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RESUMO

ABSTRACT

Optimization of a protocol for the micropropagation of olive tree cv. Ascolano 315
Micropropagation can be a viable technique for the multiplication of olive trees. The objective of this work was to

induce multiplication in explants of olive tree. Nodal segments with 2 cm length, without leaves, derived from in vitro
plantlets of cultivar Ascolano 315 were excised and inoculated in test tubes. The tubes contained 15 mL of OM (Olive
medium) culture medium supplemented with 2 g L-1 of activated charcoal, 4 concentrations of 6-benzilaminopurin
(BAP) and 4 concentrations of coconut water and solidified with 5.5 g L-1 of agar. The pH was adjusted to 5.8 before
medium sterilization at 121ºC and 1 atm for 20 min. The experimental design was complete randomized in a 4 x 4 factorial
scheme. The explants were kept in a growth room 25±1ºC, light intensity of 32 ì mol m-2 s-1 and photoperiod of 16 hours,
for 70 days. The culture medium OM added of 1.0 mg L-1 of BAP and 100 mL L-1 of coconut water provided the greatest
length and biomass of the aerial part. The largest number of roots was obtained with 0.5 mg L-1 of BAP associated with
25 mL L-1 of coconut water.
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Otimização de um protocolo para micropropagação
da oliveira Ascolano 315

O objetivo foi induzir a multiplicação em explantes de oliveira. Para tanto, foram utilizados segmentos nodais de
aproximadamente 2 cm, sem folhas, oriundos de plântulas da variedade Ascolano 315 mantidas in vitro. Os segmentos
foram excisados e inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura Olive Medium (OM) suplementado
com 2 g L-1 de carvão ativado, quatro concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) e quatro concentrações de água de
coco verde, solidificado com 5,5 g L-1 de ágar e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. O meio de cultura foi
autoclavado a 121 ºC e 1 atm durante 20 minutos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4. Durante 70 dias, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 ± 1ºC, intensidade
luminosa de 32 ì  mol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas. O meio de cultura OM adicionado de 1,0 mg L-1 de BAP e 100 mL
L-1 de água de coco proporcionou maior comprimento e biomassa fresca da parte aérea. Maior número de raízes foi
obtido com 0,5 mg L-1 de BAP associado a 25 mL L-1 de água de coco. O aumento da concentração de BAP e da dose
de água de coco incrementa a biomassa dos calos formados.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, água de coco, BAP, Olea europaea L.
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INTRODUÇÃO
A oliveira (Olea europaea L.) pertence à família

Oleaceae. É originária da região geográfica que vai desde
o sul do Cáucaso até as planícies do Irã, Palestina e zona
costeira da Síria e estende-se até os países às margens do
Mediterrâneo (Mesquita et al., 2006).

Na Itália, a variedade Ascolano 315 (Ascolana Tenera)
é uma das mais importantes, devido as suas característi-
cas de vigor vegetativo, precocidade, tolerância ao frio,
maturação precoce, boa aceitação como azeitona de mesa
e boa resistência ao ataque de pragas e doenças. Apesar
de ser uma cultura introduzida no Brasil há muitas déca-
das, o cultivo da oliveira não prosperou devido à falta de
estudos científicos e da adaptação tecnológica, não ha-
vendo plantio em escala comercial (Mesquita et al., 2006).
Dos países da América do Sul, o Brasil é um dos maiores
importadores de produtos de oliveira, sendo a Argentina
um dos principais fornecedores, além da Espanha e de
Portugal. Nos últimos anos, a olivicultura passou a des-
pertar interesse entre produtores rurais, principalmente
no sul de Minas Gerais (Oliveira et al., 2006).

A utilização de técnicas de cultura de tecidos com o
objetivo de melhorar a rentabilidade das culturas tem-se
apresentado como instrumento importante que pode ser
explorado pelos pesquisadores, produzindo plantas com
elevada qualidade sanitária (Souza et al., 2006).

