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RESUMO

ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PARA DESINFESTACAO SUPERFICIAL
DE SEGMENTOS NODAIS DE Olea europaea L.

AUTOR: Maité Luana Weber
ORIENTADOR: Nilton César Mantovani

Considerando a relevante importancia econdmica e farmacéutica da oliveira (Olea
europaea L.), a espécie vem sendo amplamente cultivada em varios paises do mundo. Desta
forma, a busca poro métodos de propagacdo que fornecam maior produtividade em menor
espaco de tempo vem sendo objetivo de pesquisas nos dias atuais. A micropropagacéo
apresenta-se como alternativa viavel devido a caracteristicas tais como aumento da qualidade
genética e ganhos relativamente rapidos em produtividade. No entanto, existem muitas
dificuldades nos processos de desinfestacdo superficial dos segmentos nodais, utilizados
como explantes, que afetam significativamente a eficiéncia desta técnica de clonagem. Desta
forma, o estabelecimento de protocolo para promocéo da desinfestacdo de segmentos nodais
de duas cultivares de oliveira (Arbequina e Picual) através de experimentos com diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio, lysoform e ciclozyme em diferentes tempos de imersédo
e submissdo dos explantes a descargas elétricas foi o objetivo deste trabalho. Para isto, o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com numero de tratamentos e
repeticOes diferenciado para cada experimento. N&o foram encontrados resultados eficazes
das descargas elétricas + tratamento de desinfestacdo padrdo na descontaminagdo dos
explantes, no entanto sugere-se que a voltagem utilizada ou o tempo de submissdo as
descargas nao tenham sido suficientes para a promocdo da desinfestacdo. Ao final das
avaliacOes foi constada a efetividade da aplicacdo dos desinfestantes, sendo a maior taxa de
explantes axénicos (70%) foi obtida no tratamento NaOCl + lyzoform + ciclozyme em
conjunto por 10 minutos e com explantes provenientes de jardim clonal. No entanto, este
tratamento ndo foi responsavel pela maior taxa de responsividade dos explantes, sendo o
tratamento com NaOCI + lyzoform + ciclozyme com explantes de mesma procedéncia pelo

periodo de 2 minutos responsavel pela maior taxa de 23,3%.

Palavras-chave: Oliveira; Contaminagdo; Micropropagacao.



ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF PROTOCOL FOR SUPERFICIAL DESINFESTATION OF
NODAL SEGMENTS OF Olea europaea L.

AUTHOR: Maité Luana Weber
ADVISOR: Nilton César Mantovani.

Considering the relevant economic and pharmaceutical importance of the olive tree
(Olea europaea L.), the species has been widely cultivated in several countries around the
world. In this way, the search for propagation methods that provide greater productivity in a
shorter time has been the objective of current research. Micropropagation presents itself as a
viable alternative due to characteristics such as increased genetic quality and relatively fast
gains in productivity. However, there are many difficulties in the process of superficial
disinfestation of nodal segments, used as explants, which significantly affect the efficiency of
this cloning technique. In this way, the establishment of a protocol to promote the
disinfestation of nodal segments of two olive cultivars (Arbequina and Picual) through
experiments with different concentrations of sodium hypochlorite, lysoform and cyclozyme at
different immersion times and submission of the explants to electrical discharges was the
objective of this work. For this, an entirely randomized design (DIC) was used with different
numbers of treatments and repetitions for each experiment. No effective results were found
for the electrical discharges + standard disinfestation treatment in the decontamination of
explants, however, it is suggested that the voltage used or the time of exposure to discharges
were not sufficient to promote disinfestation. At the end of the evaluations, the effectiveness
of the application of disinfectants was verified, with the highest rate of axenic explants (70%)
being obtained in the NaOCI + lyzoform + ciclozyme treatment together for 10 minutes and
with explants from the clonal garden. However, this treatment was not responsible for the
highest rate of responsiveness of the explants, being the treatment with NaOCI + lyzoform +
ciclozyme with explants from the same source for the period of 2 minutes responsible for the
highest rate of 23.3%.

Keywords: Oliveira; Contamination; Micropropagation;
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1 INTRODUCAO

A familia botanica Oleaceae abrange diversas espécies que estdo distribuidas por
regibes tropicais e temperadas do mundo. Esta familia é formada por um conjunto de arvores,
arbustos e até em raros casos espécies de habito trepador, e contempla cerca de 30 géneros.
No entanto, poucas sdo as espécies desta familia de relevante interesse econémico e horticola,
sendo a Olea europaea L., conhecida popularmente como oliveira a Unica espécie a produzir
fruto comestivel (COUTINHO, et al. 2009).

A arvore apresenta porte mediano, de 7-11 m, de tronco liso nos primeiros anos, pardo
acinzentado e posteriormente adquire tom pardo amarelado ligeiramente rugoso. Suas folhas,
de formato lanceolado, apresentam coloracdo verde escura na superficie superior enquanto
sua superficie inferior apresenta-se na coloracdo prateada, com aspecto brilhante e margem
inteira, podendo seu comprimento e largura ser variavel. Produz frutificagdo em uma drupa,
com endocarpo duro (carogo) e mesocarpo carnudo e suculento, cuja cor varia dependente da
maturacdo. (LOBO, 2009).

Originaria da regido geografica que vai desde o Sul do Caucasio, estendendo-se por
todos os paises que margeiam o Mediterraneo, o cultivo da oliveira remonta cerca de 6.000
anos atrds (COUTINHO, et al., 2009). Ainda de acordo com os autores, no Brasil, o cultivo da
oliveira é relativamente recente, ocorrendo com maior frequéncia nas regifes Sul e Sudeste do
pais, nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul.

