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Resumo

A micropropagacéo da oliveira € um método utilizado para se obter vérias mudas sadias em menor tempo, comparada
as técnicas tradicionais, a partir de um explante. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi definir um protocolo de
controle de contaminacdo e oxidacdo de explantes de Oliveira (Olea europaea L.) cv Koroneiki. Assim foram
realizados dois experimentos em delineamento inteiramente casualizado. O primeiro experimento foi conduzido em
esquema fatorial 2X4, utilizando-se de duas formas de desinfestagdo dos explantes com hipoclorito de sédio (NaClO)
(1,5% NaClO/15min e 2,5% NaClO /5min) e quatro concentra¢fes de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.)
adicionado ao meio OM (0,0; 0,5; 0,75 e 1,0 g L) totalizando 08 tratamentos. O segundo experimento foi conduzido
com 4 tratamentos (T1- 0,0 g L de carvdo ativado; T2 - 1,0 g L™ de carvéo ativado, imersdo e corte dos explantes em
solucéo de acido ascérbico na concentragdo de 100 mg L% T3 - 2,0 g L de carvéo ativado, imersdo e corte dos
explantes em solucéo de acido ascorbico na concentracdo de 100 mg L, e T4: 2,0 g L™ de carvdo ativado). A partir
dos resultados concluiu-se que, a concentragéo de 0,5 g L™ de cravo-da-india no meio OM aliada a desinfestagéo dos
explantes com hipoclorito de sédio a 2,5% por 5 minutos apresenta resultado promissor para controle de
contaminagdo microbioldgica de segmentos nodais da oliveira cv. Koroneiki. E que o uso de carvédo ativado no meio
de cultura, a imersdo e corte dos explantes em solugdo de &cido ascérbico na concentragdo de 100 mg L, sdo
apropriados para reducgdo da oxidacgéo nos explantes.

Palavras-chave: Oleaceae; Azeitona; Antioxidantes; Micropropagacéo.

Abstract

The micropropagation of the olive tree is a method used to obtain several healthy seedlings in less time, compared to
traditional techniques, from an explant. Thus, the objective of this work was to define a protocol of contamination and
oxidation for Oliveira (Olea europaea L.) cv Koroneiki explants. For this, two experiments were performed in a
completely randomized design. The first experiment was conducted in a factorial scheme (2x4), two ways of
disinfesting explants with sodium hypochlorite (NaCIO) (1.5% NaClO/15min, 2.5% NaClO/5min) and four cloves
(Caryophyllus aromaticus L.) concentrations added to the culture medium (0.0, 0.5, 0.75 and 1.0 g L) totaling 08
treatments. The second experiment was conducted with 4 treatments (T1- 0.0 g L™ of activated charcoal; T2-1.0g L
! of activated charcoal, immersion and cutting of the explants in a solution of ascorbic acid at a concentration of 100
mg LY T3 - 2.0 g L of activated charcoal, immersion and cutting of explants in ascorbic acid solution at a
concentration of 100 mg L, and T4: 2.0 g L™ of activated charcoal). From the results was possible to observe that the
concentration of 0.5 g L of cloves in the culture medium combined with the disinfestation of the explants with 2.5%
sodium hypochlorite for 5 minutes shows promising results for control of microbiological contamination of nodal
segments of olive tree cv. Koroneiki. And that the use of activated charcoal in culture medium, the immersion and
cutting of the explants in a solution of ascorbic acid at a concentration of 100 mg L™, presented favorable results in
the reduction of oxidation in the explants.
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Resumen