Várias técnicas de micropropagação de oliveira têm
sido reportadas por diversos autores, sendo por segmen-
tos nodais (Santos et al., 2003), cotilédones (Brhadda et
al., 2003), embriogênese somática (Trabelsi et al., 2003)
ou microenxertia (Revilla et al., 1996; Peyvandi et al., 2010).
Entretanto, alguns autores citam a importância de inúme-
ros fatores, como idade do explante ou genótipo, no su-
cesso da micropropagação (Rugini & Caricato, 1995; Leva
et al., 2002). Esses fatores limitam a otimização de proto-
colos para um número restrito de cultivares comerciais,
enquanto outros genótipos ainda permanecem recalcitran-
tes (Ali et al., 2009).

Durante o estabelecimento in vitro, a adição de
fitorreguladores tem como objetivo principal suprir as
possíveis deficiências dos teores endógenos hormonais
nos explantes. Simultaneamente, a adição desses regula-
dores estimula certas respostas como alongamento ou
multiplicação da parte aérea. A adição de citocinina é fa-
vorável e pode variar bastante em função da espécie e do
tipo do explante (Grattapaglia & Machado, 2004). Segun-
do Santos et al. (2003), a adição de zeatina em meio de
cultura Olive Medium (OM) promoveu maior número de
folhas que os outros meios utilizados no cultivo da olivei-
ra Maderensis. Melhor germinação da variedade
Arbequina foi observada com a adição de zeatina em meio
Wood Plant Medium (WPM) (Donini et al., 2008).

Vários elementos aditivos complexos como coco
(endosperma, água, leite), peptona de carne e polpa de ba-
nana (verde ou madura) são utilizados nos meios de cultura
de tecidos ou de germinação de sementes in vitro (George,
1993). A água de coco fornece açúcares e outros metabólitos
para embriões cultivados. Vários trabalhos citam sua utili-
zação no cultivo in vitro de espécies como orquídeas (Ara-
ujo et al., 2006) e pinhão-manso (Nunes et al., 2008).

Visando à produção de mudas de oliveira via cultura
de tecidos, este trabalho teve como objetivo determinar
um protocolo de micropropagação, testando concentra-
ções de benzil amino purina (BAP) e água de coco ade-
quadas para a oliveira Ascolano 315.

MATERIAL E MÉTODOS
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cul-

tura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultu-
ra, Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras,
Minas Gerais.

Segmentos nodais de aproximadamente 2 cm, sem fo-
lhas, foram excisados de plântulas de oliveira Ascolano
315, oriundas de cultura de embriões. Foram inoculados
assepticamente em meio OM (Rugini, 1984), suplementado
com 30 g L-1 de sacarose, 2 g L-1 de carvão ativado, solidi-
ficado com 5,5 g L-1 de ágar e ajustado para pH 5,8 antes
da autoclavagem. O meio de cultura foi autoclavado a 121
ºC e 1 atm durante 20 min.

Foram testadas as combinações de água de coco (0;
25; 50 e 100 mL L-1) e do regulador BAP (0; 0,25; 0,5 e 1,0
mg L-1), com três repetições constituídas por quatro tu-
bos cada uma. Os explantes foram inoculados individual-
mente em tubos de ensaio e transferidos para sala de cres-
cimento com temperatura de 25 ± 1°C, intensidade lumino-
sa de 32 ìmol m-2 s-1 e 16 horas de fotoperíodo.

Após 70 dias nessas condições de cultivo, avaliaram-
se o número de folhas e de raízes, comprimento da parte
aérea e de raízes e a biomassa da parte aérea e de calos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 4. Os resultados foram submeti-
dos à análise de variância e os tratamentos, comparados
por regressão polinomial.