Para o cultivo desta espécie, o prévio conhecimento da finalidade do olival é
determinante na escolha das cultivares a serem produzidas (SANTOS, et al. 2019). Para a
producéo de azeite, as cultivares Arbequina, Picual, Koroneiki, Frantoio, Arbosana e Galega
(Alto D’Ouro) sdo as mais indicadas, as cultivares Ascolana, Cordovil de Serpa e Manzanilla
de Sevilla, sdo indicadas para a produc¢do do fruto de mesa, enquanto a cultivar Hojiblanca é
indicada para ambos (CAPPELLARO, et al, 2009).

J& a producdo de mudas, no Brasil ocorre predominantemente, via seminal. No
entanto, apesar do fornecimento de sementes viaveis, a reproducdo sexual € considerada
indesejada para plantios comerciais, visto a alta variabilidade genética além de apresentar
longo periodo juvenil (RIBEIRO, et al. 2009).

Com isso, foram impulsionados estudos para o desenvolvimento de outros meios de

propagacéo desta espécie.
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A estaquia € um dos métodos mais empregado para a propagagdo da oliveira, no
entanto o sistema tradicional de propagacdo por estaquia requer muito material vegetativo
(P10, et al., 2005), além de apresentar baixo indice de enraizamento de estacas. Uma
alternativa para esta técnica, € o método de mini estaquia utilizando-se jardins clonais, pois
tem possibilitado o resgate de plantas matrizes superiores em plantios comerciais e
consequentemente melhores resultados para a propagacdo desta espécie (PIAIA &
MANTOVANI, 2011), associado ao uso de reguladores de crescimento, como o Acido
Indolbutirico (AIB), tem proporcionado a melhoria do enraizamento adventicio (RIBEIRO et
al, 2009).

A utilizacdo de jardins clonais tem-se tornado uma pratica vantajosa na clonagem em
larga escala, pois consistem na formacao de clones, que sdo originados da estaquia ou de outra
técnica de propagacdo vegetativa em um local proximo ao local de estaqueamento, em
espacamentos variados conforme as necessidades da espécie, onde cepas sdo submetidas a
constantes tratamentos, afim de permitir a coleta de ramos durante 0 ano todo para a producao
de miniestacas com carater juvenil e vigor vegetativo (PIAIA & MANTOVANI, 2011;
OLIVEIRA et al. 2010). Os jardins clonais s&o instalados no interior de estufas ou casas de
vegetacdo e sua area € considerada moderadamente pequena em relacdo aos jardins clonais
tradicionais inicialmente instalados a céu aberto. Nos jardins clonais protegidos é possivel a
realizacdo eficaz de tratos culturais, como fertirrigacdo por gotejamento, controle de doencas
e pragas e uso de cobertura morta (ALFENAS et al., 2004 apud PIAIA & MANTOVANI,
2011).

Algumas espécies, mesmo com a utilizacdo de brotos de jardins clonais com condi¢des
fisioldgicas adequadas, ainda apresentam dificuldades de enraizamento. Para isso, 0 processo
de rejuvenescimento ou, reversdo a juvenilidade, pode ser obtido através do cultivo in vitro da
espécie e posteriormente cultivo em jardins clonais.

A oliveira, por se tratar de uma espécie lenhosa e apresentar baixas taxas de sucesso
por propagacdo vegetativa convencionais, ser limitada pela influéncia sazonal do clima e pela
necessidade de grandes quantidades de material vegetativo, além de apresentar dificuldade de
enraizamento das estacas, a micropropagacdo também assume uma posicdo de destaque na
multiplicacdo da oliveira (CANCADO et al, 2013).

Esta técnica, também conhecida como cultura in vitro, pode propiciar a producdo de
mudas adequadas, tendo como a principal vantagem a uniformidade das plantas e crescimento
e maturacdo genericamente mais rapidos em comparagdo a outros métodos, além de altos

valores de ganhos geneticos de populagdes clonais em menor espaco de tempo (GUERRA et
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al.,, 1999). Por outro lado, esta técnica apresenta dificuldades como a oxidacdo e
contaminacdo por fungos e bactérias do material vegetal introduzido in vitro, fato este
caracteristico do cultivo in vitro de espécies lenhosas (SATO, et al., 2001) e, portanto, um
desafio para a propagacao desta espécie por cultura de tecidos.

Desta forma, torna-se necessario o estabelecimento de um protocolo que promova a
descontaminacdo sem comprometer a viabilidade dos segmentos nodais de oliveira para

possibilitar o desenvolvimento das demais etapas da micropropagacao da espécie.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencéo do protocolo para desinfestacdo superficial dos segmentos nodais de oliveira

(Olea europaea L) das cultivares Arbequina e Picual.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinacdo de metodologia para desinfestagdo de explantes de oliveira através da
eliminacdo de fungos e bactérias.

e Auvaliar o efeito do choque elétrico na desinfestacdo de segmentos nodais de oliveira.

e Avaliar a eficacia do Hipoclorito de Sdédio (NaOCI), Lysoform e Ciclozyme em
diferentes concentracbes e tempos de imersdo, na desinfestacdo superficial de

segmentos nodais.
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3 JUSTIFICATIVA E REFERENCIAL TEORICO

A oliveira é considerada umas das espécies frutiferas mais antigas cultivadas pelo
homem. Pertencente a familia Oleaceae, € uma planta angiosperma eudicotiled6nia de porte
arbéreo (WREGE, et al., 2009) e que apresenta necessidades climéticas distintas para cada
fase fenologica.

Sua origem se da na regido geografica que vai desde o Sul do Caucésio, até as
altiplanicies do Ird, Palestina e a zona costeira da Siria, estendendo-se até povoar todos os
paises que margeiam o Mediterraneo (COUTINHO, et al., 2009).

Sua maior importancia econémica esta associada aos seus frutos, as azeitonas, que
originam o azeite de oliva e a azeitona em conserva. Os frutos tem ganhado destaque por
apresentarem alto conteido em compostos bioativos e seu consumo tem sido associado com o
baixo risco de incidéncia de varias doencas, além de contribuir na prevencdo de doencas
circulatdrias, cardiovasculares, neuroldgicas e cancerigenas (PESTANA-BAUER et al.,
2011).