La micropropagacion del olivo es un método utilizado para obtener varias plantulas sanas en menos tiempo, en
comparacion con las técnicas tradicionales, a partir de un explante. En vista de esto, el objetivo de este trabajo fue
definir un protocolo para el control de la contaminacién y oxidacion de explantes de olivo (Olea europaea L.) cv
Koroneiki. Por eso, se realizaron dos experimentos de disefio aleatorio. EI primer experimento se realiz6 en un
esquema factorial 2X4, con dos formas de desinfestacion dos explantes con hipoclorito de sodio (NaClO) (1.5%
NaClO/15min, 2.5% NaClO/5min) y cuatro concentraciones de clavo de olor (Caryophyllus aromaticus L.) agregado
a la mitad de la MO (0,0; 0,5; 0,75y 1,0 g L™), totalizando 08 tratamientos. El segundo experimento se realizé con 4
tratamientos (T1- 0.0 g L* de carbén activado; T2 - 1.0 g L de carbdn activado, inmersidn y corte de dos explantes
en una solucién de acido ascérbico a una concentracion de 100 mg L *; T3 - 2.0 g L de carbén activado, inmersion y
corte de dos explantes en solucién de acido ascorbico a una concentracién de 100 mg L, y T4: 2.0 g L™ de carbdn
activado). De los resultados se concluyd que la concentracién de 0.5 g L* clavo de olor en el medio de cultivo
combinada con la desinfestacion de los explantes con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 minutos muestra
resultados prometedores para el control de la contaminacion microbiol6gica de segmentos nodales de olivo cv.
Koroneiki. Y que el uso de carbon activado en el medio de cultivo, la inmersion y corte de los explantes en una
solucién de &cido ascérbico a una concentracion de 100 mg. L, presenté resultados favorables en la reduccion de la
oxidacion en los explantes.

Palabras clave: Oleaceae; Aceituna; Antioxidantes; Micropropagacion.

1. Introducgéo

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia Oleaceae, sendo a Unica espécie da familia com fruto comestivel
denominado azeitona. Algumas décadas atrds, o cultivo de oliveira estava limitado a paises localizados na bacia do
Mediterraneo, como a Espanha, Italia e Grécia. Atualmente, no entanto, o cultivo de oliveira expandiu-se consideravelmente
para &reas fora da regido do Mediterraneo, incluindo Nova Zel&ndia, Australia, Argentina, Chile, Uruguai e Brasil (Crizel et
al., 2020; Silva et al., 2021).

Atualmente, 10 milhdes de hectares de terra no mundo estéo sob o cultivo da oliveira (Haq et al., 2021). E o Brasil
tem cerca de 10.000 ha cultivados com oliveiras dividido em éareas localizadas no Sul e RegiGes Sudeste do pais,
principalmente nos estados de Minas Gerais, S0 Paulo e Rio Grande do Sul. A produgdo brasileira de azeitona é quase
exclusivamente dedicada a extracdo de azeite (Crizel et al., 2020).

O Brasil é um dos maiores importadores de produtos de oliveira da América do Sul (Pio et al. 2005; Crizel et al.,
2020; Silva et al., 2021). Apesar do interesse crescente pela cultura, a olivicultura no Brasil ainda é consideravelmente baixa,
devido principalmente a manejos inadequados e conhecimento deficiente de modernas técnicas de formagdo e conducéo dos
pomares. As cinco principais cultivares de oliveira recentemente introduzidas e cultivadas no Brasil s&o Arbequina, Ascolana,
Barnea, Grappolo e Koroneiki. A cultivar Koroneiki produz azeite de alta qualidade, com alta estabilidade oxidativa, sabor
frutado e aroma com notas herbaceas (Silva et al., 2021).

A multiplicacdo da oliveira geralmente € realizada por propagacgdo vegetativa, através da estaquia e enxertia (Porfirio
et al., 2016; Santos et al., 2019). A propagacgao por sementes ndo é conveniente em fungdo da variabilidade genética, longo
periodo juvenil e baixa germinacdo em campo (Dutra et al., 2004; Fabbri et al., 2004; Porfirio et al., 2016; Santos et al., 2019).
Nesse contexto, 0 uso de técnicas da biotecnologia moderna, como a cultura de tecidos vegetais, vem sendo usadas no
melhoramento genético de plantas e para producdo de mudas (Porfirio et al., 2016).

Dentre as diferentes préaticas em cultura de tecidos, uma das mais utilizadas é a micropropagacao de plantas in vitro,
atualmente grande responsavel pela producdo de mudas de vérias espécies para fins comerciais, tendo como vantagens a
producdo de mudas em menor tempo, a obtengdo de varias plantas a partir de um exemplar (Oliveira; Antunes & Schuch,
2006; Santos et al., 2019), sadias, isentas de virus e outros microrganismos causadores de doengas (Menezes et al., 2012).

