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Estabelecimento in vitro de oliveira ‘Arbequina’ e ‘Koroneiki’

In vitro establishment of olive tree ‘Arbequina’ and ‘Koroneiki’

Jullie dos Santos', Marcos Vinicius Marques Pinheiro", Daniele Cristina Fontana',

Denise Schmidt'V, Matheus Milani Pretto"

Resumo

Devido a sua relevante importancia econémica, tanto para o setor alimenticio quanto farmacéutico, a
oliveira vem sendo cada vez mais cultivada em todo o mundo. Para isso, a obtencao de mudas de qualidade
com uniformidade e idoneidade varietal surge como fator altamente relevante na implantacido 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 concentracdes de
hipoclorito de sédio e concentragdes de BAP. O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial triplo (2x3x3), sendo duas cultivares de oliveira (Arbequina e Koroneiki),
trés concentracdes de BAP (0,00; 2,22 e 4,44 pM) e trés concentracdes de hipoclorito de sddio (0,6; 0,8 e
1,0% de cloro ativo) para a descontaminacio dos explantes. Cada tratamento contou com trés repeticdes
e a unidade experimental constituida por cinco tubos de ensaio com um explante cada. Apds 28 dias, foi
possivel observar que os tratamentos testados ndo promoveram o estabelecimento in vitro de Olea europaea
cv. Arbequina. A concentragdo de 2,22 uM de BAP adicionada ao meio WPM e a concentracao de 1,0% de
hipoclorito de sédio, utilizada na desinfestacdo dos explantes, apresentaram resultados promissores no
estabelecimento in vitro de Olea europaea cv. Koroneiki.

Palavras-chave: Olea europaea; Cultivares; Assepsia; Citocinina
Abstract

Due to its 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 a highly relevant factor at the 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 BAP.
The experiment was 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 pM) and three
concentrations of sodium hypochlorite (0,6; 0,8 and 1,0% active chlorine) for the decontamination of the
explants. Each treatment had three replicates and the experimental unit consisted of five test tubes with
one explant each. After 28 days, it was possible to observe that the treatments tested did not promote in
vitro establishment of Olea europaea cv. Arbequina. The concentration of 2,22 pM of BAP added to the
WPM and the 1,0% concentration of sodium hypochlorite used in disinfestation of the explants, presented
promising results in the in vitro establishment of Olea europaea cv. Koroneiki.

Keywords: Olea europaea; Cultivars; Asepsis; Cytokinin

Engenheira Florestal, MSc., Doutoranda do Programa de Pés Graduagdo em Engenharia Florestal, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal
de Santa Maria, Av. Roraima, 1000, CEP 97105-900, Santa Maria (RS), Brasil. jullie27@hotmail.com (ORCID: 0000-0003-1621-3556)

' Engenheiro Agronomo, Dr., Programa de Pés Gradua¢do em Agronomia-Agricultura e Ambiente, Universidade Federal de Santa Maria, Linha 7 de
Setembro, s/n BR 386 Km 40, CEP 98400-000, Frederico Westphalen (RS), Brasil. macvini@gmail.com (ORCID: 0000-0002-5028-7818

Engenheira Agronoma, MSc., Doutoranda do Programa de Pés Graduacdo em Fitotecnia, Universidade de Sdo Paulo (ESALQ), Avenida Pddua Dias,
11, CEP 13418-900, Piracicaba (SP), Brasil. daani_fontana@hotmail.com (ORCID: 0000-0003-4285-6299)

Engenheira Agronoma, Dra., Professora associada do Departamento de Ciéncias Agronomicas e Ambientais, Universidade Federal de Santa Maria,
Linha 7 de Setembro, s/n BR 386 Km 40, CEP 98400-000, Frederico Westphalen (RS), Brasil. denise@ufsm.br (ORCID: 0000-0002-9963-4956)

V' Académico de Agronomia, Universidade Federal de Santa Maria, Linha 7 de Setembro, s/n BR 386 Km 40, CEP 98400-000, Frederico Westphalen
(RS), Brasil. matheusmilani18@hotmail.com (ORCID: 0000-0001-6229-6837)

Esta obra estd licenciada sob uma Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 Unported License.
BY NC



