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RESUMO

OTIMIZACAO DE PROTOCOLO DE ESTABELECIMENTO IN VITRO DE DUAS
CULTIVARES DE OLIVEIRA

AUTORA: Jullie dos Santos
ORIENTADORA: Denise Schmidt

O amplo consumo dos produtos da oliveira, a azeitona de mesa e o azeite de oliva, tém
demonstrado que a espécie possui elevado potencial, atraindo o interesse de produtores
nacionais e internacionais. Para isso, a cultura de tecidos vegetais apresenta-se como uma
técnica vidvel de producdo de mudas em curto tempo e espaco, garantindo homogeneidade e
qualidade fitossanitaria das plantas produzidas, além de ser uma oportunidade de aperfeigoar
0s processos de melhoramento genético e propagacdo desta espécie. Porém plantas lenhosas
como a oliveira apresentam dificuldades no estabelecimento in vitro devido principalmente a
contaminacdo e oxidacao, o que torna necessaria a adocao de técnicas eficientes de assepsia e
controle da oxidacdo dos explantes nessas condi¢des. Dessa forma o objetivo do primeiro
experimento foi desenvolver um protocolo de estabelecimento in vitro a partir de segmentos
nodais de duas cultivares de oliveira desinfestados em diferentes concentragcfes de hipoclorito
de sddio, isolados em meio WPM suplementado com diferentes concentracdes de BAP (6-
benzilaminopurina). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado,
em esquema fatorial 2x3x3, sendo duas cultivares de oliveira (Arbequina e Koroneiki), trés
concentragdes de hipoclorito de sodio (0,6; 0,8 e 1,0% de cloro ativo) e trés concentracdes de
BAP (0,00; 2,22 e 4,44 uM) totalizando 18 tratamentos. Conforme os resultados foi possivel
observar que o0s tratamentos testados neste experimento ndo foram eficientes no
estabelecimento in vitro de oliveira cv. Arbequina, entretanto a concentracdo de 2,22 uM de
BAP e a concentragdo de hipoclorito de sddio 1 % cloro ativo, utilizada na desinfestacdo dos
explantes, sdo ideais para o estabelecimento in vitro de oliveira cv. Koroneiki. O segundo
experimento objetivou avaliar os efeitos de diferentes agentes antioxidantes no
estabelecimento in vitro de oliveira cvs. Koroneiki e Arbequina. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x3, sendo duas
cultivares (Arbequina e Koroneiki) e trés agentes antioxidantes (PVP; carvéo ativado e acido
ascorbico), constituindo 6 tratamentos. Os resultados aos 21 dias apds isolamento permitiram
concluir que a cultivar Arbequina € menos susceptivel a oxidacdo em comparacdo a Koroneiki
e que o antioxidante acido ascorbico na concentracdo de 1 g L™ demonstrou-se eficiente no
controle da oxidacao de explantes de oliveira cvs. Arbequina e Koroneiki.

Palavras-chave: Olea europaea. Assepsia. Citocinina. Oxidacao. Antioxidantes.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF AN IN VITRO ESTABLISHMENT PROTOCOL OF TWO
OLIVE TREE CULTIVARS

AUTHOR: Jullie dos Santos
ADVISER: Denise Schmidt

The wide consumption of olive products, table olives and olive oil have shown that the
species has a high potential, attracting the interest of national and international producers. For
this, plant tissue culture is a viable technique for the production of seedlings in short time and
space, guaranteeing homogeneity and phytosanitary quality of the plants produced, besides
being an opportunity to improve the processes of genetic improvement and propagation of
this species. However, woody plants like the olive tree present difficulties in the in vitro
establishment due mainly to the contamination and oxidation, which makes it necessary to
adopt efficient techniques of asepsis and control of the oxidation of explants under these
conditions. The objective of the first experiment was to develop an in vitro establishment
protocol from nodal segments of two olive cultivars desinfestation different concentrations of
sodium hypochlorite isolated in WPM medium supplemented with different concentrations of
BAP (6-benzylaminopurine). The experiment was conducted on completely randomized
design, in a triple factorial scheme (2x3x3), two olive cultivars (Arbequina and Koroneiki),
three concentrations of sodium hypochlorite for the decontamination of the explants (0,6; 0,8
and 1,0% active chlorine) and three BAP concentrations (0,00; 2,22 e 4,44 uM) totalizing 18
treatments. According to the results, it was possible to observe that the treatments tested in
this experiment were not efficient in the in vitro establishment of olive cv. Arbequina,
however the concentration of 2,22 uM of BAP and the concentration of sodium hypochlorite
1 % active chlorine, used in disinfestation of the explants, are ideal for the in vitro
establishment of olive cv. Koroneiki. The second experiment objected evaluate the effects of
different antioxidant agents in the in vitro establishment of olive cvs. Koroneiki and
Arbequina. The experiment was conducted on completely randomized design, in factorial
scheme (2x6), two olive cultivars (Arbequina and Koroneiki), three concentrations of sodium
hypochlorite for the decontamination of the explants (0,6; 0,8 and 1,0% active chlorine),
totalizing 12 treatments. The results at 21 days after isolation allowed to conclude that cultivar
Arbequina is less susceptible to oxidation compared to Koroneiki and the antioxidant ascorbic
acid at the concentration of 1 g L™ was shown to be efficient in controlling the oxidation of
olive explants cvs. Arbequina and Koroneiki.

Keywords: Olea europaea. Asepsis. Cytokinin. Oxidation. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie perene pertencente a familia Oleaceae
cultivada e apreciada mundialmente, inclusive no Brasil, pela relevancia de seus produtos, a
azeitona e o azeite de oliva (SOUZA et al., 2012). Estudos recentes comprovam os efeitos
benéficos do azeite de oliva para salde, principalmente no tratamento de doencas
cardiovasculares e na confeccdo de produtos farmacéuticos (SANTOS et al., 2015).

No Brasil os estudos sobre olivicultura iniciaram na década de 1940, porém
alavancaram no ano 2000, devido a estudos de zoneamento agroclimatico e econdmico
realizados pelo Ministério da Agricultura, que definiram as regides brasileiras com
caracteristicas adequadas para o plantio de oliveira em longa escala (MELLO & PINHEIRO,
2012). Atualmente, estes plantios ja em fase de producdo e beneficiamento de azeitona,
concentram-se principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais, S8o Paulo e
Santa Catarina (COUTINHO et al., 2015). Entre as cultivares mais plantadas no Brasil estdo a
cultivar espanhola Arbequina considerada de expressiva importancia devido ao seu vigor
vegetativo, precocidade, alto rendimento em azeite e boa resisténcia ao ataque de pragas e
doencas. Também ha a cultivar de origem grega Koroneiki, resistente a seca, com
produtividade elevada e constante (SANTOS et al., 2015). Apesar da crescente demanda pelos
produtos da oliveira, a olivicultura no Brasil ainda carece de manejos adequados e
conhecimento por técnicas modernas de formacdo e conducdo dos plantios (DONINI et al.,
2008).

A propagacdo de oliveira geralmente ocorre através de métodos assexuados,
principalmente para evitar a segregacdo genética e a longa fase juvenil de plantas originadas
por sementes (SOUZA et al., 2012). A cultura de tecidos vegetais surge como uma alternativa
promissora por proporcionar a producdo de mudas com elevada qualidade fitossanitaria em
larga escala e em tempo e espaco reduzidos, alem de permitir o0 armazenamento de recursos
genéticos de plantas através da formacdo de bancos de germoplasma in vitro (BEZERRA et
al., 2014).

No entanto, procedimentos e técnicas adotadas durante o estabelecimento in vitro
como condi¢do da planta matriz, tempo de manipulacdo do material vegetal, vigor dos
explantes e a imersdo destes em solucdes desinfestantes séo fatores que podem influenciar
esta fase (PELIZZA et al., 2013), na qual a ocorréncia de contaminagdo e oxidacao fendlica

sdo os maiores comprometedores. Os principais contaminantes que afetam o0 sucesso da
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cultura de tecidos sdo geralmente fungos e bactérias, para isso sdo utilizadas substancias com
acdo germicida a base de cloro como hipoclorito de sédio e célcio, além de etanol e
detergentes, a fim de eliminar impurezas e detritos trazidos do meio externo (PELIZZA et al.,
2013).

A oxidagdo fendlica, outro entrave enfrentado na cultura de tecidos, principalmente
quando se trata de espécies lenhosas, devido a liberagdo de compostos fendlicos toxicos como
fenois, flavonoides e taninos capazes de comprometer o crescimento do explante (MELO et
al.,, 2001). No controle desse efeito substancias com acdo antioxidante sdo comumente
empregadas junto ao meio de cultura ou na lavagem do material vegetal antes do isolamento.
Essas substancias possuem a capacidade de adsorver as substancias oxidantes presentes no
meio ou acumuladas em torno das extremidades excisadas dos explantes.

A composicdo do meio de cultura bem como a concentracdo de fitorreguladores
adicionada a ele € de fundamental importancia, pois tém o papel de estimular os propagulos a
responderem ao que se espera, haja vista que o crescimento e a morfogénese in vitro sao
fatores regulados pelo balanco e interacdo entre os reguladores de crescimento no meio
nutritivo (BEZERRA et al., 2014). As citocininas sdo fitorreguladores que influenciam
diretamente na expansdo foliar, quebra de dominancia apical e formacdo de gemas
adventicias, sua concentracdo vai variar de acordo com a necessidade da espécie estudada e
seu nivel hormonal endégeno (BEZERRA et al., 2014).

A geracdo de conhecimentos destinados a evolucdo da olivicultura no Brasil
relacionados a producdo de mudas, manejo e conducdo dos pomares, nutricdo e adubacao,
controle de pragas e doencas, pds-colheita e processamento dos frutos é de fundamental
importancia, visando a producdo de cultivares adaptadas as diversas condigdes ambientais
brasileiras, dessa forma, o cultivo in vitro, como metodologia moderna, assume papel
importante neste processo (CANCADO et al., 2010).