A micropropagacdo é um método promissor para producdo de mudas de oliveira, mas que apresenta alguns problemas
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que precisam ser sanados (Fazeli-Nasab, B., Rahmani, A. & Khajeh, H., 2021). A contaminagdo enddgena e a oxidacao
fendlica dos explantes séo os principais problemas para o cultivo in vitro da cultura (Cancado et al., 2012; Santos et al., 2019).

A contaminacéo microbiana de propagulos frequentemente ocorre sob cultivo in vitro, pois 0 ambiente é favoravel ao
crescimento de microrganismos, principalmente fungos e bactérias que podem acarretar em morte dos explantes. E no cultivo
in vitro de oliveira a ocorréncia da contaminacdo enddgena é muito comum, e pode ocorrer nos feixes vasculares, floema e
xilema ou nos espacos intercelulares, dificultando a desinfeccdo (Scherwinski-Pereira, J. E., 2010). Ja a oxidacdo de explantes,
de oliveira in vitro ocorre devido a liberagdo de compostos fendlicos exsudados pela prépria planta, sendo necessaria a
aplicacdo no meio de cultura de substancias antioxidantes (Cangado et al., 2012).

Varias substancias com acgdo desinfetante tém sido empregadas no cultivo in vitro para assepsia de explantes, a
exemplo do hipoclorito de s6dio que é comumente utilizado (Santos et al., 2019). Alguns controles microbianos alternativos ja
estdo sendo estudados, como os Gleos essenciais de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L. - sindbnimos taxonémicos:
Eugenia cariophyllata Thunb., Syzygium aromaticum (L.), Myrtus caryophyllus Spreng., e Jambosa caryophyllus Nied) que
apresentam propriedades funcionais antimicrobianas e podem ser utilizados no controle microbiolégico in vitro (Jesus, G., &
Toreli, J. D., 2019). Frequentemente, adiciona-se aos meios de cultivo in vitro substancias antioxidantes como o &cido
ascorbico e carvdo ativado (Oliveira, L. S., et al., 2013; Welz, V. F. F. et al., 2020).

Visando solucionar o problema de contaminagdo e oxidacdo no cultivo in vitro da oliveira o presente trabalho teve
como objetivo obter um protocolo de controle de contaminacdo e oxidagdo de explantes de Olea europaea L. cultivar

Koroneiki para o estabelecimento da cultura in vitro.

2. Metodologia

A pesquisa foi dividida em dois experimentos conduzidos no Laboratério de Micropropagacéo instalado no nucleo de
Quimica, do Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais - Campus Barbacena. Os ramos de Olea europaea L. foram cedidos
pelo Sitio Ipé situado no Municipio de Barbacena, Zona Rural de Correia de Almeida.

Foram utilizados segmentos nodais sem folhas e de aproximadamente 1,0 cm de comprimento e didmetro médio de
0,12 cm como explantes excisados de brotagdes novas de ramos de Oliveira (Olea europaea L.) com 20 a 30 cm de
comprimento. E, de cada ramo foi usado o segundo segmento nodal contado a partir do &pice. A planta matriz, cultivar
Koroneiki, utilizada para retirada dos explante estava com 8 anos de idade e mantida em campo. Solucdo de hipoclorito de
sodio (NaClO) a 1% foi utilizada para assepsia da tesoura de poda imediatamente apds cada excisdo. Os segmentos nodais
foram lavados em &gua corrente por 20 minutos e posteriormente levados para a desinfestacdo (etapas de lavagem,
desinfestacéo e desinfeccdo — descritas com detalhes mais adiante) em capela.

Foi utilizado meio OM - Olive medium (Rugini, E., 1984) suplementado com sacarose a 30 g L, sem adigdo de
reguladores de crescimento para o experimento 1 (controle de contaminagdo), 2mg L' de zeatina e 2mg L de
benzilaminopurina (BAP) para o experimento 2 (controle de oxidac&o). Solidificado com Agar 7,0 g L, com pH ajustado para
5,8. O meio foi colocado em tubos de ensaio na proporcdo de 20 mL por tubo, onde estes foram vedados com tampa pléastica e

autoclavados (esterilizados) a 121°C sob pressdo de 1 atm, durante 30 minutos.

