao de embrides,
de modo geral, ocorre em razdo do tempo de
armazenamento da semente, pois a propor¢do de
sementes mais vigorosas decresce com o tempo de
armazenamento, 0 que acarreta variacdo no potencial
fisiologico das sementes e torna sua germinagao mais
heterogénea (Carvalho & Camargo, 2003). Os sintomas
mais evidentes de deterioragdo, que podem ser
observados durante a germinagao e o desenvolvimento
inicial das plantulas, sdo a redugdo acentuada na
percentagem de germinagdo, a perda do vigor e o
aumento da ocorréncia de plantulas anomalas.

A concentragdo de 0,01% de sal de tetrazolio foi a
que produziu melhor padrao de coloracdo e permitiu
a separacao dos embrides de oliveira em trés grupos.
As concentragdes de 0,75 e 0,5% produziram excesso

Tabela 1. Percentagem de embrides de oliveira 'Santa
Catalina' germinados in vitro, em diferentes condigdes
de temperatura, umidade relativa do ar e periodos de
armazenamento",

Temperatura Umidade relativa Periodo de armazenamento
(°C) (%) 30 dias 120 dias
4a5 15 66,66Aa 66,66Aa
4a5 12 91,66Aa 83,33Aa
27+1 55 0,00Ca 0,00Ba
27+1 30 33,33Ba 0,00Bb

(WMédias seguidas de letras iguais, minusculas nas linhas e maitisculas nas
colunas, ndo diferem pelo teste de Skott & Snott, a 5% de probabilidade.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.46, n.3, p.309-314, mar. 2011

de coloragdo nos embrides viaveis, o que interferiu nos
padrdes de coloragdo, em virtude da difusao do corante
para embrides metabolicamente inativos. Segundo
Valadares et al. (2009), a escolha de método adequado
para o emprego do teste de tetrazdlio em sementes ou
embrides se baseia na facilidade para diferenciacdo
de tecidos vidveis e inviaveis e na capacidade de
diferenciar lotes de qualidade fisiologica distintas.
Assim, a concentracdo de 0,01% de tetrazolio e o
tempo de incubacao de 18 horas foram eficientes para
os objetivos deste trabalho.

Os resultados de coloragao dos tecidos dos embrides
foram isoladamente significativos quanto as condi¢des
e ao periodo de armazenamento (Tabela 2). A condi¢do
de armazenamento em 12% de umidade relativa do ar,
associadaatemperaturade4a5°C,proporcionoumaiores
percentagens de embrides viaveis, em comparagao aos
tratamentos armazenados na temperatura ambiente.
O tempo de armazenamento de 30 dias apresentou
as maiores médias de viabilidade, pois a temperatura
alta e instavel, comumente observada no ambiente, € o
maior periodo de tempo, principalmente aos 120 dias,
influenciou negativamente a conservacao do fruto.

Em relagdo aos embrides parcialmente viaveis e
inviaveis, os resultados foram significativos para
interagdo entre condi¢cdes ambientais e periodo de
armazenamento. A maior percentagem de embrides

Tabela 2. Percentagem de embrides viaveis, parcialmente
viaveis e ndo viaveis de oliveira 'Santa Catalina', ap6s teste
de tetrazolio, em diferentes condigdes de temperatura,
umidade relativa do ar e periodos de armazenamento(®.

Temperatura Umidade relativa Periodo de armazenamento
(°C) (%) 30 dias 120 dias
Embrides vidveis
4as 15 33,33Aa 12,50Aa
4as 12 33,33Aa 12,50Aa
27+1 55 0,00Ba 0,00Ba
27+1 30 20,00Aa 12,50Aa
Embrides parcialmente viaveis
4as 15 33,33Aa 72,50Aa
4as 12 43,33Aa 58,33Aa
27+1 55 59,52Aa 16,66Bb
27+1 30 66,66Aa 58,33Aa
Embrides ndo viaveis
4as 15 33,33Aa 15,00Ba
4as 12 23,33Aa 29,16Ba
27+1 55 40,48Ab 83,33Aa
27+1 30 13,33Ab 33,33Ba