Santos, J.; Pinheiro, M. V. M.; Fontana, D. C.; Schmidt, D.; Pretto, M. M. 509

Introducao

A oliveira (Olea europaea) apresenta importancia economica, sendo cada vez mais
apreciada e cultivada em todo o mundo. O amplo consumo de seus produtos, a azeitona de mesa
e o azeite de oliva, tem demonstrado que a espécie possui elevado potencial econémico, atraindo
o interesse de produtores nacionais e internacionais (SOUZA et al., 2012). Segundo o Conselho
Oleicola Internacional (2017), a produ¢ao mundial de azeitonas de mesa nos ultimos 30 anos
cresceu de forma constante, passando de 950.000 t em 1990/91 para 2.953.500 t em 2017/18, tendo
aumento de 211%. Jd o consumo mundial para a safra 2016/2017 foi calculado em aproximadamente
2.803.000 t.

O Brasil é um dos maiores importadores dos produtos da oliveira na América do Sul,
comprando principalmente da Argentina, Espanha e Portugal (DONINI; FIGUEIREDO;
SCHUCH, 2011). De acordo com o boletim de mercado divulgado pelo Conselho Oleicola
Internacional (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 producao de azeite. Tais
cultivares apresentam caracteristicas ideais para este fim, como precocidade de producao, bom
contetido de 4cido oleico, vigor e alta produtividade (REISSER JUNIOR et al., 2009). Para isso,
a obtencado de mudas de qualidade com uniformidade e idoneidade varietal surge como fator
altamente relevante na implanta¢do do pomar de oliveiras (OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, a oliveira vem sendo propagada vegetativamente através de métodos
convencionais, como a enxertia e a estaquia. Estas, em condi¢des adequadas, dao origem a uma
nova planta a partir da emissao de raizes em partes vegetais excisadas de uma planta matriz pré-
selecionada com caracteristicas desejadas, as quais se manterdo nas mudas produzidas. Porém,
apesar destas vantagens, tais técnicas possuem alguns inconvenientes, como a baixa eficiéncia,
por sofrer influéncia das variagdes sazonais do clima, da constituicao genética das cultivares e de
condi¢Oes nutricionais e sanitdrias do material vegetal utilizado (CANCADO et al., 2012). Outra
maneira de propagacao da espécie seria por via sexuada (sementes), entretanto, este método gera
elevada variabilidade genética, elevado periodo juvenil das plantas produzidas, além da baixa
germinacao a campo, o que inviabiliza a producido de mudas para fins comerciais (SANTOS et
al., 2015).

Dessa forma, a técnica de cultura de tecidos vegetais in vitro se destaca como uma
maneira eficiente para propagacdo das espécies contornando estas dificuldades. Dentre
as vantagens desta técnica estdo a producdo de mudas em curto tempo e espago, garantindo
homogeneidade e qualidade fitossanitdria das plantas produzidas, e o aperfeicoamento dos
processos de melhoramento genético (SOUZA et al., 2012). No entanto, para que se obtenham
tais resultados positivos, € comum durante o processo a adi¢ao de reguladores de crescimento ao
meio de cultura, por desempenharem papéis fundamentais no desenvolvimento dos propdgulos.
A eficiéncia destas substancias sintéticas adicionadas ao meio estd diretamente relacionada ao
conteuido enddgeno nos tecidos do explante, o qual pode variar dependendo do gendtipo.

Dentre  os principais reguladores utilizados estdo as citocininas, como a
6-benzilaminopurina (BAP), com fun¢do de estimular a brota¢do nos explantes, quebra da
dominancia apical e inducéao da proliferagido de gemas axilares (CANCADO et al., 2012).

Dentre varios fatores, o sucesso do cultivo in vitro depende da adocao de métodos eficientes
de assepsia, tanto dos explantes como também do ambiente de trabalho e materiais utilizados,
devido ao elevado grau de contaminagio e a presenga sistémica de microrganismos. Para isso,
vérias substancias com acao desinfestante tém sido utilizadas, como o etanol, e compostos a base
de cloro como o hipoclorito de sddio e de cdlcio (COSTA et al., 2007).