Devido a grande demanda por seus produtos, o cultivo de oliveira (Olea europaea L.)
adquiriu especial importancia em todo o mundo, despertando grande interesse no agronegocio
e em setores organizados da agricultura, o que tem estimulado a introdugéo e a expanséo de
pomares da espécie em todo o mundo (CANCADO et al., 2013). De acordo com Coutinho et
al. (2009), os trés paises de maior producdo de azeite de oliva sdo, em primeiro lugar a
Espanha com 49% da producdo mundial, em segundo lugar a Italia com 19% e em terceiro
lugar a Grécia com 12%. Embora o Brasil venha aumentando as areas de plantio e producao
da espécie, as mesmas ainda sdo consideradas insignificantes para suprir a demanda de
mercado interno (COUTINHO et al., 2009). Em virtude disso, o pais é considerado um dos
maiores importadores de produtos da oliveira da América do Sul sendo o terceiro maior
importador mundial de azeitona e o quinto de azeite de oliva (OLIVEIRA et al., 2007).

Durante muito tempo, a producdo de mudas de oliveira foi feita predominantemente
via sementes. Entretanto, a utilizacdo deste método implicou na variabilidade genética, longo
periodo juvenil (PIO, et al., 2005) e diminuicdo da qualidade de plantas em termos de
producdo, fatores estes que impulsionaram o desenvolvimento e aprimoramento de outros
métodos para a producdo de mudas, como a enxertia, a estaquia e a propagacao in vitro da
oliveira.

No entanto, atualmente a utilizacdo de jardins clonais tem-se tornado uma pratica

vantajosa na clonagem em larga escala, pois consistem na formacdo de clones, que sdo
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originados da estaquia ou de outra técnica de propagacao vegetativa em um local préximo ao
local de estagueamento, em espacamentos variados conforme as necessidades da espécie,
onde cepas sdo submetidas a constantes tratamentos, afim de permitir a coleta de ramos
durante o ano todo para a producdo de miniestacas com carater juvenil e vigor vegetativo
(PIAIA & MANTOVANI, 2011; OLIVEIRA et al. 2010). Os jardins clonais séo instalados no
interior de estufas ou casas de vegetacdo e sua area é considerada moderadamente pequena
em relacdo aos jardins clonais tradicionais inicialmente instalados a céu aberto. Nos jardins
clonais protegidos é possivel a realizacdo eficaz de tratos culturais, como fertirrigacdo por
gotejamento, controle de doencgas e pragas e uso de cobertura morta (ALFENAS et al., 2004
apud PIAIA & MANTOVANI, 2011).

Algumas espécies, mesmo com a utilizacao de brotos de jardins clonais com condicdes
fisioldgicas adequadas, ainda apresentam dificuldades de enraizamento. Para isso, 0 processo
de rejuvenescimento ou, reversao a juvenilidade, pode ser obtido através do cultivo in vitro da
espécie e posteriormente cultivo em jardins clonais.

A micropropagacao é uma técnica de propagacao vegetativa baseada na capacidade de
multiplicacdo e diferenciacdo que as células vegetais possuem quando sdo submetidas a
condigdes nutritivas e ambientais adequadas e sdo estimuladas com determinados reguladores
de crescimento (RIBEIRO et al., 2008). A propagacgéo in vitro possibilita a propagacdo de
espécies de dificil multiplicacdo pelos procedimentos classicos além da obtencdo de mudas
sadias, livres de patogenos, resultando em um material de alta qualidade genética e sanitaria
(DONINI, 2009).

No entanto, a propagacdo in vitro de plantas lenhosas é dificultada e devido a
interferéncia de contaminantes que ocasionam diversos problemas, inviabilizando o cultivo.
Dentre estes, destaca-se que as bactérias e fungos retiram do meio de cultivo os nutrientes
para 0 seu crescimento, concorrendo com a cultura pelos nutrientes, pelo oxigénio, agua e
espaco. A contaminacdo provoca a redugdo da multiplicagdo e crescimento das culturas
inviabilizando muitas vezes esta técnica de cultivo para espécies com altas concentragdes de
contaminantes, especialmente os de origem enddgena.

Segundo Sato, (2001), a contaminacéo € dependente do material vegetal utilizado e da
sua localizacdo, podendo estar em casa de vegetacdo ou em campo, sendo que as matrizes
dispostas em campo possuem, de modo geral, maior presenca de contaminantes.

De modo geral, a presencga destes microrganismos pode ser identificada logo no inicio
do cultivo, ou podendo em alguns casos permanecerem latentes in vitro, sem apresentar

qualquer crescimento visivel ou sintoma (PEREIRA, et al. 2003).
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Estes contaminantes podem ocasionar a oxidagdo dos explantes, essencialmente por
compostos fendlicos, que estdo vulneraveis as trocas gasosas e ao acumulo de etileno no
interior dos frascos de cultivo (RODRIGUES et al., 2003).

Uma boa execugcdo de descontaminacdo pode ser indicativa de sucesso na
multiplicacdo de explantes. O processo de desinfestacdo € um dos mais complexos, devido a
necessidade de obtencdo de tecidos descontaminados sem que ocorra injurias sobre o explante
que o induzam a morte (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Ha diversos processos aplicados para promover descontaminacdo do material vegetal,
no entanto, a técnica mais utilizada e com resultados mais expressivos pela praticidade e
baixo custo consiste na lavagem do material vegetal com compostos a base de cloro, como o
hipoclorito de calcio ou de sédio, o etanol, o peréxido de hidrogénio, dentre outros produtos
que apresentam baixa fitotoxicidade mesmo quando utilizados em diferentes combinagdes e
concentragfes (RIBEIRO, 2008). A definicdo do tempo de exposicdo dos explantes e das
concentracfes pode variar de acordo com a espécie, fazendo-se necessario a adequacdo de
acordo com a sensibilidade do tecido (NASCIMENTO, 2007; MONTARROYOS, 2000).