Experimento 1 - Controle de contaminac&o in vitro

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2X4, sendo duas
formas de desinfestacdo dos explantes com solugdo hipoclorito de sodio (NaClO) - duas concentragdes em percentagem de
cloro ativo - (1,5% NaClO/15min e 2,5% NaClO /5min) e quatro concentragdes de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus

L.) adicionado ao meio de cultura (0,0; 0,5; 0,75 e 1,0 g L) totalizando 08 tratamentos, com 07 repeticdes cada. A unidade
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experimental foi constituida de dois tubos de ensaio com um segmento nodal cada. Utilizou-se o0 meio de cultura OM acrescido
de 2 mg L* de 4cido ascdrbico e 2g L™ de carvéo ativado.

Em camara de fluxo laminar os explantes foram submetidos a desinfestagdo com solucéo de alcool 70% sob agitacéo
constante por 1 min, em seguida transferidos para solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO) contendo duas gotas de Tween 20,
sob agitacdo constante. Posteriormente, os explantes foram submetidos a quatro enxagues em agua destilada e autoclavada.
Ap6s a desinfestacdo dos segmentos nodais em camara de fluxo laminar, estes foram inoculados em tubos e posteriormente
lacrados com filme plastico PVC (policloreto de vinila).

Os tubos permaneceram na auséncia de luz por 7 dias e apds este periodo foram transferidos para sala de crescimento
padrdo com intensidade luminosa de 27 umol m s %, temperatura 25 + 2° C e fotoperiodo de 16 horas de luz. Apds 15 dias da
inoculagdo (DAI), os explantes foram avaliados quanto a contaminacdo e oxidacgdo, pois sabe-se que utilizacdo de agentes

desinfetantes como o hipoclorito de sédio tem potencial de causar o aumento do estresse oxidativo.

Experimento 2 - Controle de oxidag&o in vitro

De posse dos resultados do experimento 1, identificou-se a melhor forma de desinfestagdo para o controle da
contaminacdo e, apds verificacdo da oxidacdo dos explantes submetidos a solugdo de hipoclorito, iniciou-se 0 experimento 2;
onde utilizou-se a forma mais adequada de desinfestagdo encontrada no experimento 1 (2,5% NaClO /5min) e dois produtos
antioxidantes para o controle de oxidacdo visando o estabelecimento in vitro de plantas de oliveira. Utilizou-se 0 meio de
cultura OM com adicéo de 2mg L™ de zeatina e 2mg L™ de BAP.

Na capela de fluxo laminar os explantes foram submetidos a desinfestacdo com solugéo de alcool 70% sob agitacéo
constante por 1 min, em seguida transferidos para solugdo de hipoclorito de sddio (NaClO) na concentragdo de 2,5% de cloro
ativo e adicionado 2 gotas de Tween 20 sob agitacdo constante por 5 min e quatro enxagues em agua destilada e autoclavada.
Apos a desinfestacdo dos segmentos nodais em capela, estes foram inoculados nos tubos e posteriormente lacrados com filme
plastico PVC.

Os tubos de ensaio permaneceram na auséncia de luz por 7 dias, e ap0s este periodo transferidos para sala de
crescimento padrdo, com intensidade luminosa de 27 pmol m2 s -, temperatura 25 * 2° C e fotoperiodo de 16 horas de luz. Os
explantes foram avaliados quanto a oxidacdo aos 7 e 15 dias ap0s a inoculagdo (DAI).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com 4 tratamentos e 10 repetic6es, totalizando 40 parcelas. A
constituicdo de cada unidade experimental foi de um tubo de ensaio contendo um segmento nodal (explante) em cada tubo. Os
tratamentos foram os seguintes: T1 (0,0 g L de carvéo ativado acrescido no meio OM); T2 (1,0 g L de carvéo ativado
acrescido no meio OM, base dos ramos imergidos em 100 mg L de &cido ascérbico por 3 minutos e corte dos explantes em
solucéo de acido ascérbico 100 mg L?); T3 (2,0 g L de carvdo ativado acrescido no meio OM, base dos ramos imergidos em
100 mg L"* de acido ascérbico por 3 minutos e corte dos explantes em solucéo de acido ascorbico 100 mg L?); T4 (2,0g L de

carvdo ativado acrescido no meio OM).