Além da desinfestacdo, a ocorréncia de oxidacdo fendlica dos explantes representa
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outro fator limitante, principalmente no que se refere ao cultivo in vitro de plantas lenhosas,
dificultando o processo de estabelecimento. Para isso, a fim de mitigar ou evitar a ocorréncia
destes eventos, pré-tratamentos de prevencao sdo aplicados a planta-matriz (ERIG; SCHUH,
2003), como por exemplo, fungicidas e bactericidas aplicados dias antes da coleta do material
vegetal para isolamento. Contudo, a combinacao dos compostos ativos destas substancias deve
ser estabelecida de acordo com a espécie e a sensibilidade do material a ser desinfestado (ERIG;
SCHUH, 2003), para que ndo ocorra intoxicacio dos tecidos. A superexposi¢do do tecido aos
agentes esterilizantes pode danificar o explante, levando a morte celular (CARVALHO, 2012).

Neste contexto, tendo em vista a crescente demanda pelos produtos da oliveira, a
geracdo de conhecimentos para a expansio da olivicultura torna-se essencial o que fundamenta
a importancia da busca por condi¢oes adequadas de estabelecimento para esta espécie. Sendo
assim, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver protocolo de estabelecimento in vitro a
partir de segmentos nodais de cultivares de oliveira sob diferentes concentracdes de hipoclorito
de sddio e suplementacio do meio com BAP.

Materiais e métodos

Material Vegetal e Condicoes de Cultivo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Extrativos
Aromadticos da Universidade Federal de Santa Maria-UFSM, Campus de Frederico Westphalen-
RS.

Como fonte de explantes foram utilizados segmentos nodais excisados de brotagoes
jovens de plantas-matrizes de duas cultivares de Olea europaea L., cultivadas a campo em um
plantio experimental de nove anos de idade, localizado na cidade de Chapecd, regido Oeste de
Santa Catarina, com coordenadas geograficas: 27°05° 47” 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 solucgdo de hipoclorito de sédio a 1% de cloro ativo imediatamente apds cada
excisdo. Em seguida os ramos foram mergulhados em solucao de hipoclorito de sédio a 0,2% de
cloro ativo, adicionada de 1 g L™ de dcido ascérbico e 30 mg L' de fungicida Cercobin® 700 WP.

Em condicdes de laboratdrio, foi retirado 1/3 das folhas dos segmentos nodais, em seguida,
sendo mantidos sob dgua corrente por aproximadamente uma hora. Passado este periodo, em
camarade fluxo laminar os explantes foram submetidos aos processos de desinfestacao, realizando
a lavagem do material vegetal em solucao de dlcool 70% (durante 30 segundos) em seguida em
solugoes de hipoclorito de sddio, cujas concentracdes de cloro ativo variaram entre 0,6 a 1,0 % de
cloro ativo, acrescido de duas gotas de Tween20" (durante 15 minutos), sob agitacio constante.
Em seguida, os explantes foram submetidos a trés lavagens em dgua destilada esterilizada por
aproximadamente cinco minutos (cada lavagem), para retirada do excesso de hipoclorito de sédio.

Apds adesinfestacio, os explantes foram excisados retirando o restante das folhas seguido
de redugio a aproximadamente 1,0 cm, sendo 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 ou nd3o com o regulador de crescimento BAP nas concentracdes de 2,22 ou 4,44
1M, com pH ajustado para 5,7 = 0,1, seguido de autoclavagem a 120°C, 108 kPa, por 20 minutos.
Os tubos com os explantes foram acondicionados em sala de crescimento com temperatura de 25
+ 2°C, mantidos no escuro por sete dias, em seguida transferidos para ambiente com irradiacao
luminosa de 40 umol m? s provenientes de lampadas fluorescentes (OSRAM®, Luz do dia), com
fotoperiodo de 16 horas de luz, permanecendo nessas condicdes por 28 dias.
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Desenho experimental e variaveis analisadas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 3 x 3, sendo duas cultivares de oliveira (Arbequina e Koroneiki), trés concentragoes de
hipoclorito de sddio (0,6; 0,8 e 1,0% de cloro ativo) e trés concentra¢des de BAP (0,00; 2,22 e 4,44
uM) totalizando 18 tratamentos, com trés repeticoes cada, e a unidade experimental constituida
por cinco tubos de ensaio com um explante cada.