RESULTADOS E DISCUSÃO
 Verificou-se interação significativa para número de fo-

lhas na ausência e com a adição de 25 mL L-1 de água de
coco no meio de cultura. Na ausência de água de coco
constatou-se um decréscimo de forma quadrática no núme-
ro de folhas em relação ao aumento na concentração de
BAP (Figura 1). Com a adição de 25 mL L-1 de água de coco,
o número de folhas aumentou de forma quadrática.

Não houve efeito do regulador de crescimento e da
água de coco no número de brotos, observando-se so-
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mente a alteração no crescimento em altura do único
broto desenvolvido, indicando a dificuldade em se in-
duzir brotações em oliveira (Figuras 2, 3). Esse resultado
corrobora afirmações de Micheli et al. (2007) e Zacchini
& De Agazio (2004) de que a oliveira possui forte
dominância apical, proliferando predominantemente por
alongamento.

Observou-se crescimento quadrático no comprimen-
to à medida que se aumentaram as concentrações de BAP
adicionadas ao meio de cultura, ocorrendo maior compri-
mento da parte aérea com 1,0 mg L-1 de BAP (Figura 2).
Esses resultados discordam de Dutra et al. (2004),  em que
o comprimento de brotos foi maior na ausência desse re-
gulador. Essa diferença nos resultados deve-se ao fato de
que foram estudadas duas variedades distintas, em dois
meios de cultura diferentes.

Estudos realizados também por Donini et al. (2008)
mostraram diferenças no comprimento de brotos de três
variedades de oliveira (Picual, Frantoio e Koroneiki)
micropropagadas em meio de cultura OM, MS e WPM.

A adição da água de coco mostrou-se significativa
para a altura dos brotos de oliveira (Figura 3). De forma
linear, com o aumento nas concentrações desse aditivo
verificou-se aumento no comprimento da parte aérea de
Ascolano 315. Em plântulas de kiwi (Actinidia deliciosa
(A. Chev.) C.F. Liang & A.R. Ferguson) constatou-se a
influência positiva da água de coco no meio MS para o
comprimento das brotações in vitro (Nasib et al., 2008).
O efeito estimulatório da água de coco em meio de cultivo
pode ser explicado pelos altos teores de aminoácidos,
compostos nitrogenados, elementos inorgânicos, vitami-
nas, além de hormônios vegetais, necessários ao desen-
volvimento das plântulas (George, 1993).

 Observou-se a influência negativa do regulador BAP
no comprimento das raízes de oliveira (Figura 4). Com o
aumento nas concentrações desse fitorregulador verifi-
cou-se diminuição linear no comprimento das raízes.

O número de raízes foi influenciado pela adição do regu-
lador BAP no meio de cultura associado a 25 e 100 mL L-1 de

água de coco (Figura 5). Para as duas concentrações de
água de coco, as curvas comportaram-se de forma seme-
lhante, sendo os melhores resultados observados com a
adição de 0,5 mg L-1 de BAP associado a 25 e 100 mL L-1 de
água de coco. A elevação da concentração de BAP normal-
mente age como fator de diminuição da elongação e emis-
são de raízes, em função de sua ação inibidora do sistema
radicular (Grattapaglia & Machado, 2004).

Verificou-se significância somente para BAP e água
de coco separadamente em relação à biomassa fresca (Fi-
guras 6, 7). Com o aumento nas concentrações de BAP,
verificou-se aumento de forma quadrática na biomassa
fresca de Ascolano 315, sendo melhores resultados ob-
servados com 1,0 mg L-1 de BAP. Esses resultados discor-
dam de Dutra et al. (2004), que constataram a ausência de
BAP no meio, proporcionando maior biomassa fresca.

Essa diferença nos dados se deve, entre outros fato-
res, à resposta dos genótipos estudados em relação aos
fatores exógenos, como, por exemplo, a utilização de dife-
rentes meios de cultura, como MS e OM, concentrações,
tipo de reguladores de crescimento e balanço hormonal
(Grigoriadou et al., 2002).