Diante do contexto realizou-se o0 presente estudo objetivando determinar um protocolo
de estabelecimento in vitro para duas cultivares de oliveira, Arbequina e Koroneiki, para fins
de micropropagacdo. Para tanto foram formuladas as seguintes hipoteses:

e As cultivares de oliveira, Arbequina e Koroneiki, apresentam dificuldade de
estabelecimento in vitro;
e O estabelecimento in vitro de oliveira, cvs. Arbequina e Koroneiki €

influenciado pela concentragdo do agente descontaminante aplicado;
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e O regulador de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) facilita o
estabelecimento e estimula a multiplicacdo in vitro de oliveira, cvs. Arbequina
e Koroneiki, favorecendo sua propagacao;

e A adicdo de agentes antioxidantes ao meio de cultura reduz a ocorréncia de
oxidacdo fendlica in vitro em oliveira, cvs. Arbequina e Koroneiki,

favorecendo a sobrevivéncia e estabelecimento dos explantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

2.1.1 Oliveira (Olea europaea L.)

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie da familia botanica Oleaceae da qual
pertencem cerca de 30 géneros, incluindo Fraxinus, Ligustrum, Syringa e Olea (PIO et al.,
2005); sendo este ultimo, constituido por aproximadamente 35 espécies (COUTINHO et al.,
2009). Arvore perenifélia, com altura que pode variar de 7 a 11 m, tronco ereto e cilindrico,
com casca fissurada longitudinalmente e de coloracdo acinzentada. Ramos longos e obliquo,
formando copa aberta e arredondada. Folhas simples, alternas, coriaceas, lanceoladas, com
superficie superior verde-escura e a inferior prateada, com dimensdes de 3,5 - 6,0 cm de
comprimento por cerca de 1 cm de largura, com peciolo de menos de 0,5 cm. A
inflorescéncia é em panicula axilar curta, com flores brancas, suavemente perfumadas
(LORENZI et al., 2003). A Oliveira é a unica espécie da familia oleaceae que produz frutos
comestiveis (COUTINHO et al., 2015). Seus frutos, as azeitonas, sdo drupaceos elipsoides, de
1,5-3,0 cm de comprimento, polpa amarga, contendo uma Unica semente (LORENZI et al.,
2003) usadas para consumo in natura (azeitona de mesa) e para producédo de azeite (WREGE
et al., 2009); um liquido amarelo-esverdeado, transparente e aromatico, utilizado desde a
antiguidade como ingrediente na culindria (MELLO & PINHEIRO, 2012); devido ao
processo de extracdo, geralmente por prensagem mecanica, o azeite de oliva é considerado um
produto natural de alta qualidade.

Trata-se de uma planta de cultivo tdo antigo quanto o trigo e a videira (MELLO &
PINHEIRO, 2012); tendo seus primeiros registros cerca de quatro mil anos a.C., na regido do
Mar Morto, regido geogréafica que vai desde o sul do Caucaso até as planicies do Ira, Palestina
e zona costeira da Siria (VILLA et al. 2010); expandindo-se pela bacia do Mediterraneo.
Atualmente a espécie € cultivada em todos os continentes (OLIVEIRA et al., 2010); incluindo
o Norte da Africa, Américas do Sul e do Norte e alguns paises da Asia (WREGE et al., 2009).

Para que a expansdo da olivicultura no Brasil se torne realidade, € necessario realizar

um estudo aprofundado a fim de conhecer aspectos basicos que envolvam o desenvolvimento
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da espécie, como por exemplo, a adaptabilidade fora do seu centro de origem (MARTINS et
al., 2012).

A oliveira tem seu desenvolvimento variavel dependendo da cultivar e 0 meio em que
cresce (CAPELLARO, 2013). E planta de clima temperado e em funcdo da sua estrutura
xerofitica se desenvolve bem, mesmo em ambientes com longos periodos quentes e secos, e
com baixos indices pluviométricos. No clima mediterraneo, durante o inverno, ocorre
acumulo de frio, o que é considerado indispensavel para que a espécie saia da dorméncia e
atinja, posteriormente, florescimento uniforme. A temperatura base, abaixo da qual ndo ocorre
crescimento, € de 12,5 °C (COUTINHO et al., 2009.) J& a temperatura adequada para que
ocorra a frutificacdo efetiva, deve estar entre os 25 °C e 35 °C. As plantas, contudo, sdo
capazes de suportar altas temperaturas no verdo proximas a 40 °C, sem que os ramos e folhas
sofram queimaduras. Porém, a atividade fotossintética passa a ser inibida quando a
temperatura ultrapassa os 35 °C (WREGE et al., 2015). Planta rustica que pode ser encontrada
em terrenos de baixa fertilidade natural e em climas extremamente aridos. Porém, em terrenos
férteis e em locais com boa pluviometria, pode expressar melhor o seu potencial produtivo.

Uma das principais caracteristicas da oliveira é sua grande longevidade. Existindo
arvores em bom vigor produtivo com 300 a 400 anos de idade (CAPELLARO, 2013).

2.2 IMPORTANCIA DA ESPECIE

A oliveira (Olea europaea L.) originaria da regido do Mediterraneo, hoje tem seu
cultivo estendido pelo mundo todo, compreendendo uma &rea de 9,7 milhGes de hectares,
liderados principalmente pela Unido Europeia, responsavel por 75% da producéo de azeitonas
onde a Espanha e a Itdlia se destacam por serem 0s paises produtores mais importantes
(AHMAD et al., 2016). A producdo mundial de azeitonas de mesa nos ultimos 30 anos,
cresceu de forma constante, de uma producdo de 950 000 t em 1990/91 para 2 953 500 t em
2017/18, um aumento de 211% (+2 003 500 t). O consumo mundial para a safra 2016/2017
foi calculado em aproximadamente 2.803.000 t segundo o Conselho Oleicola Internacional
(COl, 2017).

Na America do Sul, a Argentina é o principal produtor e exportador de azeitona e
azeite, com mais de 100 mil hectares plantados (SILVA et al., 2012). No Brasil os estudos
sobre olivicultura iniciaram na década de 1940, porém alavancaram no ano 2000, devido a
estudos de zoneamento agroclimatico e econdmico realizados pelo Ministério da Agricultura,

que definiram as regides brasileiras com caracteristicas adequadas para o plantio de oliveira
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em longa escala (MELLO & PINHEIRO, 2012). Atualmente, estes plantios ja em fase de
producédo e beneficiamento de azeitona, concentram-se principalmente nos estados do Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo e Santa Catarina (COUTINHO et al., 2016).

Segundo a Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Irrigacdo do Rio Grande do Sul
(SEAPI, 2017) o estado encerrou 0 ano de 2016 com uma area de cerca de 2.000 hectares
plantados, por aproximadamente 160 produtores, especialmente da Metade Sul do estado,
destacando os municipios de Cacapava do Sul, Pinheiro Machado, Cachoeira do Sul e
Santana do Livramento, no entanto, apesar dos avancos, a area plantada e a producéo ainda
representam muito pouco perto da demanda existente no mercado brasileiro; sendo hoje, o
Brasil um dos maiores importadores de azeitonas e derivados do mundo, importando
praticamente todo azeite e azeitona que consome (FERREIRA et al., 2015) destacando-se
como um dos maiores mercados consumidores dos produtos da oliveira, movimentando mais
de um bilh&o de reais no mercado nacional (OLIVEIRA et al., 2012).

Na década de 60, o Conselho Oleicola Internacional (COIl) iniciou uma série de
estudos cientificos que objetivaram avaliar os beneficios das propriedades do azeite na saide
humana, os quais demonstraram efeito benéfico no tratamento de doencas cardiovasculares e
na diminuicdo de riscos de aparecimento de canceres como os de mama e de ovario, e nas
doencas degenerativas como hipertensao, reumatismo, osteoporose, além de maior controle da
hiperglicemia nos diabéticos, conferir melhoras na digestdo, na memoria e na longevidade
(SILVA, 2008; WREGE et al., 2009).

Os frutos da oliveira e o extrato de suas folhas sdo ricos em propriedades
nutriterapéuticas, demonstrando elevado teor de polifenois, como flavonoides, verbacoside e
antocianina, com comprovada capacidade antioxidante (OLIVEIRA, 2009). Outros compostos
como feniletanois, secoiridoides e lignanas também foram encontrados em plantas do género
Olea, aos quais sdo atribuidos efeitos anti-inflamatdrios, antimicrobianos e antivirais.
Relatérios recentes demonstraram agdo anti-amiloidogénica da oleuropeina, principal
secoiridoide de folhas e frutos de oliveira, indicando um possivel papel protetor contra a
doencga de Alzheimer (MICHEL et al., 2015). O reconhecimento dos efeitos positivos do
consumo do azeite de oliva a saude é o principal responsavel pela intensificagéo,

modernizagdo e ampliagdo do cultivo de oliveiras no mundo (WREGE et al., 2009).
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2.3 CULTIVARES

As inumeras cultivares de oliveira plantadas atualmente sdo oriundas de cruzamentos e
selecBes de materiais cultivados desde periodos remotos, assim esta diversidade necessita ser
avaliada em condicGes especificas de ambiente (OLIVEIRA et al., 2012).

2.3.1 Arbequina

Originéria da regido da Lérida na Espanha, também conhecida por Arbequi, Arbequin
e Blancal, tem seu cultivo estendido por inimeras regides do mundo, entre elas Argentina,
Estados Unidos, Chile e Australia (EMBRAPA, 2012).

Cultivar autocompativel, muito apreciada pela precocidade de producdo, elevada
produtividade, bom rendimento graxo e excelente qualidade do azeite produzido, porém de
baixa estabilidade. Planta de vigor reduzido o que possibilita um maior adensamento de
plantio (COUTINHO et al., 2009).

Possui inflorescéncia com dimensdes que variam de 35 a 38 mm de comprimento
contendo aproximadamente 25 flores por racimo floral. Folhas elipticas de curto
comprimento, largura mediana com curvatura longitudinal do limbo. Seus frutos séo
simétricos e de baixo peso, forma esférica, apice redondo, base truncada, lenticelas escassas e
pequenas. A colheita ocorre em meados de fevereiro e mar¢co (ROSSINI, 2016). O contetdo
de azeite é considerado alto (entre 16% e 18%) (EMBRAPA, 2012), com carater distinto, rico
em propriedades organolépticas. Trata-se de uma planta rustica, apresentando resisténcia ao

frio e a geada, respondendo bem a poda.

2.3.2 Koroneiki

Originaria da Grécia, onde a cultivar tem sua maior area plantada, também sendo
distribuida pela Argentina, Estados Unidos, Chile e Australia. Com produtividade elevada e
constante (COUTINHO et al., 2009), esta entre as cultivares mais plantadas mundialmente,
destinada & producdo de azeite. Seu fruto possui elevado teor de 6leo (28%), rico em
polifendis e com alta estabilidade (PENSO et al., 2016); rendendo ao azeite caracteristicas
sensoriais muito apreciadas (COUTINHO et al., 2009).

Planta de vigor médio, copa com densidade mediana e aberta. Inflorescéncia de
comprimento médio (entre 30 a 35 mm) com nimero mediano de flores, aproximadamente 20

por racimo. Folhas estreitas, eliptico-lanceoladas de comprimento curto (aproximadamente 3
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cm), frutos com baixo peso (menos que 2 @), esféricos, simétricos, apice pontiagudo e base
truncada (COUTINHO et al., 2016).

Quando jovens, as plantas sdo sensiveis ao frio, por isso recomenda-se que o plantio
seja iniciado na segunda quinzena de agosto, podendo-se estender até o final de novembro
(COUTINHO et al., 2015).

2.4 PRODUCAO DE MUDAS DE OLIVEIRA (Olea europaea L.)

Rotineiramente a propagagao vegetativa de oliveira ocorre principalmente por estaquia
e enxertia, porém é sabido que o processo de enraizamento das estacas compromete a
producdo de mudas em grande escala, além disso, a inducdo de raizes adventicias parte
essencial da técnica, diminui com a idade da planta doadora (CID et al., 2015). J& a enxertia, a
nivel comercial apresenta-se como uma técnica cara e laboriosa, além de oferecer riscos de
incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto, além da possibilidade de transmisséo
mecanica de virus (CID et al., 2015). A propagacédo seminal apresenta inUmeras desvantagens
relacionadas a variabilidade genética e longo periodo juvenil, além da baixa taxa de
germinacdo em condi¢des de campo, 0 que inviabiliza a producdo comercial da espécie
(SANTOS et al., 2015).