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, utilizando o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2011)
com aplicacéo do teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis a 5% de probabilidade foi aplicado visando uma melhor interpretacdo dos
resultados com a finalidade de comparar os tratamentos como um todo e determinar a melhor combinagdo dos fatores
analisados (Pimentel Gomes, F.,1985; Cargnelutti Filho et al., 2001). Sendo assim, para as varidveis ndo paramétricas de

contaminacdo (flngica e bacteriana) foram aplicadas as notas 0 e 1, as quais se referem a: 0 - sem ocorréncia de contaminagéo;
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1 - contaminagdo flngica e, ou bacteriana. Ja para a variavel oxidacéo, as notas foram atribuidas conforme sintoma visual

observado nos explantes (0 - sem oxidacao; 1 - explante oxidado).

3. Resultados e Discussao
Experimento 1 - Controle de contaminac&o in vitro

De acordo com as analises de variancia a contaminagdo e oxidacdo dos explantes avaliados aos 15 dias apds a
inoculacdo (DAI) ndo foram influenciadas pela interacdo dupla entre os fatores estudados (formas de desinfestacdo de
explantes e concentracdes de cravo-da-india). E que ndo houve diferencas significativas para variaveis contaminacdo e
oxidacdo entre as concentracdes de cravo-da-india. Ja a variavel contaminacdo de explantes submetidos a diferentes formas de
desinfestacdo com hipoclorito de sédio (NaClO) apresentou diferencas significativas, sendo que, a desinfestacdo por meio da
concentracdo de 2,5% de NaClO e tempo de permanéncia na solu¢cdo por 5 minutos apresentou cerca de 56% menos
contaminagdes comparada & outra forma de desinfestagdo (Figura 1). A baixa porcentagem de contaminacéo alcangada reflete
a eficiéncia do método de desinfestacdo adotado neste ensaio. Contudo, diferentemente dos resultados obtidos neste estudo
Santos et al., 2019 observaram que uma concentragdo menor de NaClO (1,0%) utilizada no processo de desinfestacdo
adicionada ao meio de cultura apresentou resultado promissor para o estabelecimento in vitro da cultivar Koroneiki.

Figura 1. Contaminagdo in vitro de explantes de Olea europaea L. cv Koroneiki submetidos a diferentes formas de
desinfestacdo com hipoclorito de sédio (NaClO) avaliados 15 dias ap6s inoculacdo (DAI). Médias seguidas de mesma letra,

ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).

06
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

Niimero de explantes contaminados

1,5% MaClO/15 min 2,5% MaClo/5 min

Concentragio de hipoclorito de sodio / tempo de permanéncia na solugio
Fonte: Autoras.

De acordo com o teste de Kruskal Wallis (p<0,05), o comportamento dos tratamentos para as variaveis contaminacao
e oxidacdo foi semelhante (Figura 2). Porém, para a variavel contaminacgdo (Figura 2A), o T3 (1,5% NaClO/15min + 0,75 g.L*
cravo-da-india) apresentou maior contaminagdo em relagdo aos demais tratamentos, com somatério total igual a 05. Enquanto
que, o tratamento com menor incidéncia de contaminacdo foi o T6 (2,5% NaClO/15min + 0,50 gL de cravo-da-india), com
somatorio igual a 1, ou seja, 80% menos contaminagdo indicando ser esse o melhor tratamento, dentre os estudados, para

controle de contaminagdo microbioldgica de segmentos nodais da oliveira cv. Koroneiki.
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Figura 2. Teste de Kruskal Wallis para os dados de somatério de contaminacéo microbiolégica (A) e somatorio de oxidagdo

(B) de segmentos nodais de Olea europaea L. cv Koroneiki in vitro avaliados 15 dias ap6s inoculacéo (DAI).

Fonte: Autoras.

