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Efeito daluz na germinacao in vitro de embrides zigoticos
degendtiposdeoliveira

Rafaeli Aparecida Vieira de Souzat, Francyane Tavares Braga?, Patricia Helena de Azevedo?®,
Juliano Lino Ferreira®, Geraldo Magela de Almeida Cancado®

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito daluz na germinacéo e desenvolvimento in vitro de embrides de 11
gendtipos de oliveira, cultivados em meio MS. Os frutos foram coletados e os embrides de suas sementes extraidos
assepticamente. Utilizaram-se duas condigdes experimentais de incubacdo: presenca de luz, fornecida em sala de
crescimento, com 16 h de luz com irradiancia média de 36 umol m? s?, e auséncia de luz, simulada em camara de
germinagdotipo B.O.D.; ambos ostratamentos em temperaturade 25 °C. I nicialmente, caracterizaram-se morfol ogicamente
os frutos e sementes dos gendtipos de oliveira, com medicdo do comprimento e diédmetro. Avaliaram-se o indice de
velocidade de germinagdo (1VG), percentagem de germinagdo, comprimento de parte aérea, nimero defolhas e entrends
daspléantulas. Maior IV G e percentagem de germinagao foram observados em condi¢des de incubacéo, napresencade
luz para o gendtipo ‘ Cerignola 131'. Maior comprimento de parte aérea e maior nimero de folhas e de entrends das
plantulas foram observados no genétipo ‘ Salomé 488’ , independentemente da condigéo de incubaco.

Palavras-chave: Olea europaeal ., cultivo de embries, olivicultura, sementes, propagagéo sexuada.

ABSTRACT

Effect of light on germination in vitro of zygotic embryosof olive genotypes

The purpose of this study was to evaluate the influence of light in the in vitro development of embryos from
eleven olive genotypes on MS medium. The fruits were collected, and their embryos were extracted aseptically. Two
experimental conditions of incubation were used: the presence of light, in agrowth room at 25+1°C, irradiance of 36
umol m2 st and aphotoperiod of 16 hours, and the absence of light using BOD temperature of 25 °C. The germination
was evaluated (speed index and percentageratio) at the 10" day of incubation. Additionally, at the 45" day, the shoot
length, the number of leaves and the internodes of seedlings were recorded. The best speed index and germination
percentage occurred in conditions of incubation in the presence of light. The genotype‘ Salome’, access 488, presented
the greatest shoot length, and the highest number of Ieaves and internodes, independent of the incubation condition.

Key words: Olea europaea L., embryo culture, olive, seeds, sexual propagation.
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INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie perene,
amplamente cultivada e apreciadaem todo o mundo, com
grandeimportanciano mercado alimenticio, pois seuspro-
dutos, o azeite e o fruto para consumo de mesa, sdo am-
plamente difundidos em centenas de paises, incluindo o
Brasl.

Convencionalmente, essa espécie € propagada
vegetativamente, por técnicas de enxertia e estaquia de
mudas. A propagacéo por sementes ndo € aconselhavel,
em funcdo do longo periodo juvenil, além dabaixagermi-
nacdo em condi¢des de campo, inviabilizando a propaga-
¢do comercia (Binet et al., 2007).

Astécnicas de culturadetecidosin vitro surgem como
ferramenta capaz de solucionar tais problemas, diminuin-
do o tempo de producéo e obtendo plantas homogéneas
e livres de doengas, aém de ser uma oportunidade para
aperfeicoar os processos de melhoramento genético e de
propagacao destaespécie (Rugini & Caricato, 1995).

Diversastécnicas e meios de culturaforam desenvol-
vidos para obter plantulas in vitro de oliveira (Oliveira,
2001). Entre as técnicas, a cultura de embrides in vitro,
além dereduzir o tempo paraobtengéo de um novo indivi-
duo, garante alto percentual de germinacdo. Emborando
seja uma opcdo adequada para a propagacdo comercial,
por causa da segregacdo genética, o cultivo de embrides
€de grandeimportanciaparavérias areas de estudo, com
destaque para os do melhoramento genético, da fisiolo-
giaedabioquimicavegetal. Um aspecto fundamental para
esses processos é o dominio da tecnologia de propaga-
¢ao em laboratério, que é o resultado de estudos condu-
zidos com osfatores que afetam o crescimento e o desen-
volvimento dessas plantas in vitro.