Sendo assim, a cultura de tecidos vegetais surge como uma alternativa promissora para
acelerar a multiplicacdo ou até mesmo a selecdo de novos gendtipos de oliveira, servindo
como ferramenta de pesquisa para varios fins (SOUZA et al., 2012), capaz de superar as
limitacGes encontradas nos métodos tradicionais de propagacdo, além de proporcionar a
multiplicacdo clonal em grande escala e servir de modelo para estudos bioquimicos,
fisiologicos e no aperfeicoamento dos processos de melhoramento genético da espécie
(CANCADO et al. 2010).

2.5 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

A cultura de tecidos vegetais, também chamada de cultura e/ou propagacdo in vitro é
uma técnica baseada na totipotencialidade das células, teoria proposta por Haberlandt em
1902, a qual afirma que cada célula vegetal possui capacidade genética de gerar um novo
organismo idéntico ao que Ihe deu origem (CANCADO et al., 2010) viabilizando a clonagem
de plantas a partir de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos de uma planta matriz
(MENDES et al., 2015) com o objetivo de obter um grande nimero de plantas, multiplicacdo

de hibridos com a manutencéo das caracteristicas genéticas, producdo de mudas durante o ano
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todo e répida propagacdo de individuos resultantes de programas de melhoramento com
finalidade comercial, além de produzir plantas isentas de patdgenos, principalmente virus
(SANTOS et al., 2016).

A propagacdo in vitro em condicBes assepticas permite certa homogeneidade para
fatores que em condic@es ex vitro sdo de dificil controle, como os ambientais, por exemplo, 0
que possibilita a clonagem dos gendtipos, reduzindo as diferencas causadas pela variacao
genética (CANCADO et al., 2010). A técnica apresenta-se também como uma ferramenta
promissora de investigacdo da fisiologia basica e bioguimica das células vegetais
(BASKARAN et al., 2015). O cultivo in vitro de plantas consiste na pré-selecdo de uma
planta matriz, da qual serdo retirados os explantes para o inicio do processo. Para isso, a
sanidade desta é um fator importante, pois estd relacionada diretamente com a
descontaminacdo do explante no processo de isolamento (MOREIRA, 2014).
Frequentemente, os fatores de maior influéncia para o sucesso da micropropagacdo de
espécies vegetais é a fonte de explante e 0 meio nutritivo onde sdo cultivados (MIYATA et
al., 2014).

A cultura de tecidos vegetais proporciona aumentos na producdo e diminuicdo de
danos ambientais contribuindo com os laborat6rios e paises adotantes da técnica para que
tenham maiores vantagens competitivas, aumentando a oferta de emprego, gerando novas
demandas por gendtipos, rapida multiplicacdo clonal de mudas de qualidade, livres de

doencas e independentes de fatores sazonais (CID et al., 2015).
2.5.1 Etapas da cultura de tecidos
2.5.1.1 Estabelecimento

2.5.1.1.1 Desinfestacéo

Trata-se de um processo de esterilizacdo da superficie do explante, que busca eliminar
microrganismos contaminantes como bactérias, fungos e leveduras, que podem competir por
nutrientes ou até mesmo produzirem toxinas que influenciam na regeneragdo do explante
(ANDRADE, 2002). Esta etapa geralmente é realizada utilizando-se solucdes de hipoclorito
de célcio ou hipoclorito de sédio nas quais o material vegetal € mergulhado por intervalos de
tempos que variam de 5 a 20 minutos. Além disso, realiza-se imersées em alcool 70% (v/v) e

triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, o processo de descontaminagéo e o tempo
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de duracdo podem variar conforme o tipo e idade do tecido (ANDRADE, 2002; CANCADO
etal., 2010).

A contaminacdo na cultura de tecidos representa um dos maiores obstaculos
enfrentados para o estabelecimento e propagacao de clones, ainda mais considerando o fato de
gque mesmo tomando-se todas as providéncias de uma assepsia rotineira, muitas vezes nao é
possivel contornar completamente a contaminacdo por esta ter origem enddgena,
necessitando, neste caso, de procedimentos alternativos como tratamentos com antibioticos e
fungicidas (CID et al., 2015).

2.5.1.1.2 Oxidacédo fenolica

As plantas lenhosas possuem certa dificuldade para se estabelecer in vitro,
principalmente devido a contaminacdo e oxidacdo fendlica dos explantes, este Ultimo,
desencadeada no processo de senescéncia ou injuria dos tecidos, podendo ser evitada ou
atenuada através do uso de substancias antioxidantes no meio nutritivo (CID et al., 2015).
Segundo Erich & Schuch (2003), tal reacdo ocorre em funcdo da liberacdo de compostos
fendlicos precursores da sintese de lignina pelo tecido injuriado, causando acumulo de
produtos como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie excisada
modificando a composicdo do meio de cultura e comprometendo a absor¢do de metabdlitos.
Cordeiro et al. (2004) relatam que a oxidacdo em plantas lenhosas esta associada a eventos
como a intensidade luminosa, fotoperiodo, temperatura e concentragdo de sais no meio, como
0 nitrogénio na forma de nitrato de aménio. Conforme Cordeiro et al. (2004) além desses
fatores, a idade fisioldgica do explante, o teor enddgeno de fitorreguladores e agentes
gelificantes podem influenciar consideravelmente na oxidagdo da especie a ser cultivada.
Sartor et al., (2013) ndo observaram diferencas significativas quando avaliaram diferentes
antioxidantes no cultivo in vitro de Jacaranda da Bahia (Dalbergia nigra), porém ao aumentar
a concentracdo do fitorregulador BAP obteve maior ocorréncia de oxidagao.

Pré-tratamentos dos explantes com substancias antioxidantes e a adigdo destas ao meio
de cultura sdo procedimentos que sdo adotados no cultivo in vitro a fim de minimizar os
efeitos ocasionados pela oxidagdo (LEDO et al., 2001). Carvéo ativado, polivinilpirrolidone
(PVP) e &cido ascdrbico sdo algumas dessas substancias. De acordo com Costa et al. (2007), o
carvéo ativado é capaz de evitar o acimulo de inibidores fendlicos, ja o PVP tem seu papel

voltado para a inibicdo da oxidacdo causada pelas enzimas fenolases, adsorvendo os produtos
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toxicos ou quinonas presentes no meio nutritivo. O &cido ascorbico reage com o0s metais do

meio de cultura impedindo que estes fiquem disponiveis para oxidarem (Melo et al., 2001).

2.5.1.2 Multiplicag&o in vitro

Esta fase, indispensavel para obtencdo de novas plantas (PASA et al.,, 2012),
compreende a multiplicacdo dos propagulos ja estabelecidos por meio de constantes
subcultivos em meio cuja composicdo foi otimizada para desencadear o crescimento e a
proliferacdo de novas brotaces (CANCADO et al., 2010), para isso, € importante que se
tenha dominio da tecnologia de propagacéo em laboratério, resultante de uma série de estudos
realizados envolvendo os fatores que apresentam influéncia no crescimento e
desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro (DONINI et al.,, 2011). O genotipo,
composicdo do meio de cultura, reservas e fontes de carbono, tipo e quantidade de regulador

de crescimento, luz e temperatura (RIBEIRO, 2016) estdo entre esses fatores.

2.5.1.2.1 Fitorreguladores de crescimento

E muito comum, nesta fase, a adi¢do de reguladores de crescimento ao meio de
cultura, substancias sintéticas capazes de suprir as deficiéncias nos teores enddgenos
hormonais da planta, podendo variar de acordo com a espécie e tipo de explante (VILLA et
al., 2010). Dentre os grupos de reguladores de crescimento mais usados na propagacao in
vitro estdo as giberelinas, as citocininas e as auxinas (GRIMALDI et al., 2008).

As giberelinas sdo um grupo vasto de compostos e estéo relacionados principalmente
com o crescimento caulinar das plantas e com a producdo de o -amilase em sementes de
gramineas. As citocininas, na cultura de tecidos, sdo empregadas geralmente na inducdo de
brotacfes adventicias a partir de calos, gemas axilares ou apicais (CID et al., 2015). O tipo e a
concentracdo desse componente no meio de cultura apresenta fundamental influéncia no
sucesso da multiplicacdo in vitro, principalmente no que se refere & formagdo de estruturas
aéreas e indugdo de gemas adventicias em diversas espécies (PASA et al., 2012). A utilizagdo
de citocininas como BAP e Zeatina, por exemplo, possuem papel fundamental na promocao
do crescimento de gomos axilares dos explantes, no estimulo da divisao celular e crescimento,
na inibicdo do desenvolvimento de raizes e na promoc¢édo da organogénese dos callus celulares
(RIBEIRO, 2016).

As auxinas incluem o grupo dos fitorreguladores responsaveis pela indugéo de calos a

partir de um explante e no enraizamento a partir de um broto, o tipo e a sua concentracao vao
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depender da finalidade que pode ser a formacao de calos ou estimular o enraizamento (CID et
al., 2015).

2.5.1.3 Enraizamento

A fase de enraizamento tem inicio apds se obter uma taxa de multiplicacdo favoravel,
com boas caracteristicas dos explantes como didmetro de caule, alongamento e
desenvolvimento foliar (RIBEIRO, 2016). A inducéo e formag8o de raizes adventicias é um
processo importante, pois determina o estabelecimento da planta em condi¢bes ex vitro
aumentando suas chances de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo (RADMANN et al.,
2014). Para isso, realiza-se a aplicacdo de auxinas que, isoladamente ou em combinacdo no
meio de enraizamento, irdo favorecer o adequado balango hormonal, equilibrando seu teor nos
tecidos. Dentre as substancias mais utilizadas estdo o acido indolilbutirico (AIB), acido
naftalenoacético (ANA) e o 4cido indol-3-acético (AlA), embora este ultimo seja considerado
0 mais empregado neste processo, 0 AIB vem sendo o mais utilizado por ndo causar
fitotoxidade aos explantes em larga faixa de concentragdo (LIMA NETO et al., 2009; PASA
et al., 2012). As auxinas exdgenas sdo os reguladores de crescimento com maior participagdo
no processo de rizogénese, principalmente em espécies lenhosas que possuem dificuldade de
enraizamento, a qual tende a aumentar quando o material ndo for juvenil (LOPES et al.,
2001).

2.5.1.4 Aclimatizacdo

Esta etapa é um passo fundamental na producdo de plantas pela cultura de tecidos,
uma vez que as condi¢bes oferecidas por esta técnica modificam as caracteristicas
bioquimicas, anatdbmicas e morfoldgicas das plantas, alterando assim seus processos
fisiol6gicos normais (QUISEN et al., 2013).

O sucesso dessa fase requer que as plantas desenvolvidas heterotroficamente, em
altissima umidade, se adaptem a condi¢des de baixa umidade, desenvolvendo-se
autotroficamente (SILVA et al., 2008), este processo de adaptacdo representa para muitas
especies um fator limitante, indicando altos indices de mortalidade, baixa taxa de crescimento
e desuniformidade das plantas micropropagadas (LIMA-BRITO et al., 2016).