Vale ressaltar que, as contaminacgdes dos explantes, onde ha presenca de cravo-da-india no meio OM (T2, T3, T4, T6,
T7 e T8) ocorreram por fungos; nos tratamentos T1 e T5 as contaminagdes foram causadas por bactérias, ambos sob auséncia
de cravo-da-india no meio. Logo, a presenca de cravo-da-india no meio de cultura inibe a contaminacdo bacteriana. Esse efeito
pode ser explicado pelo fato de o cravo-da-india apresentar o eugenol, uma substancia com acéo bactericida (Kume et al.,
2021). Guimaraes et al., 2017 verificaram a atividade inibitéria in vitro de 6leo essencial de cravo-da-india em cepas de
bactérias de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. E, os autores Amorim et al., (2011) averiguaram que o 6leo de cravo-
da-india foi capaz de inibir o crescimento in vitro de bactérias Ralstonia solanacearum.

A origem dos explantes utilizados neste estudo também pode ter influenciado negativamente no controle eficiente da
contaminagdo enddgena in vitro, pois a planta matriz ja permanecia em campo por 8 anos. Este acontecimento foi constatado
por Gongalves et al., (2013), que utilizou para estabelecimento in vitro de oliveira explantes retirados de plantas mantidas em
campo e averiguou que a dificuldade do controle da contaminacgdo endégena de explantes de oliveira pode ter como causas 0
fato dos explantes terem sido retirados dessas plantas, sem controle preventivo adequado. Porfirio et al., 2016 também relatam
a importancia dos aspectos fitossanitarios da planta-mée para viabilidade e vigor de seus explantes.

Em relacdo a varidvel oxidacdo dos explantes (Figura 2B), os tratamentos T3, T4, T5 e T6 apresentaram maiores
niveis de oxidagdo, totalizando somatério de 04 explantes oxidados em cada tratamento. Os tratamentos que apresentaram
menor somatorio de oxidacdo foram os T1 e T2 com total de 01 cada, ou seja, uma diferenca de cerca de 75% entre 0s maiores
e menores valores encontrados.

Pode-se notar pelas Figuras 1 e 2A que o0s segmentos nodais de oliveira da cv. Koroneiki submetidos a desinfestacao
por solucdo de 2,5% NaClO por 5 minutos mostraram menores incidéncias de contaminag6es, contudo, os explantes sob essa
forma de desinfestacdo apresentaram maiores ocorréncias de oxidagdes (Figura 2B). A oxidagdo esta ligada a concentragdo de
hipoclorito de sédio utilizada no processo de assepsia (Pereira et al., 2020). A utilizacdo de agentes desinfetantes como o
hipoclorito de s6dio tem potencial de causar 0 aumento do estresse oxidativo (Trevelin, 2014), processo derivado de um
desequilibrio entre a producéo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (Halliwell; Whiteman,
2004).
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Diante do contexto notamos que, a forma de desinfestacdo mais promissora foi a que se fez uso de 2,5% de
hipoclorito de s6dio com permanéncia dos explantes por 5 min, porém ha uma maior incidéncia de oxidacéo nessas condigdes.
A oxidagdo ocorre em funcédo da liberagdo de compostos fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina, pelo tecido
injuriado e necessita de aplicacdo de produtos antioxidantes (Andrade et al., 2000). Assim, no experimento 2, a seguir, fez-se
uso da melhor forma de desinfestacdo encontrada neste estudo (2,5% NaClO/5min) aliada ao uso de substancias inibidoras de

oxidacdo visando encontrar métodos satisfatdrios para o cultivo da oliveira in vitro.

Experimento 2 - Controle de oxidag&o in vitro

De acordo com as analises de variancia, houve diferenca significativa entre os tratamentos avaliados aos 7 dias apds
inoculagdo (DAI) e ndo apresentaram diferengas significativas para a segunda avaliagdo aos 15 DAI (Figura 3). No tratamento
T1 ndo se utilizou produtos antioxidantes, consequentemente a oxidacdo foi maior, ja nos tratamentos submetidos a substancias

inibitdrias de oxidacao (T2, T3 e T4) notou-se reducdo significativa da mesma (Figura 3).