A luz é um fator importante para o desenvolvimento
das plantas, seja por acéo direta ou indireta naregulacéo
do seu metabolismo (Erig & Schuch, 2005). No entanto,
os efeitos da luz sobre o desenvolvimento embrionario
sd0 pouco estudados, para muitas espécies. Sabe-se que
aluz pode ter acéo benéfica sobre as sementes, por esti-
mular a sintese de horménios e enzimas, controlar ataxa
respiratéria e apermeabilidade dostegumentos ao oxigé-
nio, entre outros aspectos (Bewley & Black, 1994).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
influénciadaluz, nagerminagéo e no desenvolvimentoin
vitro de embrides zigéticos de 11 gendtipos de oliveira.

MATERIAL EMETODOS

Local de estudo e coleta de material vegetal

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de
BiotecnologiaVegetal daEmpresade PesquisaAgropecua
riadeMinas Gerais (Epamig), localizado em Caldas, MG,
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utilizando-se frutos de 11 genétipos de oliveira, sendo
eles: ‘Alto D’ouro’, ‘Halhali 0063’, ‘Penafiel SP’,
‘Koroneike 0007, ‘Cerignola 131', ‘Grappolo 575,
‘Grappolo561’, ‘ Sdlomé488', ‘Manzanilla215', ‘ Ascolano
315 e‘Mission’. Os frutos foram colhidos no banco de
germoplasma de oliveira, localizado na Fazenda Experi-
mental daEpamig, em MariadaFé, MG situadanalatitude
sul (22°18 28" elongitude oeste (45°22" 30" ), com altitu-
demédiade 1.258 m eclimatropical dealtitude Cwb.

Osfrutosforam coletados quando atingiram maturacdo
fisioldgica, que foi determinada pela coloragdo marrom
arroxeadado fruto.

Antes da instalacdo do experimento, foi realizada a
caracterizacdo dos frutos dos 11 gendtipos utilizados,
sendo usados 30 frutos por gendtipo, avaliando-se as
seguintes caracteristicas: comprimento e diametro dosfru-
tos e das sementes. Paraisso, utilizou-se um paguimetro
digital.

Esterilizacdo do material vegetal e germinacéo
in vitro dos embrides

Os frutos foram despolpados e as sementes lavadas
em agua corrente e secas a sombra. Em seguida, proce-
deu-se dassepsiasuperficial, com dcool a70%, por quin-
ze minutos. Antes da instalacdo do experimento, as se-
mentes permaneceram em condi ¢des de baixas temperatu-
ras, de3 a5 °C, por 5dias.

A extracdo do embrido foi feita pela quebra do
endocarpo e retirada do albimen (Figura 1). O albumen
passou por processo de assepsia superficial em camara
assépticade fluxo laminar, com dlcool a70%, durante 30
segundos e, posteriormente, em hipoclorito de sodio 1%,
por 20 min, seguido detriplice lavagem em aguadestilada
e autoclavada.

Para a germinac&o in vitro dos embrides, utilizou-se
meio de cultivoM S (Murashige & Skoog, 1962), acresci-
dode30g.L*! desacarosee6 g.L*deagar. O pH do meio
foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem, realizadaa
121 °C e1,2 atm por 20 min. Cadatubo de ensai o recebeu
10 mL demeio decultivo.

Os embriBes foram incubados em dois diferentes am-
bientes: 1) auséncia de luz, utilizando-se de cAmara de
germinagéo tipo B.O.D., com temperatura constante de
25°C, durante sete dias; e 2) presencade luz, caracteriza-
da pelo uso de sala de crescimento com temperatura de
25+ 1°Cefotoperiodo de 16 hdeluz, comirradianciade
36 wmol m 2 s, durante sete dias.

A avaliacdo do indice de velocidade de germinacédo
(IVG) foi feita, diariamente, do primeiro diaaposinstala-
¢80 do experimento até o sétimo dia apds inoculagéo dos
embrides ao meio de cultivo determinado segundo a
metodol ogiadescritapor Maguire (1962). Logo apdsessa
avaliacdo, os embriBes sob condicles de auséncia de luz
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Figura 1. Extracéo do embrido deoliveira. A) semente; B) extrator do albimen; C) albimen; D) separagédo do embri&o em camarade

fluxolaminar; E) embri&o.

(B.O.D.) foram transferidos para salade crescimento. Aos
dez dias de incubag&o, avaliou-se o percentual de germi-
nacéo e, aos45 dias, avaliaram-se 0 comprimento da parte
aérea e 0 numero de folhas e entrends por plantula.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 11 x 2, sendo 11
gendtipos de oliveira e 2 ambientes de incubacdo (pre-
senca e auséncia de luz), compostos por trés repeticdes
de quatro tubos de ensaio, contendo um embri&o cada.