Em consequéncia da elevada umidade relativa encontrada no interior dos frascos de
cultura, os propagulos desenvolvem um mecanismo de abertura e fechamento estomatico

ineficiente e baixa producdo de cutina do tecido foliar, camada que oferece protecdo a
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superficie da folha. Além disso, reduz o espessamento da parede das células epidérmicas,
afeta o desenvolvimento do meséfilo deixando-o com muitos espacos intercelulares e
auséncia ou reduzido namero de tricomas na superficie foliar, facilitando a perda excessiva de
agua por transpiracdo em condicdes ex vitro (CANCADO et al., 2010; BRITO et al., 2016).
Para contornar esses problemas é essencial que se estimule a sintese de cutina e a regulacdo
do funcionamento estomético, de maneira gradativa, com os propagulos ainda in vitro,
adotando medidas preventivas como a substituicdo das tampas dos frascos por vedacOes
porosas, por exemplo, além de manter os propagulos recém transferidos para o substrato em

locais sombreados e com frequente nebulizagdo (CANCADO et al., 2010)

2.6 CULTIVO IN VITRO DE OLIVEIRA (Olea europaea L.)

A oliveira por ser uma espécie de relevante potencial econdmico, social e cultural,
pode ser ainda mais beneficiada pela pesquisa biotecnoldgica obtendo aumentos de producao
e melhoria na qualidade de seus produtos (CANCADO et al., 2010).

No Brasil o cultivo comercial de oliveira enfrenta obstaculos relacionados a obtencéao
de mudas de qualidade, o que é um fator limitante para sua expansao nacional (CANCADO et
al., 2010), estes problemas estdo associados principalmente a manejos inadequados e escassez
de conhecimentos sobre técnicas e conducdo dos pomares, o que faz da cultura de tecidos uma
pratica viavel para propagacédo da espécie (DONINI et al., 2008).

O cultivo in vitro de oliveira j& vem sendo aplicado e amplamente utilizado nas
pesquisas, apesar desta ser uma espécie lenhosa e apresentar recalcitrancia in vitro
dificultando a aplicacdo da técnica com finalidade comercial (CANCADO et al., 2010).
Segundo Pinheiro et al. (2013) as plantas lenhosas cultivadas in vitro tém sua propagacao
limitada por interferéncias de microorganismos contaminantes (fungos e bactérias) e oxidacao
dos explantes causada pela liberacdo de compostos fendlicos ao meio nutritivo. Trabalhos
realizados com oliveira na cultura de tecidos ja foram feitos a fim de criar protocolos de
estabelecimento e multiplicagédo in vitro da especie (DONINI, et al., 2008; DONINI, et al.,
2011; SOUZA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; SANTOS et al., 2015).

Existem aspectos importantes que devem ser observados na implantacdo do cultivo in
vitro de espécies lenhosas, onde se incluem a maioria das frutiferas, como o conhecimento e
dominio das tecnologias de propagacdo em laboratdrio, que esta alicercado em resultados de
estudos a fim de desvendar os fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento das

plantas nessas condi¢cdes (DONINI et al., 2008).
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3 ARTIGO 1: ESTABELECIMENTO IN VITRO DE OLIVEIRA ‘ARBEQUINA’ E
‘KORONEIKYI’

3.1 RESUMO

Devido a relevante importancia econdmica, tanto para o setor alimenticio quanto
farmacéutico, a oliveira vem sendo cada vez mais cultivada em todo o mundo. Para isso, a
obtencdo de mudas de qualidade com uniformidade e idoneidade varietal surge como fator
altamente relevante na implantacdo dos pomares de oliveiras. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver protocolo de estabelecimento in vitro a partir de segmentos nodais de
duas cultivares de oliveira sob diferentes concentracbes de hipoclorito de sodio e
concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP). O experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualisado, em esquema fatorial triplo (2x3x3), sendo duas cultivares de
oliveira (Arbequina e Koroneiki), trés concentracbes de BAP (0,00; 2,22 e 4,44 uM) e trés
concentragdes de hipoclorito de sédio (0,6; 0,8 e 1,0% de cloro ativo) para a descontaminacao
dos explantes. Cada tratamento consistiu de trés repeticdes e a unidade experimental de cinco
tubos de ensaio com um explante cada. Apos 28 dias, observou-se que os tratamentos testados
ndo apresentaram eficiéncia no estabelecimento in vitro de Olea europaea cv. Arbequina. No
entanto, a concentracdo de 2,22 uM de BAP adicionada ao meio WPM e a concentracdo de
1,0% de hipoclorito de sédio, utilizada para a desinfestacdo dos explantes, sdo ideais para o

estabelecimento in vitro da cultivar Koroneiki.

Palavras-chave: Olea europaea; cultivares; assepsia; citocinina.

3.2 ABSTRACT

Due to relevant economic importance, both for the food and pharmaceutical sectors, the olive
tree is being increasingly cultivated around the world. For this, obtaining quality seedlings
with uniformity and varietal suitability emerges as highly relevant factor at implantation of
olive orchards. Thus, the objective of this work was to develop in vitro establishment protocol
from nodal segments of two olive cultivars under different concentrations of sodium

hypochlorite and different concentrations of 6-bensilaminopurine (BAP). The experiment was
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conducted on completely randomized design, in a triple factorial scheme (2x3x3), two olive
cultivars (Arbequina and Koroneiki), three BAP concentrations (0,00; 2,22 e 4,44 uM) and
three concentrations of sodium hypochlorite (0,6; 0,8 and 1,0% active chlorine) for the
decontamination of the explants. Each treatment consisted of three replicates and the
experimental unit of five test tubes with one explant each. After 28 days, it was observed that
the treatments tested not shown to be efficient in the in vitro establishment of Olea europaea
cv. Arbequina. However, the concentration of 2,22 uM of BAP added to the WPM and the
1,0% concentration of sodium hypochlorite to the disinfestation of the explants are ideal for

the in vitro establishment of cultivar Koroneiki.

Keywords: Olea europaea; cultivars; asepsis; cytokinin.

3.3 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea) apresenta relevante importancia econémica, sendo cada
vez mais apreciada e cultivada em todo o mundo. O amplo consumo de seus produtos, a
azeitona de mesa e 0 azeite de oliva, tém demonstrado que a espécie possui elevado potencial,
atraindo o interesse de produtores nacionais e internacionais (SOUZA et al, 2012).

O Brasil € um dos maiores importadores dos produtos da oliveira na América do Sul,
comprando principalmente da Argentina, Espanha e Portugal (DONINI et al., 2011). De
acordo com o boletim de mercado divulgado pelo Conselho Oleicola Internacional (COl,
2017) o comércio brasileiro de azeitona de mesa, até agosto de 2017 teve aumento de 15%.

O prévio conhecimento da finalidade do olival € determinante na escolha das
cultivares a serem produzidas. Por exemplo, a cultivar espanhola Arbequina e a de origem
grega Koroneiki estdo sendo produzidas no Sul do Brasil com objetivo principal a producéo
de azeite, por apresentarem caracteristicas ideais para este fim, como precocidade de
producdo, bom teor de &cido oleico, vigor e alta produtividade (JUNIOR et al., 2009), para
isso, a obtencdo de mudas de qualidade com uniformidade e pureza varietal surge como fator
altamente relevante na implantacdo do pomar de oliveiras (OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, a oliveira vem sendo propagada vegetativamente através de metodos
convencionais como a enxertia e a estaquia, apesar destas técnicas apresentarem diversas
desvantagens como a baixa eficiéncia, por sofrer influéncia das varia¢cGes sazonais do clima,

das caracteristicas genetica das cultivares e de condigdes nutricionais e sanitarias do material
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vegetal utilizado (CANCADO et al. 2013). Outra maneira para propagacao da espécie seria
por via sexuada (sementes), porém este método gera elevada variabilidade genética, elevado
periodo juvenil das plantas produzidas, além da baixa germinacdo a campo, o que inviabiliza
a producéo de mudas para fins comerciais (SANTOS et al., 2015). Dessa forma, a cultura de
tecidos vegetais apresenta inumeras vantagens que, de maneira eficiente, contorna estas
dificuldades, proporcionando a producdo de mudas em curto tempo e espago, garantindo
homogeneidade e qualidade fitossanitaria das plantas produzidas, além de ser oportunidade
de aperfeigoar os processos de melhoramento genético (SOUZA et al., 2012).

Dentre varios fatores, o sucesso da técnica depende da adogdo de métodos eficientes
de assepsia, sendo que a desinfestacdo tanto dos explantes como também do ambiente de
trabalho e materiais utilizados, podem ser responsaveis pelo fracasso da técnica devido ao
elevado grau de contaminacdo e a presenca sistémica de microrganismos. Para isso, varias
substancias com acdo germicida tém sido utilizadas, como o etanol e compostos a base de
cloro como o hipoclorito de sédio e de calcio (COSTA et al., 2007).

As plantas lenhosas apresentam dificuldades no estabelecimento in vitro devido
principalmente a contaminacdo e oxidacdo. A fim de mitigar ou evitar a ocorréncia destes
eventos, pré-tratamentos sdo aplicados a planta matriz (ERIG & SCHUH, 2003), como por
exemplo fungicidas e bactericidas, aplicados dias antes da coleta do material vegetal para
isolamento. A combinacdo dos compostos ativos destas substancias deve ser estabelecida de
acordo com a espécie e a sensibilidade do material a ser descontaminado (ERIG & SCHUH,
2003), para que ndo ocorra intoxicacdo dos tecidos. A superexposi¢do do tecido aos agentes
esterelizantes pode danificar o explante, levando a morte celular (CARVALHO, 2012).

A adicdo de diferentes concentracOes de reguladores de crescimento ao meio de
cultura utilizados durante o processo de isolamento € outro fator a ser considerado, pois este €
fundamental ao desenvolvimento dos propagulos, e assim, capazes de estimular diferentes
respostas nas plantas. Entre os principais reguladores de crescimento utilizados estdo as
citocininas, como a 6-benzilaminopurina (BAP), que tém como funcdo estimular a brotacdo
nos explantes, quebrando a dominéncia apical e induzindo a proliferacdo das gemas axilares
(CANCADO et al., 2013). A eficiéncia destas substancias sintéticas adicionadas ao meio esta
diretamente relacionada ao contetdo enddgeno nos tecidos do explante, o qual pode variar
dependendo do gendtipo.