Apds 28 dias, foram avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de contaminagdo
fungica; porcentagem de contaminacao bacteriana; porcentagem de oxidacao; porcentagem de
sobrevivéncia(determinada pelacoloragdoverde dosexplantes);e porcentagemde estabelecimento
(determinada pelo desenvolvimento dos primdrdios foliares - presenga de folhas/brotos). As
andlises estatisticas foram realizadas pelo software SISVAR (FERREIRA, 2010) 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 determinara melhor combinacéao
dos fatores analisados. Neste caso, para as varidveis ndo paramétricas de contaminacao
(fungica e bacteriana), sobrevivéncia, estabelecimento e oxidacao foram aplicadas notas de 1 a
3 referentes ao score (nota) no qual para contaminacao fungica e bacteriana (1 - sem ocorréncia
de contaminacéo; 2 - contaminacao fungica e 3 - contaminacao bacteriana), procedendo-se da
mesma maneira para as varidveis sobrevivéncia e estabelecimento, aplicando-se notas de 1 a
3, (sendo 1 - ndo sobreviveu; 2 - sobrevivente e 3 - sobrevivente e estabelecida). Para a varidvel
oxidacdo, as notas foram atribuidas conforme o grau desta variavel observado nos explantes (1 -
sem oxidacdo; 2 - 50% do explante oxidado e 3 - 100% do explante oxidado). A ordem e constitui¢ao
dos tratamentos estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos utilizados para desenvolver protocolo de estabelecimento in vitro de
cultivares de Olea europaea.

Table 1 - Treatments used to develop in vitro establishment protocol of Olea europaea cultivars.

) Concentragées de BAP Concentracées de hipoclorito de sédio
Cultivares Tratamentos .
(uM) (% 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
Té 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

Fonte: Autores (2018)

Ci. Fl., Santa Maria, v. 29, n. 2, p. 508-518, abr./jun. 2019



Estabelecimento in vitro de oliveira ‘arbequina’ e ‘koroneiki’ 512

Resultados

Pela andlise de variancia, foi possivel observar diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos, sendo que para as varidaveis porcentagem de contaminacdo fungica, porcentagem
de oxidacao e porcentagem de sobrevivéncia houve interacio significativa apenas para o fator
cultivares. Para a varidvel porcentagem de estabelecimento observou-se interagao tripla entre os
fatores estudados (cultivares x concentracdes de BAP x concentracdes de hipoclorito). A varidvel
porcentagem de contaminacao bacteriana nao apresentou diferenga significativa (p<0,05) entre
os tratamentos estudados (Figura 1).

Para a varidvel porcentagem de contaminacéo fungica, a cultivar Koroneiki demonstrou
maior susceptibilidade com média de 21,48%, quando comparada a cultivar Arbequina com
média de 8,15%, apresentando um coeficiente de variacao de 108,69% (p<0,05; Figura 1A).

Para a variavel porcentagem de oxidagdo, a cultivar Arbequina (89,63%) foi superior
significativamente (p<0,05) a Koroneiki (68,14%), indicando influéncia do gendtipo na resposta
desta varidvel, com coeficiente de variagdo de 23,65% (Figura 1B). Este resultado refletiu
diretamente nas respostas da varidvel porcentagem de sobrevivéncia (p<0,05; CV= 207,85%), no
qual foram observadas médias superiores para a cultivar Koroneiki (6,67%) em comparacao a
Arbequina com média de 0,74% (Figura 1C).

Figura 1 - Porcentagem de contaminacao fungica (A), porcentagem de oxidacao (B) e
porcentagem de sobrevivéncia (C) de cultivares de Olea europaea durante o estabelecimento
in vitro. “Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figure 1 - Percentage of fungal contamination (A), percentage of oxidation (B) and survival
percentage (C) of Olea europaea cultivars during in vitro establishment. * Averages followed by
the same letter do not differ by Tukey test (p <0.05).
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Os resultados obtidos para a varidvel porcentagem de estabelecimento in vitro (CV=
367,42%), no desdobramento das concentracdes de BAP dentro de cada cultivar estudada,
demonstraram diferenga significativa (p<0,05) entre as cultivares e nas concentracdes de hormonio
testadas. A cultivar Koroneiki na concentracao de 2,22 pM de BAP, e no tratamento sem adicao
de BAP, apresentou estabelecimento in vitro com médias de 20,0% e 6,67%, respectivamente,
diferindo significativamente (p<0,05) da cultivar Arbequina que nao apresentou estabelecimento
nestas concentragdes. As cultivares ndo diferiram de forma significativa quando foram
submetidas a concentracio de 4,44 uM de BAP, nao havendo registros de estabelecimento in
vitro nesta condigao (Figura 2A).