Os compostos clorados, como o hipoclorito de sédio e lyzoform, apresentam um
amplo espectro de atividade biocida, atuando de forma efetiva na desinfestagdo da superficie
de explantes e sementes, podendo ainda serem utilizados na esterilizacdo quimica dos meios
de cultura (EMBRAPA, 2008).

Segundo Londero, et al. (2018), o hipoclorito de sédio € amplamente utilizado em
protocolos de desinfestacdo por apresentar caracteristicas letais contra microrganismos, no
entanto, outros aspectos como a limpeza do local de inoculagdo e execucdo dos tratamentos
no explantes também devem ser levados em consideragao.

De modo geral, s@o poucos os dados bibliograficos que propdem protocolos eficazes
para a desinfestacdo dos segmentos nodais de oliveira, em especial para as cultivares
Arbequina e Picual. Neste sentido, o estudo torna-se de extrema importancia para a

propagacdo da espécie.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Melhoramento Genético e Biotecnologia
Florestal e no Jardim Clonal do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade

Federal de Santa Maria — campus Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil.
41 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado em alguns experimentos foi coletado em minijardim
clonal de Oliveira (Olea europaea L.), cultivares Arbequina e Picual, localizados em casa de
vegetacdo (Figura 1). As plantas fornecedoras de brotos para os experimentos (minicepas) sao
clones de arvores-matrizes pertencentes a um pomar experimental localizado em uma
propriedade rural no municipio de Novo Barreiro — RS (PIAIA, 2011), selecionados pela sua

superioridade e precocidade na producao de frutos.

Figura 1 — Minijardim clonal das cultivares a) Arbequina e b) Picual.

Fonte: O autor (2021).

O jardim clonal foi implementado em abril de 2011, no interior da casa de vegetagédo
revestida de polipropileno transparente (150 micras), em canteiros suspensos de fibra de
vidro, na forma de tanques com dimensionamento de 5m de comprimento x 0,7m de largura x

0,5m de profundidade. Os tanques foram preenchidos com seixos rolados e com uma camada
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de 25 cm de areia na porgéo superior (PIAIA, 2011). Ainda de acordo com o autor, o sistema
de irrigacdo foi realizado por gotejamento e consiste em 4 linhas de mangueiras que
promoveram a irrigacdo diretamente na base das minicepas.

A fertilizag&o das plantas no jardim clonal foi realizada a cada 30 dias, com nitrato de
calcio (1,0 g L-1); cloreto de potéassio (0,4 g L-1); monoamonio fosfato (42 mg L-1); sulfato
de amonio (15 mg L-1); sulfato de cobre (0,25 mg L-1); sulfato de manganés (2,7 mg L-1);
molibdato de sddio (0,18 mg L-1); sulfato de zinco (0,1 mg L-1) hidroferro em p6 (83,4 mg
L-1); ureia (20 mg L-1); sulfato de magnésio (450 mg L-1) e &cido borico (2,88 mg L-1) por
meio do sistema de irrigagdo, enquanto a fitossanidade foi mantida pela aplicacdo de
fungicidas sistémicos, de contato e inseticidas sempre que necessario.

Também foi utilizado material vegetal proveniente de individuos adultos localizados
no estacionamento dos blocos da Universidade Federal de Santa Maria, campus Frederico
Westphalen, em espago aberto ndo submetidos a tratos silviculturais, nutricionais ou

fitossanitarios estando sujeitos as condi¢es ambientais locais.

4.2 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Os brotos, material vegetal utilizado, foram coletados das minicepas do jardim clonal e
das matrizes situadas no campo, conduzidos ao Laboratério de Biotecnologia Florestal,
mantidos em agua corrente para evitar a desidratacdo, e posteriormente os explantes foram
excisados com aproximadamente 2 cm de comprimento, com no minimo 2 gemas axilares
(Figura 2).
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Figura 2 — Preparo dos explantes de Olea europeae L. anteriormente a aplicacdo dos
tratamentos. a) Brotos; b) Explantes excisados; c) Material pronto para aplicacdo dos

tratamentos e posterior inoculacao.

Fonte: O autor (2021).

43 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado em todos os experimentos foi o0 WPM (Wood Plant
Medium, de Lloyd e McCown, 1981) acrescido de sacarose (30g L) e agar (6g L™).

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH (Hidroxido de Soédio) ou
HCI (Acido Cloridrico) a 1N, anteriormente a adicéo do agar. O 4gar foi fundido no meio com
0 auxilio de um micro-ondas.

O meio de cultura foi distribuido em tubos de ensaio de 15 cm de altura e 2,5 cm de

diametro, sendo aproximadamente 15 ml por tubo de ensaio, tampados com tampas plasticas
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transparentes e posteriormente submetidos a autoclavagem a 121 °C (1atm) pelo periodo de
15 minutos.

Em cada experimento foi utilizado um explante para cada tubo de ensaio.

4.4 DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

4.4.1 EXPERIMENTO 1 - EFEITO DA APLICACAO DE DESCARGAS ELETRICAS
EM CUBA DE ELETROFORESE NO CONTROLE DA CONTAMINACAO
FUNGICA E BACTERIANA DE SEGMENTOS NODAIS DE OLIVEIRA

No primeiro experimento, foi utilizado uma cuba de eletroforese onde os explantes
foram imersos em solucdo de Cloreto de Potéssio (KCI) 1M e submetidos a descargas
elétricas de voltagem 80 V por diferentes periodos de tempo. Foram testados 4 tratamentos
com 4 repeticOes cada e 5 explantes por repeticdo. O material vegetal foi proveniente dos
brotos de minicepas cultivares Arbequina e Picual cultivadas em minijardim clonal, lavados
em agua corrente por 20 minutos e entdo submetidos aos tratamentos conforte a tabela a

sequir:

Tabela 1 — Tempos de exposi¢do dos segmentos nodais de oliveira cultivares Arbequina e

Picual a descargas elétricas.

