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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi otimizar um protocolo para desinfestacéo
de segmentos nodais de oliveira. Para tanto, ramos jovens das cultivares
Arbequina, Arbosana, Manzanilha e Koroneiki foram coletados em
outubro/2019 (experimento 1) e julho/2020 (experimento 2). Os segmentos
nodais foram submetidos a seis tratamentos de desinfestacdo que
compreenderam: etanol 70%, hipoclorito de sédio (5% ca — cloro ativo, 6%
ca, 7% ca e 12,5% ca) e etanol 70% + 7% ca. ApOs os tratamentos, 0s
segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura OM inicial, sendo
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 = 1° C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 32 imol m?, por trés
semanas. Apos este periodo, os tratamentos foram avaliados. No
experimento 1, ndo foi possivel verificar a eficiéncia dos tratamentos, pois a
camara de fluxo laminar ndo estava funcionando adequadamente, o que foi
identificado somente na etapa final de montagem do experimento, fato este
que contribuiu para que ocorresse 100% de contaminacdo das amostras,
seja por fungos ou bactérias. Por outro lado, no experimento 2, a
porcentagem de contaminacao variou de 40% na cultivar Arbequina (HS
12,5%) a 100%. Neste caso, o tipo de contaminacdo observada ocorreu
prioritariamente por fungos. Os resultados obtidos no experimento 2
indicaram que o HS pode propiciar uma melhor desinfestacdo dos
segmentos nodais de oliveira, sendo necessario que se continue
aprimorando os protocolos de desinfestacdo para que se consiga uma
regeneracao adequada de mudas de oliveira.

Introducao

A micropropagacao € uma técnica utilizada para obtencdo de mudas
com alta qualidade sanitaria e em larga escala, em um tempo muito mais

7

- @cneg

&
118
| ol A ..  GOVERNO

DO ESTADO DO PARANA




29° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica i 290EL1C "

29 a 31 de oulubro de 2020

9° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior | 9oE A ICr

WA

rapido do que as técnicas tradicionais (LAMBARDI; RUGINI, 2003).
Entretanto, para que se tenha sucesso, € necesséario que todas as etapas
envolvidas no processo sejam padronizadas. A primeira etapa, e uma das
mais importantes, € a desinfestacdo do explante, pois se néo for feita
adequadamente, a regeneracdo das plantas serd comprometida. Em se
tratando de oliveira (Olea europaea L.), a desinfestacdo € muito dificil em
decorréncia de microrganismos enddgenos, patogénicos ou nao, que sao
dificeis de eliminar, além do gendtipo, tipo e idade do explante e época de
coleta (LAMBARDI; RUGINI, 2003). Portanto, visando obter um protocolo e
adquirir novas informagdes que possam contribuir para o desenvolvimento
de um protocolo adequado para uma rapida e eficiente micropropagacao,
este trabalho teve como objetivo otimizar um protocolo para a realizagao da
desinfestacdo de explantes de oliveira.

Materiais e métodos

Experimento 1

Segmentos nodais (SN — aproximadamente 2 cm) foram retirados de
ramos jovens das cultivares de oliveira Arbequina, Arbosana, Manzanilha e
Koroneiki, coletados em outubro/2019 em uma propriedade localizada no
municipio de Maringa - PR. Os SN ficaram por 12 h em agua corrente,
depois foram lavados com &gua destilada e detergente sob agitacdo (20
min), em seguida tratados com fungicida pirazol 2% (30 min), sendo
submetidos aos tratamentos de desinfestagéo: (a) etanol 70%, com tempos
de exposicao de 1, 3 e 5 min; (b) hipoclorito de sédio (5% ca — cloro ativo,
6% ca e 7% ca), por 5, 10 e 15 min de exposi¢cdo em cada concentragao, e
etanol 70% + 7% ca, por 1+15 min. Esses tratamentos foram conduzidos
com e sem a adicao de duas gotas de tween 20, perfazendo um total de 26
tratamentos/cultivar com trés repeticbes compostas por nove SN cada. Apds
a desinfestacdo, os SN foram inoculados em meio nutritvo OM inicial
(RUGINI, 1984), e armazenados em sala de crescimento, com temperatura
de 25 + 1° C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 32 imol m™,
por trés semanas. Posteriormente, os tratamentos foram analisados.

