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RESUMO: O cultivo de oliveira (Olea europaea L.) vém crescendo no Brasil, sendo
necessario o aprimoramento para obtencdo de mudas de qualidade. A
micropropagag¢do € uma alternativa para a produgdo de mudas com qualidade
fitossanitaria e vegetativa, porém alguns fatores como oxidagdo, contaminacao
fungica e bacteriana dos explantes limitam sua aplicacdo. Objetivou-se verificar a
concentracdo de PVP (Polivinilpirrolidona) visando a reducdo da oxidacdo de
explantes no estabelecimento in vitro de oliveira ‘Grappolo 541’. O experimento foi
realizado no Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, totalizando quatro tratamentos constituidos de diferentes
concentracdes de PVP (0 g.L%; 1 g.L % 2 g.Lte 3 g.L 1), com quatro repeticdes e 20
tubos por repeticdo com um explante cada. Foram avaliados porcentagem de
contaminacao bacteriana, porcentagem de contaminacdo fungica, porcentagem de
explantes oxidados, porcentagem de sobrevivéncia e porcentagem de
estabelecimento. Para a porcentagem de oxidag¢do, ndo houve diferenca estatistica.
Para contaminacdo bacteriana, ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos, a
auséncia de PVP apresentou resultados satisfatorios. Para porcentagem de

contaminacdo fangica, ocorreu diferenga estatistica entre os tratamentos, onde as
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concentracdes de 1 g.L?%, 2 g.Lte 3 g.L? obtiveram resultados satisfatérios. Nos
dias de cultivo, a contaminacdo bacteriana e fungica apresentaram as maiores
porcentagens nos primeiros 7 dias. Nao houve diferenca quanto a sobrevivéncia e
estabelecimento. A utilizagdo do PVP em oliveira ‘Grappolo 541’ ndo apresentou

resultados satisfatorios para a reducéo da oxidacéo.

Palavras-chave: Olea europaea (L), micropropagacao, oxidacao.

POLYIVINYLPYROLIDONE IN THE ESTABLISHMENT IN VITRO OF
OLIVE 'GRAPPOLO 541"

ABSTRACT: The cultivation of olive (Olea europaea L.) have been growing in Brazil,
being necessary the improvement to obtain quality seedlings. Micropropagation is an
alternative for the production of seedlings with phytosanitary and vegetative quality,
but some factors such as oxidation, fungal and bacterial contamination of the
explants limit its application. The objective of this study was to verify the
concentration of PVP (Polyvinylpyrrolidone) in order to reduce the oxidation of
explants in the in vitro establishment of 'Grappolo 541' olive tree. The experiment
was carried out at the Laboratory of Propagation of Fruit Plants of the Federal
University of Pelotas (UFPel). The experimental design was completely randomized,
with four treatments consisting of different concentrations of PVP (0 g.L%; 1 g.LL; 2
g.Ltand 3 g.LY), with four replicates and 20 tubes per replicate with one explant
each. Percentage of bacterial contamination, percentage of fungal contamination,
percentage of oxidized explants, percentage of survival and percentage of
establishment were evaluated. For the percentage of oxidation, there was no
statistical difference. For bacterial contamination, there was a statistical difference
between the treatments, the absence of PVP presented satisfactory results. For the
percentage of fungal contamination, there was a statistical difference between the
treatments, where the concentrations of 1 g.L-1, 2 g.L-1 and 3 g.L-1 obtained
satisfactory results. On days of cultivation, bacterial and fungal contamination
presented the highest percentages in the first 7 days. There was no difference in
survival and establishment. The use of PVP in olive 'Grappolo 541" did not present
satisfactory results for oxidation reduction.

Keywords: Olea europaea (L), micropropagation, oxidation.

INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia Oleaceae que inclui até 30
géneros e 600 espécies distribuidas por regides tropicais e temperadas (OLIVEIRA;
ABRAHAO, 2006; CORREA et al., 2002). Sua base econdmica localiza-se na regido
mediterranea, e em paises da comunidade Européia, onde se encontram os maiores
plantios comerciais do mundo. A Espanha é o principal pais produtor de oliva no
mundo, com uma producédo em 2010 de 8.014.000 toneladas de oliva em 2.092.800
hectares; seguida da Italia, Grécia entre outros (FAO, 2011).
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No Brasil € crescente o consumo de azeite de oliva e azeitona, provavelmente
devido a divulgacdo dos seus beneficios a saude e precos mais acessiveis ao
consumidor (BRASIL, 2012). O cultivo dessa frutifera representa reducdo de gastos,
visto que o pais é totalmente dependente da importacdo de azeitonas e azeites. No
entanto, o Brasil apresenta caréncia de tecnologia aplicada ao cultivo da oliveira,
necessitando de estudos sobre aspectos da cultura, sendo que um fator importante
€ a obtencao de mudas de qualidade (OLIVEIRA et al., 2003; NETO et al., 2010)