Tratamentos Tempo (minutos)
Tl Controle, sem descargas elétricas
T2 Descargas elétricas por 5 min
T3 Descargas elétricas por 10 min
T4 Descargas elétricas por 20 min

Fonte: O autor (2021).

Apbs a aplicacdo das descargas elétricas, os explantes foram submetidos ao processo
de desinfestacdo padrdo: imersdo em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio (NaOCI)
25% por 20 minutos e em seguida realizadas 3 lavagens sucessivas em agua destilada,
deionizada e autoclavada e posteriormente inoculados em tubos de ensaio contendo meio de
cultura.

Foram utilizadas neste experimento 20 explantes por tratamento perfazendo um total

de 80 explantes.
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442 EXPERIMENTO 2 — EFICIENCIA DE DIFERENTES AGENTES
DESINFESTANTES E TEMPOS DE EXPOSICAO PARA A DESINFESTACAO
SUPERFICIAL DE SEGMENTOS NODAIS DE OLIVEIRA PROVENIENTES DE
ARVORES MATRIZES A CAMPO

No segundo experimento foram testados 6 tratamentos, diferenciados pelo tempo de
imersdo dos explantes em diferentes solu¢Bes contendo hipoclorito de sédio e/ou lysoform
e/ou ciclozyme ambos a 20%, isoladamente ou em combinacdo. O material vegetal utilizado
neste experimento foi proveniente de &rvores matrizes de area externa. Apos a coleta dos
brotos, 0s segmentos nodais foram excisados e mantidos em agua corrente por 20 minutos e
condices assépticas em camara de fluxo laminar, imersos por 30 segundos em alcool 70% e

entdo submetidos aos seguintes tratamentos:

Tabela 2 — Tempos de imersdo e concentracOes de diferentes desinfestantes utilizados na

desinfestacdo superficial de segmentos nodais de oliveira.

Tratamentos Tempos de imerséo
T1 Controle, sem aplicacao de agentes desinfestantes
T2 NaOCI (20%) por 10 min
T3 Lyzoform (20%) por 10 min
T3 Ciclozyme (20%) por 10 min
T5 NaOCI (por 10 min) + Lyzoform (por 10 min) + Ci-
clozyme (por 10 min), ambos a 20%
6 NaOCI (por 2 min) + Lyzoform (por 2 min) + Ci-

clozyme (por 2 min), ambos a 20%

Fonte: O autor (2021).

Cada tratamento foi composto por 6 repeticdes, perfazendo 30 explantes por
tratamento e 180 explantes totais no experimento.

Apos a aplicacdo dos tratamentos, os explantes foram submetidos a lavagens com agua
destilada, deionizada e autoclavada por trés vezes e inoculados em tubos de ensaio contendo

meio de cultura WPM.
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4.43 EXPERIMENTO 3 - EFICIENCIA DE DIFERENTES AGENTES E TEMPOS DE
EXPOSICAO PARA A DESINFESTACAO SUPERFICIAL DE SEGMENTOS
NODAIS DE OLIVEIRA PROVENIENTES DE JARDIM CLONAL

No terceiro experimento foram testados 6 tratamentos, considerando diferentes tempos
de imersdo dos explantes em solugdo contendo hipoclorito de sédio (NaOCI) e/ou lysoform
e/ou ciclozyme, ambos a 20%, isoladamente ou em combinacdo. O material vegetal utilizado
foi proveniente de minijardim clonal. Apds a coleta dos brotos os segmentos nodais foram
excisados e mantidos em agua corrente por 20 minutos e, em condi¢des assépticas em camara
de fluxo laminar, imersos por 30 segundos em &lcool 70% e entdo submetidos aos tratamentos

descritos abaixo:

Tabela 3 — Tempos de imersdo e concentracOes de diferentes desinfestantes utilizados na
desinfestacédo superficial de segmentos nodais de oliveira.

Tratamentos Tempos de imersédo
Tl Controle, sem aplicacao de agentes desinfestantes
T2 NaOCI (20%) por 10 min
T3 Lyzoform (20%) por 10 min
T3 Ciclozyme (20%) por 10 min
T5 NaOCI (por 10 min) + Lyzoform (por 10 min) + Ci-
clozyme (por 10 min), ambos a 20%
T6 NaOCI (por 2 min) + Lyzoform (por 2 min) + Ci-

clozyme (por 2 min), ambos a 20%

Fonte: O autor (2021).

Cada tratamento foi composto por 6 repeticOes, totalizando 30 explantes por
tratamento e 180 explantes no experimento.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, os explantes foram lavados trés vezes com agua
destilada, deionizada e autoclavada e inoculados em tubos de ensaio contendo meio de

cultura.
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45 CONDICOES DE CULTIVO

Apbs o processo de inoculacgdo, as culturas foram mantidas em sala de crescimento sob
condigdes controladas com intensidade luminosa de aproximadamente 36 pmol.m2. s, em
temperatura de aproximadamente 25 °C e fotoperiodo de 16 horas. No entanto, nos primeiros

sete dias, os explantes foram mantidos no escuro, sob mesma condicdo de temperatura.

Figura 3 — Laboratério para preparo do meio e explantes (a) cdmara de fluxo laminar (b) e
sala de crescimento (c) onde foram mantidas as culturas com condic¢des de luz e temperatura

controladas.

Fonte: O autor (2021).
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46 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E AVALIACOES

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado — DIC, com

numero de tratamentos e repeticbes diferentes para cada experimento. Também foram

realizadas avaliaces em diferentes periodos de tempo para cada experimento.

Para andlise dos experimentos, foram levadas em consideragéo as seguintes variaveis:

Explantes com presenca somente de fungos;

Explantes com presenga somente de bactéria;

Explantes com presenca de fungos e bactérias;

Explantes que apresentavam necrose (leve e forte);

Explantes axénicos (sem a presenca de contaminantes, independente da
responsividade)

Explantes responsivos (que apresentaram brotacdes).