Experimento 2

Em decorréncia da pandemia, o experimento foi reestruturado
diminuindo-se o0 numero de tratamentos e cultivares. O material vegetal
utilizado nessa fase foi composto por SN obtidos das cultivares Arbequina,
Arbosana e Koroneiki localizadas na mesma propriedade do experimento 1.
Os procedimentos iniciais foram 0s mesmos descritos no experimento 1,
havendo alteracdo somente nos tratamentos de desinfestacdo, quais sejam:
(@) etanol 70%, tempo de exposicdo de 1 min e (b) hipoclorito de sédio,
12,5% ca, por 15 min. Cada tratamento foi composto por 10 repeticbes com
um SN cada, sendo adicionadas duas gotas de tween 20 em todos os
tratamentos. ApOs a desinfestacdo, os explantes foram inoculados em meio
nutritivo OM inicial, ao qual foi adicionado pentabidtico (Zoetis, 6.000.000
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Ul), sendo, posteriormente, alocados em sala de crescimento nas mesmas
condi¢cOes descritas anteriormente.

Resultados e Discussao

No experimento 1 foi observada uma elevada incidéncia de
contaminacao (100%) em todos os tratamentos/cultivares, tanto por fungos
quanto por bactérias (Figura 1). Essa elevada porcentagem de
contaminacao foi ocasionada principalmente em decorréncia de problemas
apresentados pela camara de fluxo laminar, detectados somente nas etapas
finais do experimento. Portanto, ndo foi possivel verificar se os tratamentos
de desinfestacéo foram eficientes.

Figura 1 — Resposta dos segmentos nodais de oliveira aos tratamentos de desinfestacéo
realizados no experimento 1, com 100% de contaminacao, ocasionados principalmente pelo
mau funcionamento da caAmara de fluxo laminar.

No experimento 2, ndo houve problemas com a camara de fluxo
laminar. Portanto, foi possivel observar que a porcentagem de contaminacéo
variou de 40% na cultivar Arbequina (H.S. 12,5% ca) a 100% (Tabela 1). O
tratamento com hipoclorito de so6dio demonstrou ser 0 mais promissor na
desinfestacdo dos SN, proporcionando as menores porcentagens de
contaminacao (40% e 70%). Outra observacédo realizada foi que a cultivar
Arbequina foi mais responsiva aos tratamentos. Na literatura ha varios
protocolos de desinfestagcdo que utilizam tratamentos com hipoclorito de
sédio ou célcio em diferentes concentracdes, sozinhos ou combinados com
cloreto de mercurio (HgCl,) (RUGINI, 1991; MENCUCCINI, 1995; MARTINO
et al., 1999; AFRIDI et al., 2015). Os autores destacam que a eficiéncia
desses tratamentos depende muito da cultivar a ser analisada, fato este
observado no presente trabalho. Neste contexto, serdo realizados novos
ensaios testando diferentes tempos de exposicdo ao HS, diferentes
concentracOes de fungicidas e um tratamento conjunto de HS + etanol 70%.
Concomitantemente, serdo avaliadas a viabilidade dos SN que ndo foram
contaminados, pois 0 processo de desinfestacdo pode inviabilizar a
regeneracao dos explantes.
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Tabela 1 - Porcentagem de contaminacdo observada apos desinfestacao
com etanol 70% e hipoclorito de sédio (H.S.) 12,5% ca

_ Tratamentos
Cultvar Etanol 70% H.S. 12,5% ca
Arbequina 90% 40%
Arbosana 100% 70%
Koroneiki 100% 100%
Conclusdes

Conforme os resultados obtidos, conclui-se que o hipoclorito de sédio tem
grande potencial para compor um tratamento eficiente de desinfestacdo de
segmentos nodais de oliveira.
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