Utilizou-se o software Sisvar 5.0 (Ferreira, 2008) para
as andlises de variancia, e as médias foram comparadas
pelo teste de Scott & Knott a5% de probabilidade. Foram
feitas andlises multivariadas com objetivo de ordenar e
agrupar osdados, utilizando o software Genes (Cruz, 2006).
O termo andlise multivariadarefere-se aandlise conjunta
dediversas caracteristicas, s multaneamente, possibilitan-
dointegrar asmultiplasinformagdes extraidas dasavalia-
cOesexperimentais.

Foi estudadaaimportanciade caracteres(Singh, 1981),
levando-se em consideragdo a distancia padronizada de
Mahalanobis (D?). Foi feitatambém amatriz dedissimila
ridade e, posteriormente, o agrupamento, utilizando o
método hierérquico (UPGMA).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os frutos e sementes dos 11 gendtipos de oliveira
apresentaram diferencas significativas em relacéo ao ta-
manho (Tabela 1). O gendtipo ‘ Cerignola131’ apresentou
0 maior tamanho de fruto e semente, em relacéo aos ou-
tros gendtipos estudados. A classificagdo das sementes
por tamanho, paradeterminagdo da qualidadefisiol dgica,
tem sido bastante empregada na multiplicagéo das dife-
rentes espécies vegetais (Frazdo et al., 1983).

Nagerminacéo in vitro dos gendtipos de oliveira, fo-
ram observados, no terceiro dia, abertura e enverdeci-
mento dos cotilédones; no quinto dia, inicio da germina-
¢ao; e no décimo dia, total protrusdo radicular, para os
gendtipos incubados na presenca de luz. N&o foram ob-
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Tabela 1. Caracterizagdo morfol 6gica de frutos e sementes de 11 gendtipos de oliveira

Genétipos Comprimento médio

Diametro médio do

Comprimento médio Diametro médio

do fruto (mm) fruto (mm) da semente (mm) da semente (mm)

Salomé448 1528 e 11,00e 1157 e 6,369
Koroneike 0007 16,58 d 12,76 d 11,96 e 6,179
Grappolo 575 16,97 d 12,99d 14,70 ¢ 7,05e
Manzanilla215 17,93 ¢ 14,53 ¢ 13,66 d 8,60a
Mission 18,13 ¢ 12,58 d 14,45 ¢ 6,70 f
Grappolo 561 18,26 ¢ 13,47d 13,57d 7,66b
Alto D’ouro 18,43 ¢ 12,75d 14,49 ¢ 7,10d
Penafiel SP 18,82 ¢ 14,42 ¢ 13,80 d 7,46¢C
Halhali 0063 20,95 b 1597 b 15,40 b 8,00b
Ascolano 315 21,26 a 15,16 ¢ 16,29 a 8,66 a
Cerignolal13l 23,58 a 18,06 a 16,90 a 8,33a
CV (%) 7,81 8,97 8,62 7,07

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

servados enverdecimento dos cotilédones nos embrides
incubados na auséncia de luz, na cdmara de germinacdo
tipo B.O.D., por estar asintese de clorofilacondicionada
apresencade luz.

Para percentagem de germinagdo, ndo houve diferen-
casignificativa para o fator genétipos e para a interagdo
gendtipos x ambientes de incubag&o. Porém, vale ressal-
tar que, numericamente, amaior percentagem de germina-
¢ao in vitro de oliveira foi observada para o gendétipo
‘Cerignola131’ (73,33%). Osresultadosforam significati-
VoS apenas para o fator ambiente deincubacado, no qual a
presencade |uz apresentou maior percentagem de germi-
nacdo, quando comparada com a da ausénciade luz (Ta-
bela 2). A maior percentagem de germinacéo para o
gendtipo ‘ Cerignola131’ correlaciona-se com o maior ta-
manho de fruto e semente para 0 mesmo genétipo. As
sementes de maior tamanho geralmente foram mais bem
nutridas durante o seu desenvolvimento, possuindo em-
bri6es bem formados e com maior quantidade de substén-
cias de reserva, sendo, consequentemente, as mais vigo-
rosas (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Popinigis (1985) comentou que o tamanho da semen-
te, em muitas espécies, éindicativo de suaqualidadefisi-
ol égica e que as sementes pequenas, dentro de um mes-
mo lote, apresentam menor germinagéo e vigor do que as
médias e grandes. Complementando, Gray et al. (1986)
comentaram que as sementes maiores supostamente seri-
am as que receberam maior quantidade de assimilados
durante o seu desenvolvimento, apresentando embrides
bem formados, com mai ores quantidades de reserva, sen-
do, potencialmente, as mais vigorosas.