A geracdo de conhecimentos relacionados a propagagdo, para a expansdo da
olivicultura torna-se essencial, tendo em vista 0 aumento da demanda pelos produtos da

oliveira. Para isso é de fundamental importancia que se obtenha condi¢des adequadas de
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estabelecimento in vitro da espécie. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver protocolo de estabelecimento in vitro a partir de segmentos nodais de cultivares

de oliveira sob diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio e BAP.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Material Vegetal e CondicGes de Cultivo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Extrativos
Aromaéticos da Universidade Federal de Santa Maria-UFSM, Campus de Frederico
Westphalen-RS. Como fonte de explantes foram utilizados ramos e segmentos nodais jovens
excisados de brotaces apicais de plantas matrizes de duas cultivares de Olea europaea L.,
cultivadas a campo em plantio experimental, com nove anos de idade, localizado na cidade de
Chapeco, regido Oeste de Santa Catarina, com coordenadas geograficas: 27° 05’ 477 de
latitude sul, 52° 37’ 06” de longitude oeste e altitude de 674 m. O material vegetal foi
coletado com o auxilio de tesoura de poda esterilizada em solucdo de hipoclorito de sodio a
1% (v/v) de cloro ativo imediatamente ap0s cada excisdo. Em seguida os ramos foram
mergulhados em solucéo de hipoclorito de sodio a 0,2% de cloro ativo, adicionada de 100 mg
L de 4cido ascorbico e 30 mg L™ de fungicida Cercobin® 700 WP.

Em condicGes de laboratdrio, foram retirados 1/3 das folhas dos segmentos nodais, em
seguida e mantidos sob agua corrente por aproximadamente uma hora. Passado este periodo,
em camara de fluxo laminar os explantes foram submetidos aos processos de desinfestacdo a
com solucdes de alcool 70% (durante 30 segundos) e diferentes concentracdes de hipoclorito
de sodio (0,6; 0,8 e 1,0% de cloro ativo), acrescido de duas gotas de Tween20® durante 15
minutos sob agitacdo constante. Em seguida os explantes foram submetidos a trés lavagens
em agua destilada esterilizada por aproximadamente cinco minutos cada, para retirada do
excesso de hipoclorito de sédio.

Ap0s a desinfestacdo, os explantes foram excisados retirando-se o restante das folhas,
em seguida reduziu-se seu tamanho a aproximadamente 1,0 cm, sendo posteriormente
inoculados em tubos de ensaio de vidro 15 x 25 mm, contendo 10 mL dos sais e vitaminas do
meio de cultura WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980), suplementado com diferentes
concentracdes do regulador de crescimento BAP (0,0; 2,22 e 4,44 uM), 30 g L™ de sacarose, 6

g L™ de 4gar e 100 mg L™ de mio-inositol, opH do meio foi ajustado para 5,7+0,1, seguido de
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autoclavagem a 120°C, 108 kPa, por 20 minutos. As culturas foram acondicionadas em sala
de crescimento com temperatura de 25 = 2 °C, mantidos no escuro por sete dias, em seguida
transferidos para ambiente com irradiancia de 40 umol m? s*, proveniente de lampadas
fluorescentes (OSRAM®, Luz do dia), com fotoperiodo de 16 horas, permanecendo nessas

condigdes por 28 dias.

3.4.2 Delineamento experimental e variaveis analisadas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado, em esquema
fatorial 2x3x3, sendo duas cultivares de oliveira (Arbequina e Koroneiki), trés concentragoes
de hipoclorito de sodio (0,6; 0,8 e 1,0% (v/v) de cloro ativo) e trés concentracdes de BAP
(0,00; 2,22 e 4,44 uM) totalizando 18 tratamentos (Tabela 1), com trés repeticBes cada, e a
unidade experimental constituida por cinco tubos de ensaio com um explante cada.

Apds 28 dias, foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de contaminacgéo
fangica; porcentagem de contaminacdo bacteriana; porcentagem de oxidacao; porcentagem de
sobrevivéncia (determinada pela coloracdo verde dos explantes); e porcentagem de
estabelecimento (determinada pelo desenvolvimento dos primérdios foliares — presenca de
folhas/brotos). As andlises estatisticas foram realizadas no software SISVAR versdo 5.6
(FERREIRA, 2011) aplicando-se teste de Tukey a 5% de significancia. Os graficos foram
confeccionados utilizando o programa estatistico SigmaPlot 12.5, a partir de médias nao
transformadas.

Visando a melhor interpretacdo dos resultados, aplicou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis (Pimentel Gomes, 1985; Cargnelutti Filho et al., 2001) a 5% de probabilidade,
a fim de comparar os tratamentos como um todo e determinar a melhor combinagdo dos
fatores analisados. Neste caso, para as varidveis nao paramétricas contaminacdo (fungica e
bacteriana), sobrevivéncia, estabelecimento e oxidacdo), foram aplicadas notas de 1 a 3
referentes ao score (nota) no qual para contaminacao fungica e bacteriana (1 - sem ocorréncia
de contaminacéo; 2 - contaminacgéo fangica e 3 — contaminacdo bacteriana), procedendo-se da
mesma maneira para as variaveis sobrevivéncia e estabelecimento, aplicando-se notas de 1 a
3, (sendo 1 — ndo sobreviveu; 2 — sobrevivente e 3 — sobrevivente e estabelecida). Para a
variavel oxidacdo as notas foram atribuidas conforme o grau desta variavel observado nos
explantes (1 — sem oxidacédo; 2 — 50% do explante oxidado e 3 — 100% do explante oxidado)
(Figura 4).
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Tabela 1 - Tratamentos utilizados para desenvolver protocolo de estabelecimento in vitro de

cultivares de Olea europaea.

Cultivares Tratamentos Concentrag0es de Concentracdes de hipoclorito de

BAP (uM) sadio (% cloro ativo)
T1 0,00 0,6
T2 0,00 0,8
T3 0,00 1,0
T4 2,22 0,6
Arbequina T5 2,22 0,8
T6 2,22 1,0
T7 4,44 0,6
T8 4,44 0,8
T9 4,44 1,0
T10 0,00 0,6
T11 0,00 0,8
T12 0,00 1,0
T13 2,22 0,6
Koroneiki T14 2,22 0,8
T15 2,22 1,0
T16 4,44 0,6
T17 4,44 0,8
T18 4,44 1,0

3.5 RESULTADOS

Pela andlise de variancia, foi possivel observar diferenca significativa (p<0,05) entre
os tratamentos, havendo para as varidveis porcentagem de contaminacdo fungica,
porcentagem de oxidacdo e porcentagem de sobrevivéncia, interacdo significativa apenas para
o fator cultivares. Para a variavel porcentagem de estabelecimento observou-se interacdo entre
os fatores estudados (cultivares x concentragdes de BAP x concentragdes de hipoclorito).

Para a variavel porcentagem de contaminagdo fungica, a cultivar Koroneiki
demonstrou maior suscetibilidade com média de 21,48%, quando comparado a cultivar
Arbequina com média de 8,15% (p<0,05; Figura 1A). A porcentagem de contaminagao
bacteriana apresentou baixa ocorréncia, ndo apresentando diferenca significativa entre 0s
tratamentos estudados.

Para a variavel porcentagem de oxidacdo (p<0,05), a cultivar Arbequina (89,63%) foi
superior e diferiu significativamente a Koroneiki (68,14%), indicando influéncia do genétipo

na resposta desta variavel (Figura 1B). Este resultado refletiu diretamente nas respostas da
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variavel porcentagem de sobrevivéncia (p<0,05), no qual foram observadas médias superiores
para a cultivar Koroneiki (6,67%) em comparacdo a Arbequina com média de 0,74%,
indicando que a maioria dos propagulos de Arbequina que resistiram a contaminacao,
sofreram oxidacgdo, implicando na baixa porcentagem de sobrevivéncia para esta cultivar
(Figura 1C).
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Figura 1 - Porcentagem de contaminagdo flangica (A), porcentagem de oxidacdo (B) e
porcentagem de sobrevivéncia (C) de cultivares de Olea europaea durante o estabelecimento
in vitro. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Valores de dados nédo transformados.

Os resultados obtidos para a variavel porcentagem de estabelecimento, no
desdobramento das concentracdes de BAP dentro de cada cultivar estudada, demonstraram
diferencas significativas (p<0,05) entre as cultivares e concentragfes testadas, no qual a

cultivar Koroneiki na concentracdo de 2,22 uM de BAP, apresentou a maior media com
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20,0% de estabelecimento, seguido do tratamento sem adi¢do de BAP (0 uM) com média de
6,67% para esta mesma cultivar, diferindo significativamente (p<0,05) do tratamento com
4,44 uM de BAP no qual ndo houve estabelecimento. A cultivar Arbequina ndo apresentou
estabelecimento independente da concentracéo de BAP aplicada (Figura 2A).

O desempenho da variavel no desdobramento das concentracdes de hipoclorito de
sodio dentro de cada cultivar também demonstrou diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos, no qual a cultivar Koroneiki foi superior em comparagéo a Arbequina, quando
submetida ao tratamento com hipoclorito de sédio a 1,0% de cloro ativo com média de 20,0%
de estabelecimento, seguido do tratamento com hipoclorito de sodio 0,6% de cloro ativo que
apresentou média de 6,67%, diferindo significativamente (p<0,05) da concentragdo de
hipoclorito de sodio 0,8% de cloro ativo, no qual ndo houve estabelecimento. A cultivar
Arbequina ndo apresentou propagulos estabelecidos para nenhuma das concentracdes de
hipoclorito de sddio testadas (Figura 2B).
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Figura 2 - Estabelecimento in vitro de segmentos nodais de cultivares de Olea europaea L.
submetidas a diferentes concentracbes de BAP (A) e hipoclorito de sédio (B). Médias
seguidas pela mesma letra maidscula, médias seguidas da mesma letra minuscula e médias
seguidas de mesma letra grega ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. Valores de dados ndo transformados.

De acordo com o teste de Kruskal Wallis (p<0,05) o T15 (Koroneiki + 2,22 uM de
BAP + 1,0% de cloro ativo de hipoclorito de sodio) foi superior aos demais tratamentos, com
somatorio total igual a 21. Em contrapartida, o tratamento que proporcionou a menor

ocorréncia de contaminagdo foi o T4 (Arbequina + 2,22 uM BAP + 0,6% hipoclorito de
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sodio), com somatorio total igual a 15 (Figura 3A). No entanto, em relacdo a variavel
ocorréncia de oxidagdo, o T4 (Arbequina + 2,22 uM + 0,6% hipoclorito de sddio) apresentou
a maior média de oxidacdo em relacdo aos demais tratamentos, totalizando somatério de 44.
O tratamento que apresentou menor somatorio foi o T15 com total de 22 (Figura 3B). Este
resultado refletiu diretamente na quantidade de plantas sobreviventes e estabelecidas (Figura
3C), obtendo-se destaque mais uma vez para o T15 (Koroneiki + 2,22 uM BAP + 1,0 % de
hipoclorito de sodio) com somatério de 21. O menor somatério de oxidacdo observado foi
para o T15, apresentado por grande parte dos tratamentos estudados (T2; T3; T4; T5; T6; T7,
T8; T9; T12 e T16). Foi possivel observar que, dos tratamentos citados, apenas 0 T12 e 0 T16

sdo com a cultivar Koroneiki, o que demonstra expressiva influéncia do genotipo na oxidacao.
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Figura 3 - Teste de Kruskal Wallis para os dados de somatorio de contaminacdo fangica (A),
somatdrio de oxidacdo (B) e somatorio de sobrevivéncia/estabelecimento (C) de segmentos
nodais de cultivares de Olea europaea L. in vitro.
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Figura 4 — Explantes de Olea europaea in vitro év. Koroneiki: estabélecido (A), sobrevivente
(B), 50 % oxidado (C) e (D) 100 % oxidado. Barra (5 mm).