A oxidacdo sera avaliada em dois parametros (leve e forte), considerando que as

causas para tal reacdo sdo distintas e ainda possibilita a avaliacdo da evolucdo da oxidacéo,

que inicialmente pode apresentar-se de forma leve e posteriormente evoluir e caracterizar a

necrose forte. Para isto, considera-se que a necrose leve ou oxidagdo é consiste no

escurecimento dos tecidos do explante que ocorre devido ao corte, onde que 0s compostos

celulares em contato com o oxigénio oxidam e o tecido escurece, sendo uma reagédo normal

dada as condicdes de coleta e preparo do material. Enquanto a presenca de altas taxas de

oxidagédo caracterizam a necrose forte, que ocorre devido a morte dos tecidos, podendo vir

resultar na morte do explante.
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Figura 4 — Imagem demonstrativa das variaveis consideradas para avaliacdo: Explante com
presenca de a) fungo; b) bactéria; c) fungo e bactéria; d) Necrose; e) Axénico; f) Explante

responsivo.

Fonte: O autor (2021).

Ao final de cada avaliacdo, os explantes contaminados e com necrose forte foram

retirados e ndo eram contabilizados nas avaliagfes seguintes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO DO EFEITO DA APLICACAO DE
DESCARGAS ELETRICAS EM CUBA DE ELETROFORESE NA
DESINFESTACAO DE SEGMENTOS NODAIS DE OLIVEIRA

A avaliacdo realizada aos 7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos mostra que a
contaminacdo dos segmentos nodais somente por fungos ou somente por bactérias ndo
ocorreu, portanto, ndo foi constatada a incidéncia isolada destes patdgenos. No entanto, a
ocorréncia concomitante dos dois patdgenos se manifestou em 100% dos explantes (Fig. 5a) e
em todos os tratamentos.

Para a variavel necrose, observou-se que as maiores taxas de necrose leve foram
obtidas no tratamento testemunha (Fig. 5b) e consequentemente menores taxas para a variavel
necrose forte (Fig. 5¢).

Figura 5 — a) Contaminacdo por fungos e bactérias, b) necrose leve e c) necrose forte dos
segmentos nodais de oliveira (Olea europaea L.) apds 7 dias da aplicacdo de tratamentos
desinfestacao.
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Fonte: O autor (2021).
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*T1: Testemunha, sem aplicacdo de descargas elétricas; T2: descargas elétricas por 5 min; T3 descargas

elétricas por 10 min; T4: descargas elétricas por 20 min.

A presenca de necrose nos explantes que ndo receberam a aplicacdo das descargas
(testemunha) sugere a possibilidade de associacdo desta reacdo ao tratamento padrdo de
desinfestacdo dos explantes ou devido a voltagem e ao tempo de exposicdo do material
vegetal ao etanol e ao hipoclorito de sodio.

A técnica da eletroforese € amplamente utilizada na microbiologia, pois possibilita
obter informacGes de material genético ou proteico de microrganismos como fungos, bactérias
e virus.

A hipdtese deste experimento consiste em que as descargas elétricas provocadas na
cuba de eletroforese pudessem, de alguma forma, aumentar a permeabilidade das membranas
dos fungos ou das bactérias permitindo a entrada do alcool e do hipoclorito de sodio, fazendo
com que a desinfestacdo ocorresse de forma mais eficiente. No entanto, considerando os
resultados supde-se que voltagem (80 V) ou o tempo de submiss@o dos explantes as descargas
elétricas ndo foram eficientes para promover a eliminacdo dos fungos e bactérias e ainda, ser

responsavel pelo dano nos tecidos dos explantes.

52 EXPERIMENTO 2 - EFICIENCIA DE DIFERENTES AGENTES
DESINFESTANTES E TEMPOS DE EXPOSICAO PARA A DESINFESTACAO
SUPERFICIAL DE SEGMENTOS NODAIS DE OLIVEIRA PROVENIENTES DE
ARVORES-MATRIZES A CAMPO

Apbs 7 dias da aplicacdo dos tratamentos, foi constatado presenca de contaminacao
em todos os explantes de todos os tratamentos. Conforme demonstrado na Fig. 6a, a
contaminacdo somente por fungos ndo foi superior a 30%, enquanto a contaminagdo por
bactérias manifestou-se apenas no tratamento T3 que contém apenas lysoform no processo de
desinfestacdo (Fig. 6b). Os maiores valores de contaminacdo foram expressos atraves da
variavel fungos e bactérias simultaneamente em um mesmo explante, que contabilizaram

valores de contaminacdo de até 100% (Figura 6c).
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Figura 6 — Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) contaminados aos 7 dias apos
aplicacdo de tratamentos de desinfestacao.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Segundo Dutra, et al (2009) a defini¢do do processo de desinfestacao esta diretamente
relacionada a aspectos como o tipo e origem do material vegetal, época do ano e ambiente de
coleta, o que torna o processo de descontaminagdo mais dificil para materiais provenientes do
campo, por apresentarem altas taxas de contaminantes.

Para a varidvel necrose, ndo foram constatados valores acima de 24%, tanto para
necrose leve, onde os maiores valores foram constatados pelo tratamento T2 (19%) contendo
apenas NaOCI por 10 min (Fig. 7a), quanto para necrose forte, sendo os tratamentos T4
contendo apenas Ciclozyme por 10 min e T6 contendo NaOCI (2 min) + Lyzoform (2 min) +
Ciclozyme (2 min), ambos com 24% (Fig. 7b).



28

Figura 7 — Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram necrose a) leve e
b) forte, sete dias apos aplicacdo dos tratamentos.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

No entanto, os resultados obtidos neste experimento séo expressivamente inferiores
aos encontrados por Santos, et al. (2019), onde foram constatadas porcentagens de oxidagao

de 89,63% e 68,14%, para as cultivares Arbequina e Koroneiki, respectivamente.