A adição da água de coco no meio OM também influ-
enciou positivamente a biomassa da parte aérea das
plântulas (Figura 7). Com o aumento da dose de água de
coco verificou-se aumento de forma linear na biomassa

Figura 1. Número de folhas de plântulas de oliveira cultivadas in
vitro em meio OM adicionado de BAP e água de coco. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Figura 2. Comprimento da parte aérea de plântulas de oliveira
cultivadas in vitro em meio OM adicionado de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Figura 3. Comprimento da parte aérea de plântulas de oliveira
cultivadas in vitro em meio OM adicionado de água de coco.
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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fresca. Melhores resultados foram observados com a adi-
ção de 100 mL L-1 desse elemento.

De modo geral, a capacidade tamponante dos meios
nutritivos é baixa. O acréscimo de água de coco, por sua
vez, aumenta essa capacidade, sendo, provavelmente, uma
das causas da maior produção de massa fresca da parte
aérea e maior número de folhas. Outro importante fator
para explicar os resultados seria a presença de aminoácidos
e citocininas na água de coco (Silva et al., 2002).

Observou-se a formação de calos na base das plântulas
de oliveira, influenciada pelo BAP e pela água de coco
(Figuras 8, 9). Verificou-se incremento linear da biomassa
dos calos com o aumento das concentrações de BAP e da

dose de água de coco. Segundo Donini et al. (2008), um
calo basal de tamanho excessivo é indesejável, por ser
potencial promotor de modificações genéticas e por exau-
rir os nutrientes do meio de cultura em detrimento da for-
mação de folhas e raízes.

De acordo com Ramezani & Shekafandeh (2009), a for-
mação de calos está muito ligada às concentrações e ao
tipo de auxina no meio. Erig et al. (2004) afirmaram que a
formação de calo na zona de enraizamento é indesejável,
pois ele pode afetar a qualidade das raízes, principalmen-
te no que se refere à conexão vascular com a planta.

Em trabalhos de micropropagação de oliveira, utiliza-se
como regulador de crescimento a zeatina. Devido ao seu

Figura 6. Biomassa da parte aérea de plântulas de oliveira
cultivadas in vitro em meio OM adicionado de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Figura 5. Número de raízes em plântulas de oliveira cultivadas
in vitro em meio OM adicionado de BAP e água de coco. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Figura 4. Comprimento das raízes de plântulas de oliveira
cultivadas in vitro em meio OM adicionado de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Figura 7. Biomassa da parte aérea de plântulas de oliveira
cultivadas in vitro em meio OM adicionado de água de coco.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Figura 8. Biomassa de calos de plântulas de oliveira cultivadas
in vitro em meio OM adicionado de BAP. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Figura 9. Biomassa de calos de plântulas de oliveira cultivadas
in vitro em meio OM adicionado de água de coco. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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custo elevado, vários outros elementos têm sido estudados,
alguns com êxito. A água de coco, por ser uma substância
natural com altos níveis de zeatina, pode vir a ser um compo-
nente que substitua com êxito a zeatina sintética, como ob-
servado no presente trabalho. Alguns autores como Dutra
et al. (2004) e Peixe et al. (2007) verificaram resultados posi-
tivos com a utilização de BAP e água de coco na proliferação
de brotos das variedades Ascolano 315 e Galega vulgar.

Para estudos futuros, deve-se atentar ao tipo de meio
de cultura empregado aos genótipos estudados e às con-
centrações de BAP e de água de coco adicionadas ao
meio de cultura.

 CONCLUSÕES
O meio de cultura OM adicionado de 1,0 mg L-1 de

BAP e 100 mL L-1 de água de coco proporciona maior
comprimento e biomassa fresca da parte aérea das
plântulas de oliveira.

Maior número de raízes é obtido com 0,5 mg L-1 de
BAP associado a 25 mL L-1 de água de coco.

O aumento da concentração de BAP e da dose de
água de coco incrementa a biomassa dos calos formados.
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