3.6 DISCUSSAO

A baixa porcentagem de contaminacdo obtida reflete a eficiéncia do método de
desinfestacdo adotado neste estudo. O fato desta varidvel demonstrar resposta diferenciada
entre as cultivares estudadas pode estar associado a suscetibilidade de alguns gendtipos e a
rusticidade de outros. Por exemplo, a cultivar Arbequina apresenta, entre outras
caracteristicas, boa adaptabilidade a diferentes condi¢cbes ambientais e resisténcia ao ataque
de pragas e doencas (DONINI et al., 2008a; COUTINHO et al., 2015). Segundo Andreazza et
al. (2016) a sensibilidade ou resisténcia de um genotipo em relacdo a outro pode estar
diretamente relacionado as caracteristicas fisico-quimicas, o que Ihe garante maior
rusticidade, conferindo aumento na capacidade de resistir ao ataque de determinadas pragas e
doencas. Moreira (2014) encontrou maior taxa de contaminacdo fangica para a cultivar Maria
da Fé quando comparado as demais (Ascolano, Leccino, Coratina, Arbequina e Frantoio).
Entretanto, em desacordo com o que foi observado no presente trabalho, Donini et al. (2008b)
observaram menores porcentagens de contaminacdo fangica para a cultivar Koroneiki quando
comparado as demais cultivares avaliadas (Picual e Frantoio). Estes resultados também
podem ser justificados pelo fato de que ainda ndo exista um protocolo de desinfestacdo
eficiente para esta cultivar.

Para a variavel porcentagem de oxidagdo Donini et al. (2008b) observaram maior
média para a cultivar Frantoio em relacdo as demais cultivares (Picual e Koroneiki). Os
autores atribuiram este resultado as elevadas concentracdes de compostos fendlicos totais e

aos diferentes tipos de fendis existentes nos tecidos do gendtipo, que ao entrarem em contato
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com o oxigénio, desencadeiam reacOes de oxidacdo resultando em produtos toxicos
ocasionando o escurecimento e necrose do tecido vegetal. Os resultados obtidos no presente
trabalho condizem com os encontrados por Moreira (2014), no qual observou maior
porcentagem de oxidacdo para a cultivar Arbequina em comparacdo as demais (Ascolano,
Leccino, Coratina, Maria da Fé e Frantoio). A oxidagdo fenolica é um fendmeno relacionado
ao metabolismo enzimatico e é responsavel por atribuir coloracdo marrom aos explantes.
Segundo Bezerra et al. (2014), a oxidacdo ocorre em funcdo da liberacdo de compostos
fenolicos in vitro devido a células danificadas durante a excisdo dos explantes, esses
compostos sdo oxidados pelas enzimas polifenases e produzem substancias toxicas capazes de
inibir o desenvolvimento dos explantes, o que também pode explicar a menor porcentagem de
sobrevivéncia da cultivar que apresentou maior indice de oxidacdo observada neste trabalho.
Tal reacdo é desencadeada pelo processo de senescéncia e injuria dos tecidos, porém a
fisiologia da enzima responsavel por estes efeitos ainda € um enigma no ponto de vista
genético (COUTINHO et al., 2015).

A baixa taxa de sobrevivéncia observada no presente trabalho pode ser atribuida a
grande ocorréncia de oxidacdo dos explantes, principalmente da cultivar Arbequina. Além
disso, conforme Navroski et al. (2015), essas variacOes de respostas entre genétipos de plantas
lenhosas podem estar relacionadas as diferencas genéticas entre as matrizes ou ao balango
hormonal especifico de cada individuo, sendo assim estas diferencas podem ter origem do
controle genético ou dos diferentes ritmos enddgenos da planta associados a fatores
fisiolégicos e morfoldgicos, pois estas flutuacdes podem ocorrer mesmo entre individuos
intimamente aparentados de acordo com o funcionamento enddgeno, considerando que ambas
as cultivares estdo acondicionadas no mesmo ambiente.

Mendes (2013) observou diferencas nas taxas de sobrevivéncia entre diferentes
genotipos de citros (limoeiro ‘Cravo’ clone comum, citrange ‘Carrizo’ € LCREEL (TR X
LCR) 001), o que também foi observado no presente estudo. O autor associou este
desempenho desigual ao fato de que as condicBes para o desenvolvimento in vitro de uma
espécie podem variar entre 0s genotipos, considerando que cada individuo apresenta
caracteristicas Unicas determinadas por fatores genéticos e por isso suas exigéncias in vitro
também tendem a serem Unicas. Resultados semelhantes ao presente trabalho foram
encontrados por Donini et al. (2008b), no qual observaram maiores médias de sobrevivéncia
para a cultivar Koroneiki em comparacgdo as demais cultivares testadas (Picual e Frantoio).

Com base nos resultados, foi possivel observar que a sobrevivéncia nem sempre indica

bom estabelecimento, pois nem todos o0s propagulos sobreviventes se estabeleceram;
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independente das concentracdes de BAP e hipoclorito de sodio aplicadas, a baixa
porcentagem de sobrevivéncia e 0 ndo estabelecimento dos propagulos da cultivar Arbequina
podem estar associados a elevada porcentagem de oxidacdo observada para esta cultivar,
salientando que grande parte dos explantes que ndo oxidaram apresentaram contaminacéo.
Diferentemente do que foi observado para a cultivar Koroneiki, que apesar de expressar maior
contaminagdo, demonstrou maior porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento dos
propagulos. Moreira (2014) encontrou maior porcentagem de estabelecimento para a cultivar
Arbequina em relacdo as demais, diferente do observado no presente trabalho.

Testes ndo paramétricos sdo muito utilizados principalmente em situacbes em que 0s
dados de um experimento ndo seguem a normalidade ou homogeneidade de variancias ou
mesmo quando ndo é possivel a aplicacdo de testes paramétricos, pela falta de informacdes a
respeito da distribuicdo da populacéo devido a dificuldade de se obter estimativas confiaveis
dos parametros populacionais (PONTES & CORRENTE, 2001). A base dos testes nao
paramétricos esta na ordenacdo (ranks) dos dados e ndo no seu valor intrinseco e na
aleatorizacdo, considerando todos os rearranjos possiveis dos dados. Perde-se em precisdo,
porém ganha-se em eficiéncia e facilidade na compreensdo e interpretacdo dos resultados
(PONTES & CORRENTE, 2001).

Foi possivel observar pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05) que a cultivar Koroneiki
apresentou melhores médias em relacdo a oxidacdo e sobrevivéncia/estabelecimento, o que
depende substancialmente ao metabolismo do genétipo, rusticidade e capacidade de adaptacédo
as diferentes condicdes de ambiente, entretanto a mesma cultivar demonstrou maior
sensibilidade a contaminacdo, em comparacdo a Arbequina, como visto no teste de Tukey
(p<0,05).

Melhores médias relacionadas a assepsia e sobrevivéncia foram encontrados por
Malyzs et al. (2011) para Eucalyptus dunni quando utilizaram a concentracdo de 0,5% de
hipoclorito de sddio em comparacdo a concentracdo de 1,0% que refletiu em alto indice de
mortalidade, em desacordo com o que foi observado neste trabalho para a cultivar Arbequina,
porém estes resultados condizem com o que foi observado para a cultivar Koroneiki. Estas
diferengas podem estar associadas & ocorréncia de possivel intoxicagdo dos explantes de
Arbequina submetidos as concentracdes de hipoclorito de sddio estudadas, fato que
desencadeou maior ocorréncia de oxidacdo fendlica e por consequéncia menor porcentagem
de sobrevivéncia e estabelecimento dos propagulos desta cultivar.

O estabelecimento in vitro de oliveira apresentou resultados distintos entre as

cultivares, considerando a combinacéo dos trés fatores que constituiram o T15 (Koroneiki +
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2,22 uM BAP + 1,0% hipoclorito de sddio) pode-se identificar a concentracdo de BAP (2,22
uM) e a concentracdo de hipoclorito de sédio (1,0% de cloro ativo) como adequadas para a
cultivar Koroneiki, devido ao melhor desempenho desta, em relagéo as condi¢des as quais foi
submetida. No entanto, 0 mesmo desempenho ndo ocorreu quando esta mesma combinacgdo de
BAP e hipoclorito de sddio foi aplicada a cultivar Arbequina, resultando em elevada
porcentagem de oxidacdo, o que indica a necessidade de se estabelecer um protocolo de

estabelecimento in vitro para esta cultivar.
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4 ARTIGO 2: REDUCAO DA OXIDACAO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE
OLIVEIRA “ARBEQUINA” E “KORONEIKI”

4.1 RESUMO

A cultura de tecidos vegetais apresenta-se como um importante método para acelerar a
multiplicacdo da espécie, propagando genotipos com elevada qualidade fitossanitaria. Porém
é sabido que plantas lenhosas, como a oliveira, apresentam certas restricdes com relagdo ao
estabelecimento in vitro principalmente pela ocorréncia de oxidagao fendlica, responséavel por
causar a necrose dos tecidos impedindo o desenvolvimento destas espécies. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos de agentes antioxidantes no estabelecimento in vitro de duas
cultivares de oliveira. O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial duplo (2x3), sendo duas cultivares de oliveira (Arbequina e
Koroneiki) e trés agentes antioxidantes [PVP (2 e 20 g L™); carvdo ativado (2e 20 gL ™) e
4cido ascorbico (1 e 10 g L™)] totalizando seis tratamentos, com cinco repeticdes. A unidade
experimental consistiu de cinco tubos de ensaio com um explante cada. Os resultados
permitiram concluir que a cultivar Arbequina é menos susceptivel a oxidacdo, quando
comparada a Koroneiki. O antioxidante &cido ascérbico na concentragdo de 1 g L™
demonstrou ser mais eficiente na reducdo da oxidacdo de segmentos nodais jovens de oliveira

‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’.

Palavras-chave: Olea europaea; cultivares; estabelecimento; antioxidantes.

4.2 ABSTRACT

Plant tissue culture is an important method to accelerate the multiplication of the species,
propagating genotypes with high phytosanitary quality. However it is known that woody
plants, as olive tree, have certain restrictions regarding in vitro establishment mainly due to
the occurrence of phenolic oxidation, responsible for causing tissue necrosis preclude the
development of these species The objective of this work was to evaluate the effects of
antioxidant agents in the in vitro establishment of two olive cultivars. The experiment was
conducted on completely randomized design (CRD), in a double factorial scheme (2x3), being

two olive cultivars (Arbequina and Koroneiki) and three antioxidant agents PVP (2 and 20 g
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L™); activated charcoal (2 and 20 g L™) and ascorbic acid (1 and 10 g L™) totalizing six
treatments, with five replicates. The experimental unit consisted of five test tubes with one
explant each. Submitted to analysis of variance and Tukey's test at 5% probability. The results
allowed to conclude that cultivar Arbequina is less susceptible to oxidation compared to cv.
Koroneiki. The antioxidant ascorbic acid at the concentration of 1 g L™ was shown to be more
efficient in controlling oxidation reduction of young nodal segments of olive trees

‘Arbequina’ and ‘Koroneiki’.

Keywords: Olea europaea; cultivars; establishment; antioxidants.