Nao foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos em relacao as
concentracoes de hipoclorito de sdédio testadas. A cultivar Koroneiki quando submetida aos
tratamentos com hipoclorito de sédio 0,6% e 1,0% de cloro ativo, apresentou médias de 6,67%
e 20,0%, respectivamente, diferindo significativamente (p<0,05) da cultivar Arbequina, que, nas
mesmas condicOes, ndo apresentou propagulos estabelecidos. Nao houve diferenca significativa
entre as cultivares no tratamento com hipoclorito de sédio na concentracao 0,8% de cloro ativo,
nao havendo porcentagem de estabelecimento in vitro dos segmentos nodais (Figura 2B).

Figura 2 - Estabelecimento in vitro de segmentos nodais de cultivares de Olea europaea
L. submetidas a diferentes concentracées de BAP (A) e hipoclorito de sédio (B). Letras
maitdsculas comparam a cultivar Koroneiki e letras minusculas comparam a cultivar
Arbequina, nas diferentes concentracdes de BAP e hipoclorito de sédio; Letras gregas
comparam as duas cultivares dentro de cada concentracao de BAP e hipoclorito de sédio. *
Médias seguidas pela mesma letra maiiscula, médias seguidas da mesma letra minuscula
e médias seguidas de mesma letra grega nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Figure 2 - In vitro establishment of nodal segments of Olea europaea L. cultivars submitted to
different concentrations of BAP (A) and sodium hypochlorite (B). Upper case letters compare
the Koroneiki cultivar and lower case letters compare the Arbequina cultivar, in the different
concentrations of BAP and sodium hypochlorite; Greek letters compare the two cultivars
within each concentration of BAP and sodium hypochlorite. * Averages followed by the same
capital letter, averages followed by the same lowercase letter and averages followed by the same
Greek letter do they do not differ by the Tukey test, at 5% significance.
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De acordo com o teste de Kruskal Wallis (p<0,05), o desempenho dos tratamentos para
a varidavel contaminacio foi bastante semelhante, porém, o T15 (Koroneiki + 2,22 pM de BAP
+ 1,0% de cloro ativo de hipoclorito de sddio) apresentou maior contaminacao em relacio aos
demais tratamentos, com somatdrio total igual a 21. Em contrapartida, o tratamento com menor
ocorréncia de contaminacao foi o T4 (Arbequina + 2,22 uM BAP + 0,6% hipoclorito de sédio),
com somatdrio total igual a 15 (Figura 3A). Em relacdo a varidvel oxidagdo dos explantes, o
T4 (Arbequina + 2,22 pM + 0,6% hipoclorito de sédio) apresentou maiores niveis de oxidagio,
totalizando somatdrio de 44. O tratamento que apresentou menor somatdrio de oxidagao foi o
T15 com total de 22 (Figura 3B). Este resultado refletiu diretamente na quantidade de plantas
sobreviventes e estabelecidas (Figura 3C), em que o tratamento T15 (Koroneiki + 2,22 pM
BAP + 1,0 % de hipoclorito de sédio) apresentou somatdrio de 21. Foi possivel observar que os
tratamentos T12 e T16 com a cultivar Koroneiki apresentaram baixo somatério de oxidacao, o
que demonstraria a forte influéncia do gendtipo no papel desta variavel.

Figura 3 - Teste de Kruskal Wallis para os dados de somatdrio de contaminacao fuiingica (A),
somatorio de oxidacao (B) e somatorio de sobrevivéncia/estabelecimento (C) de segmentos
nodais de cultivares de Olea europaea L. in vitro.

Figure 3 - Kruskal Wallis test for summation data of fungal contamination (A), sum of
oxidation (B) and sum of survival/establishment (C) of nodal segments of Olea europaea L.
cultivars in vitro.
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Na Figura 4 estio demonstrados os parametros utilizados no teste de Kruskal Wallis para
as variaveis estabelecimento (Figura 4A), sobrevivéncia (Figura 4B), oxidacao 50% (Figura 4C) e
oxidagao 100% (Figura 4D).

Figura 4 - Explantes de Olea europaea in vitro cv. Koroneiki: estabelecido (A), sobrevivente
(B), 50 % oxidado (C) e 100 % oxidado (D).