Figura 3. Oxidagdo in vitro de explantes de Olea europaea L. cv Koroneiki submetidos a diferentes tratamentos avaliados aos
7 e 15 dias ap6s inoculacdo (DAI). Tratamentos: T1 (0,0 g L™ de carvéo ativado); T2 (1,0 g L* de carvéo ativado, imerséo e
corte dos explantes em é&cido ascérbico); T3 (2,0 g L de carvéo ativado, imers3o e corte dos explantes em éacido ascorbico) e

T4 (2,0 g L't de carvédo ativado). Médias seguidas de mesma letra, néo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).

A) 7 DAI B) " 15DAI
2 0.9
< 09 a & 08
g 08 < 07
i 0.7 5 0.6
£ 06 g .
g 05 E 05
2 04 b g 04
2 03 b s 03
o 02 =
3 01 o g 92
z g 0.1
- T1 T2 T3 T4 z 0
1 ) T3 T4

Fonte: Autoras.

Néo foi observada diferenga entre os tratamentos em relagdo & adi¢do de &cido ascdrbico (T2 e T3) (Figuras 3A e 3B),
porém o acido ascorbico tendeu a reduzir oxidagdo, aos 7 DAI, conforme pode ser observado pelo tratamento T3 (2 g L™ de
carvdo ativado + &cido ascérbico) em comparagédo com o T4 (2 g L de carvéo ativado) (Figura 3A). Segundo Goulart et al.
(2010), o acido ascorbico reage com os metais presentes no meio de cultura, impedindo que estes fiqguem disponiveis para se
oxidarem. Melo et al., (2001), verificou no cultivo in vitro de Guarirobeira (Syagrus oleracea) que o acido ascérbico foi o
antioxidante mais eficiente no controle da oxidacéo, seguido pelo carvéo ativado.

Conforme o teste de Kruskal Wallis (p<0,05), em avaliacdo realizada aos 7 DAI o desempenho dos tratamentos para a
varidvel oxidacdo diferiu entre os tratamentos T1, sem adicdo de produtos antioxidantes, e T3 em que se utilizou maior
concentracéo de carvéo ativado (2 g L) com adicdo de &cido ascdrbico, variando o somatério de oxidagdo de explantes de 08

a 01, sendo essa variagdo cerca de 87% (Figura 4A). Foi possivel observar que os tratamentos T2 e T3 apresentaram baixo
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somatorio de oxidacédo, o que demonstraria a forte influéncia dos produtos antioxidantes (carvao ativado + acido ascorbico) no
papel desta variavel. Em concordancia ao encontrado neste trabalho, Haq et al., 2021 relatam que o tratamento com acido
ascorbico e carvdo ativado sdo metddos eficazes no controle de oxidagdo ocasionda por compostos fendlicos que podem causar
escurecimento do tecido vegetal da oliveira.

Figura 4. Teste de Kruskal Wallis para os dados de somatorio de oxidacdo de segmentos nodais de Olea europaea L. cv
Koroneiki in vitro submetidos a diferentes tratamentos e avaliados aos 7 e 15 dias ap6s inoculacdo (DAI), Figuras 4(A) e 4(B)
respectivamente, ap6s inoculagdo. Tratamentos: T1 (0,0 g L™ de carvdo ativado); T2 (1,0 g L™ de carvéo ativado, imersdo e
corte dos explantes em acido ascérbico); T3 (2,0 g L de carvéo ativado, imersdo e corte dos explantes em éacido ascorbico) e
T4 (2,0 g L™ de carvéo ativado). Somatérios seguidos por simbolos (*) apresentam diferencas estatisticamente significativas
entre as medianas (p <0,5).

(A) (B) a 15DAI
7DA
g 9
g ° g °
L= ,_.": j.‘
= 7 E:
] o
2 6 s °©
= 5 o 3
g 5
§ 4 s ¢
o 151
g 3
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w 2 h 2
1 1
0 0
T1 T2 T3 T4

T1 T2 T3 T4
Fonte: Autoras.