As sementes podem ser classificadas de acordo com
suaresposta aluz como fotoblasticas positivas, benefici-
adas pela luz; fotoblasticas negativas, prejudicadas pela
luz; e ndo fotoblasticas ou indiferentes, cuja sensibilida-
deaessefator ndo interfere nagerminagéo. Observou-se,

Rev. Ceres, Vicosa, v. 59, n.3, p. 299-304, mai/jun, 2012

pelos resultados, que gendtipos de oliveira apresentaram
mel hores percentagens de germinac¢&o quando os embri-
Oesforam inicialmente expostosaluz.

A importancia da luz na germinagéo faz-se presente
pelafotorreacdo, que controla agerminacdo por meio de
um pigmento (fitocromo) presente no citoplasmade célu-
lasdo eixo embrionario, cujaformaativaé convertidapela
exposicdo a luz, disparando o processo de germinagéo
pela sintese de hormonios e enzimas, controle respiraté-
rio, permeabilidade dos tegumentos ao oxigénio e meta-
bolismo delipidios(Taiz & Zeiger, 2008). Porém, aintensi-
dade desses efeitos dependera da espécie e do cultivar,
além de outros fatores relacionados com o processo de
germinagao.

Martinotto et al. (2007) testaram o efeito daescarifica
¢do do tegumento e a presenca e auséncia de luz, na ger-

Tabela 2. Percentagem de germinagéo de embrides in vitro de
genctipos de oliveiraem diferentes ambientes deincubagdo

Tratamento Germinagéo (%)
Ausénciadeluz 50,74 b
Presencadeluz 65,55 a*
Gendtipos Germinacédo (%)
Alto D’ouro 50,00 a
Koroneike 0007 50,00 a
Salomé 488 50,00 a
Ascolano 315 56,66 a
Grappolo 575 60,00 a
Mission 63,33 a
Halhali 0063 63,33 a
Penafiel SP 66,66 a
Manzanilla215 66,66 a
Grappolo 561 66,66 a
Cerignola131 73,33 a

CV (%) 47,04

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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minac&o in vitro de cagaiteira (Eugenia dysentericaDC.),
e verificaram que aausénciade luz no periodo inicial do
processo germinativo diminuiu a percentagem de germi-
nacdo dessa espécie, corroborando os resultados apre-
sentados paraoliveira.

Resultados semelhantes foram obtidos por Leite &
Hebling (2007), trabalhando com orquideas do género
Cattleya. Estes autores observaram que a presenca de
|uz proporcionou maiores percentagens de germinagdo in
vitro. O indice de velocidade de germinacdo (Tabela 3)
apresentou diferencas significativas para a interagdo
gendtipos x ambientes de incubagdo. Os dados obtidos

Tabela 3. indice de vel ocidade de germinacgo (IVG) em embrides
in vitro de gendtipos de oliveira em diferentes ambientes de

incubacéo

. IVG (dias)
Genotipos P
AusénciadeLuz  PresencadelLuz

Koroneike 0007 0,72 Gb 3,03 Ca
Alto D’ ouro 0,72 Gb 2,32 Fa
Grappolo 561 1,42 Fb 3,32Aa
Salomé 488 1,52 Eb 1,72 Ha
Manzanilla215 1,62 Db 2,91 Da
Halhali 0063 1,62 Db 3,16 Ba
Penafiel SP 1,65 Db 3,13Ba
Grappolo 575 1,67 Db 1,82 Ga
Ascolano 315 191 Cb 2,32 Fa
Mission 2,17 Bb 2,33 Fa
Cerignola13l 2,22 Ab 2,72 Ea
CV (%) 2,73

*Médias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e, mintscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade.

com o indice de vel ocidade mostraram que 0 ambiente, na
presenca de luz, apresentou maiores indices, juntamente
com osgendtipos‘ Grappolo 561, ‘Halhali 0063’ e Penefiel
SP', confirmando que a luz influencia positivamente na
germinagdo deoliveira.

Naavaliacdo de comprimento daparte aéreae nimero
de entrends, ndo houve diferencas significativas para o
fator ambiente de incubag@o e para a interagdo entre
gendtipos x ambientes de incubagéo, porém, o fator
gendtipo, isoladamente, apresentou diferencas significa-
tivas, conforme mostraaTabela 4.

Paranimero defolhas, asmédiasforam significativas
apenas para os doisfatores, isoladamente, ndo sendo sig-
nificativaainteracdo entre osfatores. Paratodas as vari-
aveis de crescimento analisadas, 0 genétipo que apre-
sentou maior médiafoi ‘ Salomé488', seguido por ‘ Grappolo
561’ e’ Grappolo 575 (Tabela4).