Em nivel comercial, a oliveira € propagada vegetativamente por estaquia e
enxertia, no entanto, como a demanda por mudas estd aumentando, a
micropropagacao pode proporcionar um fornecimento adequado de plantas em um
curto espaco de tempo (MOREIRA, 2014), possibilitando a reproducdo de plantas
geneticamente homogéneas, e para a maioria das cultivares de oliveiras vém
apresentando resultados promissores (RUGINI et al., 2001). Conforme Biasi et al.
(2003), o cultivo in vitro pode ser considerado uma alternativa que permite a
manutencao do germoplasma de diversas culturas.

Algumas limitagbes s@o encontradas no cultivo in vitro das espécies lenhosas,
como as altas concentracdes de compostos fendlicos, que acabam oxidando e
ocasionando a morte do material vegetal (KERBAUY, 2004). Compostos fendlicos
sdo produzidos pelas plantas apresentando varias funcdes nos vegetais, alguns
agem como compostos de defesa contra herbivoros e patdégenos, outros tem funcéo
no suporte mecanico como atrativos de polinizadores (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Para a diminuicdo da oxidacao, Grattapaglia e Machado (1998) recomendam
a adicao de antioxidantes ao meio de cultivo ou o pré-tratamento dos explantes em
solucédo contendo antioxidantes. O PVP (polivinilpirrolidona) € um antioxidante que
tem sido bastante empregado, sendo que os fendis sao adsorvidos pelo PVP por
meio de ligacbes de hidrogénio, o que previne a oxidacdo e polimerizacao, além de
adsorver os produtos da oxidacao fendlica, ou seja, as quinonas (PASQUAL et al.
1997).

Alguns trabalhos sobre o uso de PVP para controle da oxidagdo foram
realizados, como por Augusto e Biasi et al. (2002), em amoreira-preta (Rubus sp.) e
Oliveira et al. (2011), em bananeira (Musa spp.). Entretanto, sdo escassas as
informacdes a respeito do uso dessa substancia para controle de oxidagcdo em
oliveira, sendo este um dos problemas enfrentado em espécies lenhosas, o que
ressalta a necessidade de estudos para facilitar seu estabelecimento in vitro e,
consequentemente, 0 avango na area da micropropagacao. Assim, objetivou-se
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verificar a concentracdo de PVP visando a reducéo da oxidacao de explantes no
estabelecimento in vitro de oliveira ‘Grappolo 541°.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Propagacdo de Plantas
Frutiferas da Universidade Federal de Pelotas-RS (UFPel), no periodo de junho a
julho de 2017.

Foram utilizadas plantas matrizes de oliveira ‘Grappolo 541°, com quatro anos
de idade, pertencentes ao matrizeiro do laboratério, mantidas em vasos de 24,5
litros em sistema semi-hidroponico, irrigadas com solugao nutritiva, formulada por
Schuch e Peil (2012), de acordo com as necessidades da cultura.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
totalizando quatro tratamentos constituidos de diferentes concentracbes de PVP
(Polivinilpirrolidona), sendo elas 0 g.L%; 1 g.LY; 2 gLt e 3 g.L? com quatro
repeticdes cada. Constituida a repeticdo de 20 tubos com um explante cada. Para a
realizacdo dos tratamentos, as brotacbes novas foram coletadas, com
aproximadamente 2 cm, contendo duas gemas, as quais tiveram suas folhas
removidas no momento da colheita.

Para diminuir a contaminagdo in vitro, anteriormente a coleta as plantas
matrizes foram pulverizadas a cada dois dias, com Kasumin® (bactericida) e
Cercobin® (fungicida), nas doses de 3 ml.L*e 0,7 g.L!, respectivamente.

Primeiramente, os explantes foram desinfestados, utilizando alcool a 70%,
sob agitacdo durante 1 minuto e, posteriormente, imersos em hipoclorito de sédio,
na concentracdo de 2,5% de cloro ativo, adicionando-se duas gotas de Tween 20,
durante 15 minutos em contato com os explantes, sob agitacdo. Na sequéncia, 0
material desinfestado foi lavado trés vezes com &gua destilada autoclavada e
esterilizada em camara de fluxo laminar, para posterior isolamento dos explantes.

Foi utilizado o meio de cultivo (WPM), adicionado de 2 mg.L! de 6-
Benzilaminopurina (BAP) (DONINI, 2009), acrescidos de 100 mg.L* de mioinositol,
30 g.L! de sacarose, sendo o pH ajustado para 6,0 antes da inclusdo do agar na
concentracdo de 6gL? e, posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,5 atm por 20
minutos. Utilizou-se tubos de ensaio (150 x 20 mm) com 10 mL de meio de cultura.