O desempenho dos tratamentos para a variavel oxidacdo aos 15 DAI foi parecido, porém o T1 (sem adicdo de
produtos antioxidantes) apresentou maior oxidacdo em relacdo aos demais tratamentos, com somatdrio total igual a 08. Em
contrapartida, o tratamento com menor ocorréncia de oxidacéo foi 0 T2 (1,0 g L™ de carvéo ativado + 4cido ascorbico), com
somatorio total igual a 04, sendo essa variacdo de 50% (Figura 4B).

Pode-se observar, também, a eficiéncia do carvéo ativado no tratamento T4 (2 g L™ de carvao ativado), tanto aos 7
DAI quanto aos 15 DAI (Figura 04), comparado ao T1 (sem carvao e sem &cido ascérbico), situacdo na qual tendeu a reduzir a
oxidacdo pela adicdo de carvao ativado ao meio OM. O carvao ativado apresenta cargas residuais, as quais sdo capazes de
adsorver substancias fenolicas ou seus produtos da oxidacdo liberados pelos explantes, evitando com isso o desencadeamento
do processo oxidativo in vitro (Thomas, T. D. 2008; Goulart et al., 2010).

Nas duas avaliacfes (7 DAI e 15 DAI) (Figura 04), o tratamento (T1) obteve a maior oxidacéo, o tratamento T3
inicialmente apresentou os melhores resultados, aos 7 DAI - situacdo em que estavam sob auséncia de luz, mas ap6s a
transferéncia para a presenca de luz branca (15 DAI) a oxida¢do aumentou.

Melo et al., (2001) verificaram que a atividade das enzimas no que diz respeito a oxidagdo de fenois é aumentada pela
luz. Segundo Davies (1972), a biossintese e oxidagdo de fendis é aumentada pela luz, o que explica o fato dos explantes de
oliveira terem aumentado a oxidacdo quando transferidos para 0 ambiente claro. Contudo, Donini et al., (2008) em estudos in

vitro com diferentes cultivares de oliveira observaram que a cultivar Koroneiki, objeto deste estudo, apresentou adequado
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vigor relativo a oxidagdo quando cultivada sob luz branca comparada as demais cultivares avaliadas, atribuindo-se este fato as
menores concentraces de compostos fendlicos totais e aos diferentes tipos de fendis existentes nos tecidos desta cultivar.
Santos et al., 2019 mencionam que estes compostos, ao entrarem em contato com o oxigénio, desencadeiam reacfes de
oxidagdo resultando em produtos téxicos que ocasionam o escurecimento e a necrose do tecido vegetal.

Diante do exposto e através das respostas dos experimentos 1 e 2 pode-se notar que os resultados obtidos pelo teste de
Scott Knott (p<0,05) foram confirmados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0,05) no qual observou-se respostas
positivas em relacdo ao uso da forma de desinfestacdo de 2,5% NaClO por 5 minutos de permanéncia na solucdo e que uso de

carvao ativado e &cido ascorbico diminuem a oxidacdo de explantes de oliveira cv Koroneiki.

4. Consideracdes Finais

A oliveira apresenta dificuldades para o cultivo in vitro em virtude, principalmente, da oxida¢do e contaminacao dos
explantes. Entretanto, a desinfestacdo com 2,5% de hipoclorito de soédio por 5 minutos apresenta resultado promissor para
controle de contaminagéo microbioldgica de segmentos nodais da oliveira cv. Koroneiki. Este resultado destaca-se pelo fato de
que ainda ndo existe publicacdo cientifica de um método de desinfestacdo eficaz para esta cultivar.

A concentracdo de 0,5 g L de cravo-da-india no meio de cultura aliada a desinfestagdo com hipoclorito de sédio a
2,5% por 5 minutos apresenta os melhores resultados para controle de contaminagdo microbioldgica de segmentos nodais.

O uso de carvdo ativado no meio de cultura, a imersdo e corte dos explantes em solugdo de éacido ascérbico na
concentragdo de 100 mg L%, demonstram ser apropriados para reducéo da oxidagdo nos explantes de oliveira.

Outros testes com diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio, cravo-da-india, carvdo ativado e combinagdes
com 4&cido ascérbico sdo necesséarios para se efetivar um protocolo especifico de controle de contaminagdo e oxidacdo de

explantes de Olea europaea L. cv Koroneiki e posterior estabelecimento da cultura in vitro.
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