(DMédias seguidas de letras iguais, minusculas nas linhas e maiusculas nas
colunas, nio diferem pelo teste de Skott & Snott, a 5% de probabilidade.
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parcialmente viaveis foi observada em 55% UR e
27+1°C, aos 30 dias de armazenamento, seguido
pelo tratamento 30% UR e 27+1°C. A maior
percentagem de embrides inviaveis foi observada
para as condi¢des de armazenamento com 55% UR
e 27+1°C apo6s 120 dias (83,33%), o que indica que
este foi o pior tratamento.

Bernal-Lugo & Leopold (1992) e Das &
Sen-Mandi (1992), ao trabalhar com sementes de
algumas leguminosas, constataram que a exposi¢ao
de sementes a temperatura e a umidade relativa
elevadas provoca sérias alteracdes degenerativas
no metabolismo das sementes, como desnaturacao
de proteinas, queda nos teores de carboidratos,
desestabilizacdodaatividade deenzimas, entre outros.
Esses eventos sdo desencadeados principalmente
pela desestruturacdo e pela perda da integridade do
sistema de membranas celulares. Aparentemente, os
embrides de oliveira estdo sujeitos a esses mesmos
sintomas.

De acordo com Nery et al. (2007), os decréscimos
na viabilidade e no vigor das sementes podem ser
atribuidos aos danos provocados nas membranas
das mitocondrias, o que acarreta redugdo da taxa
respiratoria aerdbica e da producdo de energia
na forma de ATP, que sdo imprescindiveis para o
processo de germinacao.

No teste de tetrazodlio, os ions de H' liberados
durante arespiragao dostecidos vivos sdo transferidos
pela enzima desidrogenase do acido malico, que
interage com o tetrazdlio. Como esta reacdo se
processa no interior das células vivas e o composto
ndo se difunde facilmente, ha nitida separacdo
dos tecidos vivos que respiram (corados de rosa),
daqueles mortos, que ndo se colorem (Figura 1).

Foram observadas correlagdes positivas entre os
dados médios para percentagem de germinagdo in
vitro e os dados de percentagem de embrides viaveis
e parcialmente viaveis, que foram obtidas pelo teste
de tetrazo6lio nos diferentes tratamentos aplicados
durante o armazenamento dos frutos de oliveira
'Santa Catalina' (Figura 2). A correlagdo linear entre
os dados de germinacdo e os embrides viaveis foi
melhor que a correlagdo linear obtida com os dados
agrupados de embrides vidveis com os embrides
parcialmente viaveis, o que pode ser explicado
pelo fato de que nem todo embrido classificado
como parcialmente viavel foi capaz de germinar
normalmente.

Figura 1. Coloracao dos embrides de oliveira 'Santa
Catalina' incubados por 18 horas em solucao de tetrazélio
a 0,01% aos 30 dias (A a D) eaos 120 dias (Ea H). A, 4 a
5°Ce 15% de umidade relativa (UR); B,4 a 5°C e 12% UR;
C, 27+1°C e 55% de UR; D, 27+1°C ¢ 30% UR; E, 4 a 5°C
e 15% UR; F, 4 a 5°C e 12% UR; G, 27+1°C e 55% UR;
H, 27+1°C ¢ 30% UR. A, embrides viaveis; B, embrides
parcialmente viaveis; C e G, embrides invidveis.
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Figura 2. Correlacdo entre percentagem de germinagao e
embrides viaveis mais embrides parcialmente viaveis, A;
correlagdo entre percentagem de germinag¢do e embrides
viaveis, B.
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Conclusoes

1. O periodo de armazenamento de frutos de oliveira
'Santa Catalina' pode ser ampliado sem comprometer a
germinagdo e a viabilidade dos embrides.

2. A melhor condi¢do para o armazenamento de
frutos de oliveira 'Santa Catalina' ¢ em umidade relativa
de 12% e temperatura de 4 a 5°C.
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