Apoés a inoculacédo, os explantes foram mantidos no escuro, a 25 + 2°C, por
um periodo de sete dias, para diminuir a oxidagdo fenolica. Em seguida, foram
transferidos para sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo com radiacdo de

27umolesm?s1 e temperatura de 25 + 2°C.

Revista da 152 Jornada de P6s graduacéo e Pesquisa. ISSN: 2526-4397
Submetido: 23/08/2018 Avaliado: 05/10/2018.
Congrega Urcamp, vol. 15, n°15, ano 2018.

1381



Foram realizadas avaliacdes aos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo, quanto a
porcentagem de contaminacédo bacteriana, porcentagem de contaminacéo fangica e
porcentagem de explantes oxidados. Os frascos que apresentaram contaminacao
e/ou oxidacao foram eliminados apds registro. Aos 45 dias de cultivo o material foi
avaliado quanto a porcentagem de sobrevivéncia, indicada pela coloragdo verde do
segmento nodal, e quanto a porcentagem de estabelecimento, que foi determinado
pelo desenvolvimento de primordios foliares e presenca de brotacdes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias, comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados em porcentagem foram

x
transformados em arco seno da 4100 onde x é 0 percentual obtido.
RESULTADOS

Em relacdo porcentagem de oxidacdo (Tabela 1 e Figura 1), verifica-se que
ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as concentra¢cdes testadas.

Para a variavel contaminacdo bacteriana (Tabela 1 e Figura 1), ocorreu
diferenga estatistica entre os tratamentos, a auséncia de PVP apresentou menor
porcentagem dentre as demais.

Quanto a variavel contaminacao fangica (Tabela 1 e Figura 1), a auséncia do
PVP apresentou as maiores porcentagens, ndo diferindo estatisticamente das
concentracdes 1 e 2 mg.Lt. Verificou-se que a concentracdo de 3 mg.L7,
apresentou a menor porcentagem de contaminacdo, obtendo resultados

satisfatérios, porém néo diferindo estatisticamente das concentracées 1 e 2 mg.L™.

Figura 1. Tubos com (1) contaminag&o bacteriana, (2) oxidacao e (3) contaminagéo fungica, Pelotas,
RS-Brasil.
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Tabela 1. Porcentagem de oxidacao, porcentagem de contaminacgdo bacteriana e porcentagem de
contaminagao fungica de explantes de oliveira, em diferentes concentragGes de PVP. Pelotas-RS, 2018.

Concentragdes de Variaveis analisadas

PVP (mg.L?) Oxidagao (%) Bactérias (%) Fungos (%)
0 0,25 N> 6 bl 11,75a

1 0 12,25a 7,25 ba

2 0 11,75 a 7,50 ba

3 0 11,50 a 6,50 b

CV (%) 140 22 28,32

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). NS: n&o significativo
pelo teste F (p<0,05) da analise de variancia. CV (%): coeficiente de variagao.

Em relacdo ao fator dias de cultivo (Tabela 2), ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos.

Para a contaminacdo bacteriana, verificou-se a maior porcentagem nos
primeiros 7 dias de cultivo, ndo diferindo estatisticamente dos 14 e 21 dias, porém
observou-se menores médias ao decorrer dos dias, obtendo a menor porcentagem a
partir dos 28 dias.

Quanto a porcentagem de contaminacao fungica, houve diferenca significativa
entre os tratamentos, onde a maior porcentagem foi nos primeiros 7 dias de cultivo.

Tabela 2. Porcentagem de oxidacao, porcentagem de contaminagdo bacteriana e porcentagem de contaminagao
fungica de explantes de oliveira, em diferentes dias de cultivo. Pelotas-RS, 2018.

Dias Varidveis analisadas

Oxidagao (%) Bactérias (%) Fungos (%)
7 O NS 525at 53la
14 0,062 2,81 ba 1,87 b
21 0 1,68 ba 0,375b
28 0 0Ob 1b
CV(%) 107,25 56,76 66,39

UMédias seguidas pela mesma letra na coluna nZo diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). NS: n&o significativo
pelo teste F (p<0,05) da analise de varidncia. CV (%): coeficiente de variagao.

Para a variaveis sobrevivéncia e estabelecimento (Tabela 3), ndo houve
diferenca estatisticas entre os tratamentos.

Tabela 3. Porcentagem de sobrevivéncia e porcentagem de estabelecimento em explantes de oliveira, em
diferentes concentracdes de PVP. Pelotas-RS, 2018.