5.3  EXPERIMENTO 3 - EFICIENCIA DE DIFERENTES AGENTES E TEMPOS DE
EXPOSICAO PARA A DESINFESTACAO SUPERFICIAL DE SEGMENTOS
NODAIS DE OLIVEIRA PROVENIENTES DE JARDIM CLONAL

No terceiro experimento as avaliacdes aos 5, 10 e 15 apoés a aplicacdo dos tratamentos
demonstraram que houve contaminacdo dos segmentos nodais de oliveira por fungos em
todos os tratamentos. A contaminacdo foi maior no tratamento T1 (86,7%), sem a aplicacéo
de agentes desinfestantes e, menor, apés a aplicacdo de Lysoform (20%) por 10 min (T3) e a
combinacéo entre NaOCI po 10 min + Lysoform por 10 min + Cyclozyme por 10 min, ambos
a 20%, (T5) com apenas 3,3% de contaminacdo (Fig. 8).
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Figura 8 — Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram somente

contaminacédo por fungos aos a) 5 dias; b) 10 dias; e ¢) 15 dias ap0s aplicacdo de tratamentos

de desinfestagéo.
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Fonte: O autor (2021).
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*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;

T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Ademais, ap0ds 5 dias da aplicacdo dos tratamentos, verificou-se que os tratamentos
T3, T4 e T6 expressaram, respectivamente (10 %), (6,7%) e (6,7%) de contaminagdes por

bactéria, sendo que este contaminante esteve ausente nos demais tratamentos na primeira

avaliacdo (Fig. 9a).
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Figura 9 - Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram somente
contaminacdo por bactérias aos a) 5 dias; b) 10 dias; e c) 15 dias apds aplicacdo de

tratamentos de desinfestacéo.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2

min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Na segunda avaliacdo, observou-se o surgimento deste patdgeno no tratamento T2
(10%) enquanto que os tratamentos T3 e T6 apresentaram um aumento de 6,7%, 3,3% de
contaminacdo, respectivamente e o tratamento T4 se manteve estavel (6,7%) (Fig. 9b). Apds
15 dias da aplicacdo dos ainda foi observada a auséncia deste patdgeno nos tratamentos T1 e
T5, sendo que as taxas de contaminag¢do ndo foram maiores que 20% (Fig. 9c).

A auséncia de contaminacdo por bactérias em alguns tratamentos na primeira
avaliacdo pode estar relacionada ao periodo de desenvolvimento deste patdgeno, sendo que
este tende a manifestar-se visualmente em alguns casos de forma mais vagarosa quando
comparado a outros patégenos, como no caso os fungos.

Alguns explantes apresentaram contaminagdo por fungos e bactérias simultaneamente
Fig. 10). Esta ocorréncia, no entanto, s6 foi verificada na segunda avaliacdo (10 dias), no
entanto, as porcentagens de contaminacdo ndo foram superiores a 7%, sendo que o0s

tratamentos com as maiores contaminagdes foram encontradas no T2 (6,7%), seguido pelo T1
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(3,3%) e T4 (3,3%). Na avaliagdo aos 15 dias, observou-se que as porcentagens nos
tratamentos T3, T5 E T6 (tratamentos que ndo apresentaram contaminacdo simultanea na
segunda avaliacdo), apresentaram taxas de incremento de contaminacdo maiores aos
tratamentos contaminados da primeira avaliacdo, com valores de 6,7%, 6,7% e 3,3%,
respectivamente, enquanto ndo houve aumento das taxas para 0s outros trés tratamentos,
permanecendo estes com os mesmos valores encontrados na segunda avaliacdo, conforme

demonstrado na figura abaixo.

Figura 10 - Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram contaminacao
simultanea por bactérias e fungos aos a) 10 dias e b) 15 dias ap6s aplicacdo de tratamentos de

desinfestacédo
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2

min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Londero, et al. (2018), constataram ap0s 7 dias da aplicacdo de hipoclorito de sodio
em diferentes concentracfes e tempos de exposi¢do, para as mesmas cultivares, o valor
méaximo de contaminacao de 70% e minimo de 28,3% para fungos e maximo de 65% e um
tratamento sem contaminagdo para bactérias. Os maiores valores de contaminagédo
encontrados pelos autores foram para o tratamento testemunha e para o tratamento com menor
concentracdo da solucdo desinfetante (20% de NaOCI), junto ao menor tempo de imerséo (10
min).

Desinfestantes superficiais como alcool e hipoclorito de sédio sdo amplamente
utilizados na etapa de desinfestacdo de material vegetal na micropropagacao. No entanto, para
Pereira et. al (2014), muitas vezes estes sdo eficientes no controle da contaminacdo por

fungos, mas ndo garantem niveis aceitaveis de controle de bactérias.
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Quando avaliado o grau de necrose, observou-se aos cinco dias que as taxas de
necrose leve dos segmentos nodais foram inferiores a 60% (Fig. 11a). Aos 15 dias, observou-se
um aumento de apenas 3,3% do valor maximo encontrado na primeira avaliacdo. (Fig. 11c).
Ainda, houve um decréscimo na taxa de necrose da segunda avaliagdo para a terceira avaliacéo,

caracterizando a evolucéo da necrose leve para a necrose forte.