4.3 INTRODUCAO

A oliveira € uma espécie perene, pertencente a familia Oleaceae, cultivada e apreciada
mundialmente principalmente pela sua grande importancia no mercado alimenticio, por seus
produtos, o azeite e o fruto para consumo de mesa (SOUZA et al., 2012). Além disso, sua
relevancia também ¢é atribuida as propriedades benéficas do azeite de oliva, no tratamento de
doencas cardiovasculares, diminuicdo de riscos de canceres (como 0s de mama e ovario) e de
doencas degenerativas (hipertensdo, reumatismo, osteoporose), maior controle da
hiperglicemia nos diabéticos, melhorias na digestdo, memoria e longevidade, além de elevada
capacidade antioxidante (DONINI et al., 2008; SILVA, 2008; WREGE et al., 2009;
OLIVEIRA, 2009).

A producdo mundial de azeitonas é liderada atualmente pela Unido Europeia,
responsavel por 75% da producdo onde a Espanha e a Italia se destacam por serem 0s paises
produtores mais importantes (AHMAD et al., 2016). O Brasil € um dos maiores importadores
dos produtos da oliveira da América do Sul, sendo a Argentina um dos maiores fornecedores,
além da Espanha e Portugal (DONINI et al., 2011). Atualmente no Rio Grande do Sul a
Embrapa Clima Temperado vem desenvolvendo programas de adequacédo de tecnologias para
a cultura da oliveira, com o intuito de dar suporte técnico aos olivais ja implantados e de
futuros empreendimentos, buscando obter melhorias na qualidade de producdo (SANTOS et
al., 2015). Em 2015 a Secretaria da Agricultura e Pecuéria - RS langou o programa Pro-Oliva
com o objetivo de fomentar, apoiar e consolidar a olivicultura no Estado, que até o final de
2016, contava com aproximadamente 2.000 ha plantados envolvendo cerca de 160 produtores,
especialmente dos municipios da metade sul como Cacapava do Sul, Pinheiro Machado,

Cachoeira do Sul e Santana do Livramento (Secretaria da Agricultura e Pecuaria Governo do
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Estado do Rio Grande do Sul, 2017). Porém, apesar deste avanco, a area plantada e a
producdo representam muito pouco perto da demanda existente no mercado nacional.

Entre as cultivares que mais se destacam na regido Sul encontram-se a cultivar de
origem grega Koroneiki e a cultivar espanhola Arbequina por serem consideradas promissoras
para a producdo de azeite. Este destaque se deve a caracteristicas como consideravel vigor
vegetativo, precocidade de producéo, elevado rendimento em azeite e boa resisténcia ao
ataque de pragas e doencas, além de possuir resisténcia a seca e produtividade elevada e
constante (SANTOS et al., 2015).

Geralmente a propagacdo da oliveira baseia-se em métodos convencionais como
estaquia ou enxertia, porém as inimeras variacGes no potencial de enraizamento ocasionadas
pelas oscilagdes sazonais e a dificuldade de se encontrar material em condicdes fitossanitarias
adequadas faz surgir a necessidade de um método eficiente de propagacdo em massa
(MANGAL et al., 2014). Para isso, a cultura de tecidos vegetais apresenta-se como um
método para acelerar a multiplicacdo da espécie ou até mesmo para a producdo de novos
gendtipos (SOUZA et al., 2013) com elevada qualidade fitossanitaria. O rejuvenescimento
e/ou revigoramento do material vegetal pode ser obtido através dos inlUmeros e sucessivos
subcultivos in vitro, por meio da proliferacio de gemas axilares, promovendo a
homogeneizacdo fisiolégica dos tecidos em relacdo ao potencial de enraizamento e a
qualidade do sistema radicular (OLIVEIRA, 2011). E o método considerado mais adaptado
para espécies de dificil propagacdo através de técnicas convencionais, o que limita a
multiplicacdo em grande escala (SOUZA et al., 2006).

Para que se alcance os resultados esperados nesta técnica, torna-se necessario um bom
protocolo de estabelecimento in vitro da espécie que se deseja estudar, para isso ha de se
testar experimentalmente as condicdes de cultivo as quais os propagulos serdo submetidos. De
acordo com Costa et al. (2007) plantas lenhosas apresentam certas restricdes com relacdo a
esta fase do cultivo in vitro principalmente pela ocorréncia de oxidacdo devido a liberacdo de
compostos fendlicos, os quais podem modificar a composicdo do meio alem de dificultar a
absorcdo dos metabolitos.  Substancias  antioxidantes, como &cido ascoérbico,
polivinilpirrolidona (PVP) e carvédo ativado, sdo comumente utilizadas para minimizar estes
efeitos indesejados, inibindo a acdo dos exsudatos liberados pelo explante, dos metais
presentes no meio e demais compostos oxidantes (MELO et al. 2001).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de agentes antioxidantes

no estabelecimento in vitro das cultivares de oliveira ‘Koroneiki’ e ‘Arbequina’.
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4.4 MATERIAIS E METODOS

4.4.1 Material Vegetal e CondicGes de Cultivo

Como fonte de explantes para este experimento foram utilizadas segmentos nodais de
brotacOes jovens de Olea europaea cvs. Koroneiki e Arbequina localizadas a campo nas
dependéncias da Universidade Federal de Santa Maria, Campus de Frederico Westphalen —
RS, com coordenadas geograficas: 27° 23’ 48’ de latitude sul, 53° 25’ 45°° de longitude oeste
e altitude de 490 m. Antes da coleta do material, semanalmente, estas matrizes foram
pulverizadas com fungicida Cercobin® 700WP na concentracéo de 0,7 g L™ com o intuito de
reduzir a ocorréncia de contaminacao em condicdes de isolamento.

Apds corte, os segmentos nodais foram mergulhados em solucdo de hipoclorito de
sodio (0,2% de cloro ativo) e cido ascérbico (1 g L™). Em seguida foram retiradas 1/3 das
folhas e entdo deixado sob &gua corrente por aproximadamente uma hora. Em cémara de
fluxo laminar, os explantes foram imersos em solucdo de alcool 70% por 30 segundos,
seguido de imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (1,0% de cloro ativo) e duas gotas de
Tween 20 por 15 minutos, mantidos sob agitagcdo constante. Em seguida o material foi lavado
trés vezes em agua destilada esterilizada por cerca de cinco minutos cada. Os segmentos
nodais foram reduzidos para aproximadamente 1,0 cm, contendo de um a dois entrenos cada,
sendo inoculados em tubos de ensaio de vidro (15 x 25 mm) contendo 10 mL de meio de
cultura WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980) suplementado com 2,0 mg L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio inositol e solidificado com
6 g L™ de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes de autoclavado a 120 °C, 108
kPa, por 20 minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C,
mantidos no escuro por sete dias, com seguida transferéncia para ambiente com irradiancia
luminosa de 40 pmol m™ s provenientes de lampadas fluorescentes (OSRAM®, Luz do dia),
com fotoperiodo de 16 horas de luz, permanecendo nessas condi¢des por 30 dias. Apos este
periodo foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de oxidagdo aos sete dias apos
isolamento (7 DAI), aos 14 dias ap0s isolamento (14 DAI) e aos 21 dias apos isolamento
(21 DAI).

4.4.2 Andlise Estatistica
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O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x3, sendo duas cultivares (Arbequina e Koroneiki) e trés agentes
antioxidantes (PVP, carvao ativado e &cido ascorbico), constituindo 6 tratamentos (Tabela 1),
compostos de cinco repeticdes cada, assim a unidade experimental foi representada por cinco
tubos de ensaio com um explante cada. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
pelo software SISVAR (FERREIRA, 2011) e as varidveis comparadas pelo teste de Tukey, a

5% de significancia.

Tabela 1 — Diferentes agentes antioxidantes adicionados ao meio de cultura WPM no controle
da oxidacé&o in vitro de oliveira (Olea europaea L.) cultivares Arbequina e Koroneiki.

Tratamentos Cultivares Agentes Antioxidantes (A.A)
T1 Arbequina/Koroneiki 2gL'PVP (AAL)
T2 Arbequina/Koroneiki 20g L' PVP (A.A2)
T3 Arbequina/Koroneiki 2gL™C. Ativ. (A.A3)
T4 Arbequina/Koroneiki 20 g L™ C. Ativ. (A.A 4)
T5 Arbequina/Koroneiki 1gL*Ac. Asc. (A.A5)
T6 Arbequina/Koroneiki 10 g L*Ac. Asc. (A.A 6)

4.5 RESULTADOS

De acordo com analise de variancia foi possivel observar que houve diferenca
significativa apenas para os fatores isolados, para o fator cultivares (Arbequina e Koroneiki) e
para o fator agentes antioxidantes (PVP; carvao ativado e acido ascérbico) em todas as
variaveis analisadas.

Quando comparado o fator cultivares, foi possivel observar que a Arbequina
apresentou as menores médias de oxidacgdo para 7 DAI, 14 DAI e 21 DAI (40,0, 42,7 e 50,7%,
respectivamente) (p<0,05) (Figuras 1A; 1C e 1E).
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Figura 1 — Porcentagem de oxidacdo em explantes de duas cultivares de oliveira (Olea
europaea), cultivados in vitro em meio WPM suplementado com diferentes agentes
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antioxidantes (A.A), aos 7 DAI (A e B), 14 DAI (C e D) e 21 DAI (E e F). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Com relagéo ao fator agentes antioxidantes, foi possivel observar que o A.A5 (1 g L™
de acido ascdrbico) foi superior significativamente apenas ao A.A 1, A.A 2 e AA 3, para as
variaveis 7 DAI e 14 DALI, alcancando medias de 24,0 e 28,0% de oxidacdo, respectivamente,
ndo diferindo significativamente apenas do A.A 4 (20 g L™ de carvéo ativado) e do A.A 6 (10
g L™ de 4cido ascorbico). Ja aos 21 DAI, 0 A.A 5 ndo diferiu apenas do A.A 1 (2 gL de
PVP), sendo superior significativamente quando comparado aos demais tratamentos, no qual
manteve média de 28,0% de oxidacdo (Figuras 1B, 1D e 1F). A maior porcentagem de
oxidagdo foi observada no A.A 2 (20 g L™ de PVVP) que manteve a média de 86,0% em todos
os periodos de avaliacdo. Na Figura 2, pode-se visualizar a aparéncia dos explantes aos 21
DAI, para ambas as cultivares, quando submetidos ao A.A 5 (Figuras 2A e 2C) e a0 A.A 2
(Figuras 2B e 2D).
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|
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Figura 2 — Explantes de oliveira (Olea europaea) cvs. Arbequina (A e B) e Koroneiki (C e D)
cultivadas in vitro em meio de cultura WPM suplementado com 1 g L™ de 4cido ascérbico
(A.A5) (AeC)ecom20gL™dePVP (A.A2)(BeD)aos 21 DAI Barra (5 mm).