Concentracdes de Variaveis analisadas
PVP (mg.L ) Sobrevivéncia (%) Estabelecimento (%)
2 NS 2 Ns
1 1 0,75
2 1,25 1
3 2,5 1,50
CV (%) 125 119,96

NS: n3o significativo pelo teste F (p<0,05) da analise de variancia. CV (%): coeficiente de variagio.

DISCUSSAO

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2011) para a
variavel porcentagem de oxidacéo, onde utilizaram PVP na concentracdo de 4 g L
em bananeira e obtivem redug&o da oxidag&o dos explantes. Figueiredo et al. (2001)
também obtiveram resultados satisfatérios na micropropagacédo de biriba (Rollinia

mucosa Jacq Baill), utilizando 0,5 g L** de PVP. Conforme Monaco et al. (1977), a
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oxidacdo fendlica pode dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, pois
algumas enzimas oxidam os fenodis formando quinonas, as quais sao responsaveis
pela coloracdo marrom das culturas, além de causarem a morte dos explantes.

Em relacdo a contaminacdo bacteriana, estudos realizados por Lima e
Moraes (2006) na cultura da bananeira corroboram com este trabalho, onde as taxas
de contaminagdo mais elevadas sao de origem bacteriana. Conforme Braga et al.
(2001), a fase mais suscetivel desse tipo de contaminacdo é no estabelecimento in
vitro, com tendéncia de reducdo a medida que vao sendo realizados os subcultivos.
Em um ambiente mais competitivo, 0s niveis de contaminacdes atingidos podem
inviabilizar a producdo comercial de mudas, sendo este o principal fator que onera o
rendimento desta cultura.

Silva et al. (2007) atribui resultados de contaminacgdo fangica a hipétese da
condicdo do ambiente em que se encontravam as plantas matrizes, o ambiente
fechado e escuro provavelmente tenha induzido o aumento de umidade relativa do
ar, vindo a favorecer o desenvolvimento de fungos.

De acordo com Erig & Schuch (2003), as plantas lenhosas, em que € incluida
a maioria das plantas frutiferas, apresentam dificuldades para o estabelecimento in
vitro, principalmente devido a contaminacao e oxidacao.

Em relacdo a oxidagdo em diferentes dias de cultivo, resultados encontrados
por Donini et al. (2008) corroboram com este trabalho, onde em estabelecimento in
vitro de oliveira 0os autores obtiveram baixa porcentagem de oxidacao. Diferindo dos
resultados encontrados por Dias et al. (2013), que trabalhando com estabelecimento
in vitro romazeira (Punica granatum L.) observou-se aos 5 dias de cultivo uma média
de 23,05% e a partir deste periodo houve um pequeno acréscimo nao significativo
ao longo das demais avaliagdes, correspondendo aos 30 dias a 26,17%.

Para a contaminacado bacteriana em diferentes dias de cultivo, os resultados
sdo semelhantes aos encontrados pelos mesmos autores, que obtiveram baixa
porcentagem de contaminacao bacteriana aos 30 dias de cultivo in vitro. Em relagéo
a contaminagcado fungica, os autores encontraram resultados que diferem deste
trabalho, onde verificou-se um acréscimo ao longo do cultivo de 0% para 40,63% e
51,56% correspondentes aos 0, 5 e 10 dias de cultivo, respectivamente, e
mantiveram-se constantes apos este periodo.

Segundo Lopes (1988), as contaminacdes bacterianas sdo mais drasticas que

as fangicas e trazem duas consequéncias basicas: a primeira e a perda de tempo e
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de recursos financeiros ou genéticos pela eliminacdo de frascos contaminados, e a
segunda e o risco de contaminacao de outras plantas.

Quanto a baixa porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento, Sato et al.
(2001) também apresentaram certa dificuldade no estabelecimento para espécies
lenhosas, os autores acreditam que seja em decorréncia, principalmente, da
oxidagdo e da contaminacdo. Resultados diferentes foram encontrados por Erig &
Fortes (2002), que trabalhando com meristemas de pereira verificaram 95% de
estabelecimento aos 45 dias de cultivo in vitro, independente da época de
isolamento. E também por Erig & Schuch (2005), que no estabelecimento in vitro de
mirtilo cv. ‘Florida’, obtiveram médias de 88,64% de sobrevivéncia, independente da
constituicdo dos fitorreguladores utilizados, e 70,74% de estabelecimento quando

utilizaram o meio de cultura WPM acrescido de 24,6uM de 2iP.

CONCLUSOES

A utilizacdo do PVP em oliveira ‘Grappolo 541’ ndao apresentou resultados

satisfatorios para a reducéo da oxidacao.
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