Figure 4 - Explants of Olea europaea in vitro cv. Koroneiki: established (A), survivor (B), 50%
oxidized (C) and 100% oxidized (D).
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Fonte: Autores (2018)

Discussao

A baixa porcentagem de contaminacido obtida reflete a eficiéncia do método de
desinfestacdo adotado neste trabalho. 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¢cdes ambientais e a resisténcia ao ataque de pragas e
doengas (DONINTI et al., 2008b; COUTINHO et al., 2015). Segundo Andreazza et al. (2016),
a sensibilidade ou resisténcia de um gendtipo em relacdo a outro pode estar diretamente
relacionado as caracteristicas fisico-quimicas do vegetal, o que lhe garante maior rusticidade,
conferindo aumento na capacidade de resistir ao ataque de determinadas pragas e patologias.
Resultados obtidos por Moreira (2014) condizem com o que foi encontrado no presente estudo,
quando foi descrito menor taxa de contaminacao fungica para a cultivar Arbequina comparada
com a cultivar Maria da Fé. Entretanto, Donini et al. (2008a) obtiveram menores porcentagens de
contaminacgao fungica para a cultivar Koroneiki em relacio ds cultivares Picual e Frantoio.

Em relacdo a espécie Arbequina, que apresentou baixo indice de mortalidade quando
tratadas com hipocloritode sédio, Malyzsetal.(2011) descreveram para Eucalyptus dunniialto indice
de mortalidade quando utilizaram a concentracao de 0,5% de hipoclorito de sédio em comparacao
a concentracao de 1,0%, considerando a assepsia e a sobrevivéncia. Porém, os resultados destes
autores confirmam com o que foi observado para a cultivar Koroneiki. Considera-se que estas
respostas diferenciadas entre as cultivares estudadas podem estar associadas a ocorréncia de
possivel intoxicacao dos explantes de Arbequina submetidos as concentracgdes de hipoclorito de
sodio, fato que desencadeou maior nivel de oxidacao e, por consequéncia, menor porcentagem
de sobrevivéncia e estabelecimento dos propagulos desta cultivar.
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Também em relagdo ao nivel de oxidacao da cultivar Arbequina, os presentes resultados
condizem com os encontrados por Moreira (2014), nos quais o autor observou maior porcentagem
de oxidacéo para a cultivar Arbequina em comparacao ds cultivares Ascolano, Leccino, Coratina,
Maria da Fé e Frantoio. O fendmeno da oxidagdo fendlica estd relacionado ao metabolismo
enzimatico, sendo responsavel por atribuir coloracdo marrom aos explantes. Segundo Bezerra,
Aloufa e Freire (2014), tal fendmeno ocorre em funcio da liberacdo de compostos fendlicos in
vitro devido as células serem danificadas durante a excisao dos explantes, assim, esses compostos
sdo oxidados pelas enzimas polifenases e produzem substancias tdéxicas capazes de inibir o
desenvolvimento dos explantes. Jd Donini et al. (2008a) também descreveram menores médias de
oxidagao para a cultivar Koroneiki em relacdo a cultivar Frantoio, que foi atribuida as menores
concentracdes de compostos fendlicos totais e aos diferentes tipos de fendis existentes nos
tecidos desta cultivar. Os mesmos autores afirmam ainda que estes compostos, ao entrarem em
contato com o oxigénio, desencadeiam reacoes de oxidacao resultando em produtos toxicos que
ocasionam o escurecimento e a necrose do tecido vegetal.

A baixa taxa de sobrevivéncia da cultivar Arbequina observada no presente trabalho pode
ser atribuida a grande ocorréncia de oxidacao dos explantes, tal fato se deve aos propagulos
desta cultivar que resistiram a contaminagao sofrerem oxidacao fendlica. Entretanto, conforme
Navroski, Reiniger e Pereira (2015), as variagdes de respostas entre as cultivares podem estar
relacionadas as diferencas genéticas entre as matrizes ou ao balanco hormonal especifico
de cada individuo. Estas diferencas podem ter origem por meio do controle genético, ou dos
diferentes ritmos enddgenos da planta, associados a fatores fisioldgicos e morfoldgicos, pois
estas flutuacdes podem ocorrer mesmo entre individuos intimamente aparentados de acordo
com o funcionamento enddgeno, considerando que ambas as cultivares estao acondicionadas no
mesmo ambiente.