O gendtipo influenciou diretamente nas respostas do
indice de velocidade e do percentual germinativo, assim
como no crescimento e desenvolvimento da pléntula,
mostrando que paraoliveiraas respostas sao especificas.

Em relagdo aos gendtipos, o comportamento do
dendrograma foi gerado em funcdo das médias dos efei-
tos dos ambientes (presenca e auséncia de luz) e de
gendtipos, considerando-se todos os parémetros avalia-
dos, tendo sido formados dois grupos distintos: um con-
tendo apenas o0 gendtipo ‘Salomé 488’ e o outro grupo
com os demai s gendtipos (Figura 2). Essadiferenca, em-
bora verificada apenas para um dos genétipos, confron-
tado com osdemais, destacaainfluénciadavariabilidade
genética existente dentro da espécie Olea europaea.

Tabela 4. Desenvolvimento dos gendtipos de oliveira cultivados in vitro na presenca de luz apds 45 dias de incubagéo

Comprimento

Tratamento , Numero de folhas NuUmero de entrenés
da parte aérea (cm)

Presencadeluz 3,92 a 7,90a 4,16a

Ausénciadeluz 337a 6,54b 3,56a

Genotipos Comprlfnento Numero de folhas Numero de entrends
da parte aérea (cm)

Koroneike 0007 2,16 b* 450b 2,33b

Mission 291b 6,33b 3,33b

Manzanilla215 291b 550b 291b

Cerignola131 3,16b 6,16 b 3,33b

Penafiel Sp 341b 525b 2,75b

Ascolano 315 3,75a 7,25b 3,66b

Alto D’ ouro 4,00a 8,80b 475b

Halhali 0063 4,00a 7,08b 3,75b

Grappolo 575 416a 8,50b 458b

Grappolo 561 475a 7,66 b 3,83b

Salomé 488 491a 13,16 a 7,25a

CV (%) 51,43 52,51 52,94

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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A separagdo do gendtipo ‘ Sdomé 488’ dosdemais (Fi-
gura 2) confirma os resultados apresentados nas tabelas
de comparagéo de médias, paratodasasvariaveis de cres-
cimento das pléantul as analisadas.

A Tabela 5 apresenta a contribuicdo relativa de cada
carater na determinacdo da distancia genética entre os
gendtipos de oliveira. A maior contribui¢do para separa-
¢ao dos gruposfoi davariavel nimero de entrends (NE),
com 75,19%, seguidadavariavel numero defolhas (NF),
com 21,88%. Nestaandlise, observou-se agrandeimpor-
ténciado pardmetro nimero de entrends naformacéo dos
agrupamentos. Observando-se avariavel comprimento da
parte aérea, verificou-se que ela nédo contribuiu conside-
ravelmente para aformagéo dos grupos.

-

———

-
MOOO==~hON=W

0 10 20 30 40 50 60 70 80 980 100
0 .79 1598 238 318 397 477 5568 636 715 795

Figura?2. DendrogramadadistanciaUPGMA entre 11 gendtipos
na andlise multivariada: 1) Halhali 0063; 2) Cerignola 131; 3)
Manzanilla215; 4) Ascolano 314; 5) Mission; 6) Salomé488; 7)
Grappolo 575; 8) Grappolo 561; 9) Alto D’ ouro; 10) Koroneike
0007; 11) Penafiel SP.

Tabela 5. Contribuicao relativa (%) dos caracteres comprimento
departe aérea(CPA), nimero defolhas (NF) e nimero de entrenés
(NE) na andlise de diversidade entre gendtipos de oliveira
cultivados em meio M S, utilizando a disténcia generalizada de
Mahalanobis (D?), segundo Singh (1981)

Variavel S Valor em %
CPA 3,957422 2,92
NF 29,617996 21,88
NE 101,776828 75,19
CONCLUSOES

Osgendtiposdeoliveirativeram agerminagéo positi-
vamente influenciada pelapresencade luz.

A maior percentagem de germinacao para o gendtipo
‘Cerignola 131’ correlaciona-se com o maior tamanho de
fruto e de semente nesse gendtipo.

A auséncia de luz nafase inicial de germinagdo ndo
influenciou no crescimento e desenvolvimento posterior
das plantulas.

Maior comprimento da parte aérea e do niUmero de
folhaseentrendsfoi observado no gendtipo ‘ Salomé 488’
independentemente da condi¢éo de luminosidade impos-
tanagerminacéo.
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