4.6 DISCUSSAO

A oxidag8o fendlica é uma das limitagdes mais comuns encontradas na propagacao in
vitro, principalmente quando envolve espécies lenhosas, devido a liberacdo de compostos
fenolicos levando a morte do material vegetal (SARTOR et al., 2013). De acordo com Bassan
et al. (2006), nestas espécies ocorre um acumulo de polifendis e produtos de oxidagcdo como
melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie excisada que alteram a
composicdo do meio de cultura comprometendo a absorcdo de metabdlitos. Os mesmos
autores relatam ainda que cada genotipo pode reagir de maneira especifica, liberando maior
ou menor quantidade destes compostos, dependendo das caracteristicas intrinsecas da planta
(gendtipo, idade e condicdes fisioldgicas).

A maior porcentagem de oxidacdo observada neste trabalho para a cultivar Koroneiki
indica a maior suscetibilidade desta quando comparada a Arbequina, 0 que pode estar
intimamente relacionado a caracteristica de cada genotipo, como mencionado anteriormente.
Segundo Freitas et al. (2009) cada gendtipo pode responder de maneira diferente, sendo
alguns mais sensiveis a oxidacdo do que outros. A variabilidade dos resultados entre as
cultivares observada neste trabalho, também pode ser justificada por questdes relacionadas a
maior concentracdo de compostos fendlicos presentes em explantes da cultivar Koroneiki, que
podem estar ligados a processos de regulacdo de crescimento, como as citocininas, por
exemplo, que dependendo da sua concentracdo enddgena na planta pode induzir a sintese
destes compostos; que ao entrarem em contato com 0 oxigénio oxidam causando o
escurecimento e necrose do tecido vegetal (BASSAN et al., 2006; DONINI et al., 2008).

Avaliando o estabelecimento in vitro de Diospyros caki, Biasi et al. (1999) nao
observaram efeitos antioxidantes de PVVP na concentracdo de 10 e 20 g L™, tais resultados
corroboram com o que foi encontrado no presente trabalho, onde também nédo se observou
efeito antioxidante de PVP (20 g L) independente do periodo de avaliacdo. Em
contrapartida, Costa et al. (2007) obtiveram resultados satisfatérios com Lippia sidoides
utilizando PVP (0,5 e 2,0 g L™®) no meio de cultura, reduzindo até 50% da oxidagdo fenélica
dos explantes. Comprovando que a eficiéncia do antioxidante utilizado pode variar de acordo
com a concentragdo e genétipo em estudo. A elevada porcentagem de oxidacdo observada

para o antioxidante PVP neste trabalho indica a baixa eficiéncia deste componente, nas
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concentragdes testadas, para as cultivares em questdo. Melo et al. (2001), assim como neste
trabalho, obtiveram baixa eficiéncia antioxidante de PVP em comparacéo ao carvao ativado e
acido ascorbico no desenvolvimento in vitro de Syagrus oleracea.

O aumento da porcentagem de oxidacdo observado para os tratamentos com PVP e
acido ascorbico, quando se elevou a concentracdo destes em 10 vezes, deixou evidente, neste
trabalho, que ambos em elevadas concentragfes, tiveram seu potencial antioxidante
comprometido, provavelmente pela ocorréncia de uma possivel toxidez aos propagulos.
Entretanto, esta diferenca ndo pode ser observada nos tratamentos com carvao ativado, que
mesmo aumentando a concentragdo para 20 g L™ manteve praticamente a mesma
porcentagem de oxidagdo comparada & concentracéo de 2 g L™, independente do periodo de
avaliacdo. Costa et al. (2007), no cultivo in vitro de Lippia sidoides, ao elevarem a
concentracdo de carvio ativado de 3,0 para 12 g L*obtiveram 100% de controle da oxidag#o.
Sartor et al. (2013) afirmam que algumas plantas lenhosas podem exigir maiores
concentracdes do antioxidante para que este seja efetivo no combate ou diminuicdo de fendis;
estes mesmos autores ndo observaram diferencas significativas quando compararam 0s
antioxidantes carvéao ativado e PVP, apesar dos tratamentos com este Gltimo apresentarem
maior ocorréncia de oxidacdo dos explantes de Dalbergia nigra. Paiva et al. (2007)
encontraram maiores reducdes da oxidagéo de Strelitzia reginae in vitro quando submetida a 2
g L™de carvéo ativado adicionados ao meio de cultivo.

Resultados positivos, com carvao ativado, foram obtidos por Freitas et al. (2009) com
a espécie Aloysia virgata. Os mesmos autores relatam que a utilizacdo de carvao ativado no
controle da oxidacdo fendlica in vitro € bastante comum na cultura de tecidos, pois pode
evitar o acumulo de inibidores fendlicos. Segundo Cid et al. (2015) o carvdo ativado
adicionado ao meio nutritivo é considerada uma ferramenta eficiente no controle da oxidacéo,
por possuir propriedades adsorventes, no caso de exsudatos fendlicos, e pela capacidade de
fixar o cobre tornando inativa a enzima polifenoloxidase (PPO) responsavel pela reacdo de
oxidagao.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Gongalves
et al. (2013), quando utilizaram &cido ascorbico, sendo possivel observar menor ocorréncia de
oxidagdo fenélica ao utilizar este antioxidante na concentragdo de 1 g L™ adicionado ao meio
de cultura quando comparado ao uso de carvao ativado, no estabelecimento in vitro de Olea
europaea. Elevada eficiéncia do acido ascérbico (1 g L™) no controle da oxidacdo também foi
observada por Cordeiro et al. (2003) no cultivo in vitro de Schizolobuim amazonicum guando

comparado ao PVP (1 g L™) e carvéo ativado (1 g L™). No entanto, Erig e Schuch (2003) néo
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observaram efeitos significativos no controle da oxidacdo de Malus domesticautilizando
quando utilizaram &cido ascorbico nas concentragdes de 0, 50; 100; 150 e 200 mg L™

Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que as cultivares de
oliveira, Arbequina e Koroneiki, sdo sensiveis a oxidacdo fenolica. O antioxidante acido
ascorbico, na concentracéo de 1 g L™, demonstrou ser eficiente no controle da oxidacéo de
explantes destas cultivares. No entanto, os antioxidantes testados neste trabalho apenas
reduziram a ocorréncia de oxidacdo em oliveira, poréem ndo a impediram de ocorrer. 1sso
implica na hipdtese de que haja possivel influéncia de outros fatores como intensidade
luminosa, concentracdo de sais no meio de cultura e idade fisiolégica do explante, sendo
assim, torna-se necessaria a realizacdo de estudos mais aprofundados considerando tais

fatores.
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5 DISCUSSAO GERAL

As baixas porcentagens de contaminagdo fungica observadas neste trabalho para
ambas as cultivares, demonstraram que substancias a base de hipoclorito de sédio sdo eficazes
no processo de assepsia dos explantes de oliveira. Porém, dependendo da concentracéo
utilizada, fez com que as duas cultivares respondessem de maneira diferenciada aos
tratamentos. A cultivar Arbequina apresentou menor porcentagem de contaminacéo,
possivelmente por possuir caracteristicas como maior rusticidade e adaptabilidade a diferentes
ambientes. Ja a cultivar Koroneiki demonstrou-se mais sensivel, havendo a necessidade de se
testar outras concentracGes de hipoclorito de sodio no processo de desinfestacdo, a fim de se
desenvolver um protocolo eficiente de estabelecimento in vitro para esta cultivar.

Apesar da cultivar Koroneiki apresentar-se superior quando comparada a Arbequina,
com uma peguena porcentagem de estabelecimento, ainda assim foi possivel avaliar que o
regulador de crescimento BAP, nas concentracfes utilizadas neste trabalho, ndo estimularam
o desenvolvimento adequado da parte aérea dos propagulos como se esperava, possivelmente
por ndo haver equilibrio entre as concentracdes aplicadas e 0s niveis endégenos de citocinina
presentes na planta que sdo ideais para emissdo da parte aérea. Isso implica na necessidade da
realizacdo de novos experimentos com outras concentra¢fes deste regulador, bem como, com
outras citocininas buscando obter melhores respostas para esta variavel e garantir a
micropropagacao destas cultivares.

As espécies lenhosas também apresentam dificuldades de estabelecimento in vitro pela
alta ocorréncia de oxidacdo quando submetidas aquelas condigdes. Alguns genotipos
respondem mais sensivelmente do que outros, devido a caracteristicas intrinsecas ao genétipo,
maior ou menor concentracdo de compostos fendlicos presente nos tecidos, dentre outros. Foi
0 que possivelmente ocorreu no artigo 1, no qual a cultivar Arbequina apresentou maior
tendéncia a oxidacdo do que a Koroneiki, o que certamente comprometeu a sobrevivéncia em
condigdes de cultivo in vitro.

A eficiéncia dos agentes antioxidantes na reducdo ou no combate a oxidacdo também é
diferenciada conforme o genotipo, sendo que uns necessitam de concentragdes mais elevadas
destes agentes do que outros, para tornarem-se efetivos. De maneira geral, os antioxidantes
PVP, carvao ativado e &cido ascorbico demonstraram efeitos positivos na reducdo da oxidacéo
tanto em Arbequina quanto em Koroneiki. Entretanto, a Arbequina demonstrou-se menos
sensivel a oxidacdo, provavelmente por caracteristicas genotipicas intrinsecas a esta cultivar,

como por exemplo, maior rusticidade e menor concentracdo de compostos oxidantes presentes
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em seus tecidos. Além disso, foi possivel observar no segundo trabalho que dos antioxidantes
testados o acido ascorbico foi mais eficiente para ambas as cultivares, principalmente na
menor concentracao utilizada, o que se deve a capacidade deste componente de reagir com 0s
produtos da oxidacao reduzindo seus efeitos.

O fato das cultivares estudadas neste trabalho apresentarem respostas diferenciadas
quanto & susceptibilidade aos efeitos da oxidacdo fendlica, onde no primeiro trabalho a cv.
Koroneiki demonstrou-se mais resistente do que a Arbequina, demonstrando comportamento
inverso no segundo trabalho, sugere a realizacdo de novos experimentos para verificar a
influéncia de outros fatores como, por exemplo, a procedéncia do material vegetal, idade e

época de coleta.
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6 CONCLUSAO GERAL

As cultivares de oliveira Arbequina e Koroneiki possuem dificuldades para se
estabelecer nas condicdes in vitro, devido principalmente a contaminacgéo fungica e oxidacao
fenolica dos explantes.

A utilizagdo de solucGes a base de hipoclorito de sédio na concentracdo de 1% de
cloro ativo é eficiente na reducdo da contaminacao in vitro de oliveira, cultivares Arbequina e
Koroneiki.

A concentracdo de BAP 2,22 uM foi eficiente para o inicio da emissao dos primérdios
foliares de oliveira cultivar Koroneiki.

As concentracbes de BAP testadas neste trabalho ndo foram eficientes no
estabelecimento in vitro de oliveira cultivar Arbequina.

A cultivar Arbequina é menos sensivel aos efeitos da oxidag&o fendlica.

O agente antioxidante 4cido ascorbico 1 g L™ foi eficiente no controle da oxidacdo
fenolica de oliveira, cultivares Arbequina e Koroneiki.

Ha necessidade da realizacdo de novos testes objetivando desenvolver um protocolo
de estabelecimento in vitro de oliveira para as cultivares Arbequina e Koroneiki, para fins de

micropropagacao.