A diferenca das respostas entre as cultivares neste trabalho para a varidvel porcentagem
de sobrevivéncia também foi descrita por Mendes (2013) em diferentes gendtipos de citrus. Este
mesmo autor associou o desempenho desigual da sobrevivéncia ao fato de que as condigdes
para o desenvolvimento in vitro de uma espécie podem variar entre os genétipos, considerando
que cada individuo apresenta caracteristicas unicas determinadas por fatores genéticos e por
isso suas exigéncias in vitro também tendem a ser unicas. Resultados semelhantes ao presente
trabalho também foram encontrados por Donini et al. (2008a), em que observaram maiores médias
de sobrevivéncia para a cultivar Koroneiki em comparacao as cultivares Picual e Frantoio.

Com base nos resultados, foi possivel observar que a sobrevivéncia nem sempre indica
bom estabelecimento, pois nem todos os propdgulos sobreviventes da cultivar Arbequina
se estabeleceram. Independentemente das concentragdes de BAP e hipoclorito de sddio
aplicadas, a baixa porcentagem de sobrevivéncia e o nido estabelecimento dos propdgulos da
cultivar Arbequina, podem estar associados a elevada porcentagem de oxidacdo observada
para esta cultivar, salientando que grande parte dos explantes que nio oxidaram apresentaram
contaminacgdo. Diferentemente do que foi observado para a cultivar Koroneiki, que, apesar de
sofrer maior contaminacao, demonstrou maior porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento
dos propdgulos. Tais resultados discordam dos encontrados por Moreira (2014), quando observou
maiores taxas de estabelecimento para a cultivar Arbequina em comparacao as demais cultivares
de oliveira testadas.

O mesmo comportamento da varidvel porcentagem de brotacao observado neste trabalho
em relacdo as concentracdes de BAP testadas, estio de acordo com Santos et al. (2016) que
também observaram aumento desta varidvel ao utilizarem BAP na concentracao de 2,22 uM para
a espécie Bastdo-do-imperador (Etlingera elatior). Mangal et al. (2014) encontraram maior taxa
de estabelecimento in vitro de oliveira cultivar Frontio quando os explantes foram submetidos a
2 mg L' de BAP. Em contrapartida, Ahmad et al. (2016) ndo observaram proliferacio de brotos
quando testaram o regulador BAP na micropropagacao in vitro de oliveira cultivares Uslu,
Coratina, Nocellara, Pendolino e Leccino.
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Os resultados obtidos pelo teste de Tukey (p<0,05) foram confirmados pelo teste nio
paramétrico de Kruskal Wallis (p<0,05) no qual observaram-se respostas positivas da cultivar
Koroneiki em relacdo a oxidagdo e sobrevivéncia/estabelecimento quando comparada com a
cultivar Arbequina, o que depende substancialmente ao metabolismo do gendtipo, rusticidade
e capacidade de adaptacdo as diferentes condicoes de ambiente. Entretanto, a mesma cultivar
demonstrou maior sensibilidade a4 contaminagdo, em comparacio a Arbequina.

Conclusao

O estabelecimento in vitro de oliveira apresenta resultados distintos entre as cultivares
testadas. Em relacdo ao processo de desinfestacdo, a concentragio de hipoclorito de sddio
(1,0% de cloro ativo) utilizada no processo de desinfestacdo e a concentracao de BAP (2,22 pM)
adicionada ao meio de cultura WPM, apresentou resultado promissor para o estabelecimento in
vitro da cultivar Koroneiki. Este resultado destaca-se pelo fato de que ainda nao existe descricao
de um protocolo de desinfestacdo eficiente para esta cultivar publicado cientificamente até o
momento.

Em relacdo a cultivar Arbequina, as concentracdes de hipoclorito de sédio e BAP
testadas neste trabalho nao foram eficientes para o seu estabelecimento in vitro, o que sugere o
desenvolvimento de novos testes afim de se determinar um protocolo eficiente de estabelecimento
para esta cultivar.

Considerando as baixas porcentagens de sobrevivéncia e estabelecimento obtidas
no presente trabalho, tratando-se da manutencdo da coloracio verde e emissio de brotos
nos explantes, pode-se observar que as concentracoes de BAP testadas neste trabalho nao
demonstraram grande relevancia, o que reflete a necessidade de se desenvolver novos testes
com outras concentragdes deste regulador como também combinacdes de outras citocininas
buscando obter melhores respostas para estas cultivares.
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