Figura 11 - Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram necrose leve aos
a) 5 dias; b) 10 dias; e c) 15 dias apés aplicacdo dos tratamentos.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Apds 5 dias, as taxas de necrose forte foram constatadas em trés tratamentos (T1, T2 e
T4), sendo que os valores encontrados ndo foram superiores a 20% (Fig 12a). Aos 10 dias,
estes tratamentos se mantiveram estaveis, enquanto os demais comegaram a expressar valores
para esta varidvel, chegando a 33,3% para o tratamento T5 (Fig 12b). Aos 15 dias, este
tratamento representou a maior taxa de mortalidade encontrada, com valor de 63,3% (Fig.
12c¢), podendo este ser associado ao tempo de exposi¢cdo dos explantes utilizado neste
tratamento. Apesar das taxas de necrose, o tempo de exposicdo dos explantes aos
desinfestantes ndo ocasionou descontaminacéo efetiva do material.
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Figura 12 - Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) que apresentaram necrose forte aos

a) 5 dias; b) 10 dias; e c) 15 dias apds aplicacdo dos tratamentos.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

A necrose pode ser considerada como uma reagdo normal no cultivo in vitro em
funcdo da oxidacdo de compostos fendlicos exsudados pelo préprio explante (Cangado, et al.
2013). No entanto, a oliveira é considerada um antioxidante natural e por isso a oxidacao que
ocorre devido a presenca de oxigénio e da luz nem sempre é responsavel pela morte dos
explantes. Sendo assim, sugere-se que as taxas de necrose forte encontradas estdo muito mais
associadas a acdo dos agentes desinsfestantes do que devido a oxidagéo dos tecidos. Todavia,
0s tratamentos provocaram a necrose nos explantes, mas ndo impediram a proliferacdo dos
agentes contaminantes, logo, ndo foram eficientes no processo de desinfestacéo.

Paiva, et al. (2001) expbem que nem todas as substancias liberadas pelo explantes
causam a inibi¢do no desenvolvimento, visto que o efeito inibitdrio estd associado a presenca
de taninos e fendis e a autotoxicidade € varidvel com as cultivares, espécies e géneros. No

entanto, espécies que possuam maiores teores de tanino ou hidroxifenois podem ocasionar a
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morte dos segmentos nodais, inviabilizando assim as demais etapas subsequentes na
micropropagagao.

Outro fator que pode estar associado a oxidagdo no cultivo in vitro é a utilizacdo do
agar na formulacdo do meio de cultura. Sua constituicdo apresenta grande quantidade de
sulfatos (composto reativo), sendo que um dos compostos identificados é o cobre, o qual é
capaz de acelerar o processo de oxidacdo (PAIVA, et al 2001), podendo também estar
associada as taxas de oxidacéo encontradas.

Quanto a frequéncia de explantes axénicos, observou-se que o tratamento T5
constituido de NaOCI + Lyzoform + Ciclozyme sequencialmente a 10 minutos de exposi¢édo e
todos a 20% proporcionou a desinfestacdo dos segmentos nodais em 70%, de acordo com a
avaliacdo aos 15 dias (Fig. 13c).

Figura 13 — Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) axénicos aos a) 5 dias; b) 10 dias; e
¢) 15 dias apds aplicacao dos tratamentos.

—~ 100 86,7 9.7 100 96,7
S s
=~ 80 66,7 é 80
8 o 56,7
g 00 - .g 60 433
& 40 T 40 300
=
< o0 | 133 16,7 < 20 | g7 -
0 0
a) T1 T2 T3 T4 T5 T6 b) T1 T2 T3 T4 T5 T6
~ 90
E’\_, 70,0
S 60
2 40,0 400
<D
& 30 20,0

3,3

0,0

)
~—

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).
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Apos 15 dias da aplicagdo dos tratamentos, a maior responsividade foi observada no
tratamento T6 (23,3%), seguida pelos tratamentos T2 (16,7%), T3 e T5 (10%). Os tratamentos
T1 e T4 ndo apresentaram valor para esta varidvel, ou seja, mesmo ndo apresentando

contaminacédo e tenham sobrevivido, ndo apresentaram resposta ao crescimento e emissao de
brotos axilares (Fig. 14).

Figura 14 — Porcentagem de explantes (Olea europaea L.) responsivos 15 dias apds aplicacéo

dos tratamentos.
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Fonte: O autor (2021).

*T1: Testemunha, sem aplicacdo de agentes desinfestantes; T2: NaOCI por 10 min; T3: Lysoform por 10 min;
T4: Ciclozyme por 10 min; T5: NaOCI (10 min) + Lyzoform (10 min) + Ciclozyme (10 min) e T6: NaOCI (2
min) + Lyzoform (2 min) + Ciclozyme (2 min).

Este resultado relata a ndo correlacdo entre responsividade e a auséncia de agentes
contaminantes, uma vez que, foram constatadas as maiores taxas de explantes axénicos no
tratamento T5, NaOCI, Lyzoform, Ciclozyme sequencialmente a 20% por 10 minutos de
exposicao, enquanto as maiores taxas de responsividade foram obtidas ap6s aplicacdo do
tratamento T6 NaOCl + Lyzoform + Ciclozyme, a 20% por 2 minutos. A acdo dos
desinfestantes na descontaminagdo do explante pode ter sido um dos fatores responsavel pela

inibicdo da resposta ao crescimento e desenvolvimento dos explantes.
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No entanto, alguns explantes descontaminados apresentaram caracteristicas de
responsividade como emissdo de brotagbes (Fig. 15) e que possuem capacidade de dar
continuidade as demais etapas do processo de micropropagacao.

Figura 15 — Explante axénico e responsivo.

Fonte: O autor (2021).
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6 CONCLUSAO

. Os agentes desinfestantes ndo foram totalmente eficazes na desinfestacdo dos
segmentos nodais, tanto para o material proveniente de jardim clonal quando material
proveniente de campo, no entanto, foi constatada a presenca de explantes axénicos e
responsivos.

. As maiores taxas de explantes axénicos podem ser obtidas com a aplicacdo de NaOCI
+ Lyzoform + Ciclozyme, combinados a 20% por exposicdo a 10 minutos, enquanto as
maiores taxas de responsividade podem ser obtidas com a aplicagdo de NaOCI + Lyzoform +
Ciclozyme combinados a 20% por 2 minutos cada.

o Né&o foi constatada eficiéncia das descargas elétricas na desinfestacdo de segmentos
nodais de oliveira.

o Segmentos nodais de oliveira, obtidas de plantas cultivadas em jardim clonal e a

campo, apresentam altas taxas de contaminacdo por fungos e bactérias.
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