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APRESENTAÇÃO 
É com enorme prazer que apresentamos o e-book “Empreendedorismo e Inovação na 

Engenharia Florestal 3” elaborado para a divulgação de resultados e avanços relacionados 
às Ciências Florestais. O e-book está disposto em 1 volume subdividido em 10 capítulos. 
Os capítulos estão organizados de acordo com a abordagem por assuntos relacionados 
com diversas áreas da Engenharia Florestal. Em uma primeira parte, os capítulos estão de 
forma a atender as áreas voltadas à viabilidade de sementes, biopromotores, propagação 
vegetativa e crescimento e desenvolvimento de mudas. Em uma segunda parte, os 
trabalhos estão estruturados aos temas relacionados aos serviços ecossistêmicos, 
restauração florestal e mudança climática. Em uma terceira parte, os trabalhos referem-
se a gestão florestal, manejo florestal, manejo de povoamentos e seleção de indivíduos 
arbóreos. E finalizando, em uma quarta parte, com trabalhos voltados aos processos 
produtivos e transformação de matéria-prima de produtos não madeireiros. Desta forma, 
o e-book “Empreendedorismo e Inovação na Engenharia Florestal 3” apresenta relevantes 
resultados realizados por diversos professores e acadêmicos que serão apresentados 
nesta obra de forma didática. Agradecemos o empenho e dedicação de todos os autores 
das diferentes instituições de ensino e pesquisa, por partilharem ao público os resultados 
dos trabalhos desenvolvidos por seus grupos de pesquisa. Esperamos que os trabalhos 
aqui apresentados possam inspirar outros estudos voltados às Ciências Florestais. 

Cristina Aledi Felsemburgh
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RESUMO:  Entre as espécies fl orestais, Olea 
europaea tem grande potencial econômico 
no Brasil, como também Mimosa scabrella
(bracatinga), nativa empregada em sistemas 
agrofl orestais e com a sua madeira utilizada na 
construção civil. O objetivo do presente trabalho 
foi o estabelecimento in vitro de oliveira, cultivar 
Arbequina, e da bracatinga. Para a oliveira, 
cepas mantidas no viveiro foram tratadas com 
azoxystrobin, captan e estreptomicina (2,0, 2,4 
e 0,7 g L-1, respectivamente). No laboratório, 
segmentos nodais, obtidos das brotações das 
cepas, foram tratados com hipoclorito de sódio 
em 1,5 % por 20 min, 2,5% por 15 min e 5% 
por 5 min, e inoculados em meio Murashige & 
Skoog (MS), acrescido de antioxidantes. Já para 

a bracatinga, sementes foram desinfestadas 
com etanol 70% em 1 min e  hipoclorito de sódio 
1,0% por 5 min, e inoculadas em 3 g de substrato 
fl orestal acrescido de meio MS líquido e em 
meio MS geleifi cado com ágar, testando-se duas 
concentrações de sais MS, ¼ e  da concentração 
total, e duas concentrações de sacarose, 30 e 15 
g L-1. Para a oliveira, o tratamento com hipoclorito 
de sódio 5,0% por 5 min de imersão resultou a 
sobrevivência em 90%. Em bracatinga, o meio 
MS  e com sacarose em 15 g L-1 foram as 
condições ideais para a indução de germinação e 
desenvolvimento da plântula, tanto no substrato 
fl orestal como no ágar, entretanto a porcentagem 
de germinação e de plântulas desenvolvidas foi 
superior naquelas cultivadas em ágar. Os dados 
obtidos sugerem que os tratamentos testados 
para a desinfestação em segmentos nodais da 
oliveira, nas condições testadas, foram efi cazes, 
e que o cultivo in vitro de plântulas de bracatinga 
em meio MS , solidifi cado com ágar e com 15 
g L-1 de sacarose, é o ideal para obtenção de 
explantes para a micropropagação da espécie.
PALAVRAS - CHAVE: Olea europaea.
Mimosa scabrella. Arbequina. Bracatinga. 
Micropropagação.

ESTABLISHMENT OF IN VITRO 
CULTIVATION TECHNOLOGY FOR 

FOREST SPECIES
 ABSTRACT: Among the forest species,  Olea 
europaea has great economic potential in Brazil, 
as well as Mimosa scabrella (bracatinga), native 
used in agroforestry systems and with its wood 
used in civil construction. Thus, the objective 
of the present work was the establishment in 
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vitro of the olive tree, Arbequina cultivar, and of the bracatinga. For the olive tree, stump 
in the nursery were treated with azoxystrobin, captan and streptomycin (2.0, 2.4 and 0.7 g 
L-1, respectively). In the laboratory, nodal segments obtained from the sprouts of the stumps 
were treated with sodium hypochlorite in 1.5% for 20 min, 2.5% for 15 min and 5% for 5 min, 
and inoculated in Murashige & Skoog (MS), plus antioxidants. For bracatinga, seeds were 
disinfected with 70% ethanol in 1 min and sodium hypochlorite 1.0% for 5 min and inoculated 
in 3 g of forest substrate plus liquid MS medium and in 50 mL of MS gellifi ed with agar, 
testing two concentrations of MS salts, ¼ and  of the total concentration, and two sucrose 
concentrations, 30 and 15 g L-1. In olive, treatment with 5.0% sodium hypochlorite for 5 min 
resulted in 90% survival. In bracatinga, the medium MS  and sucrose in 15 g L-1 were the 
ideal conditions for the induction of germination and seedling development, both in the forest 
substrate and in the agar, however the percentage of germination and seedlings developed 
was higher in those grown on agar. The data obtained suggest that the treatments tested for 
disinfestation in nodal segments of the olive tree, under the conditions tested, were effective, 
and that the in vitro cultivation of bracatinga seedlings in MS  medium, solidifi ed with agar 
and with 15 g L-1 of sucrose, is ideal for obtaining explants for the micropropagation of the 
species.
KEYWORDS: Olea europaea. Mimosa scabrella. Arbequnina. Bracatinga. Micropropagation.

1 | INTRODUÇÃO
A micropropagação, ou propagação in vitro, é uma ferramenta com grande potencial 

de aplicação para a multiplicação de genótipos de espécies fl orestais de interesse 
econômico ou ambiental (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). Baseia-se no processo 
de totipotência das células vegetais, que permite gerar uma nova planta, geneticamente 
idêntica à matriz, a partir de um explante (célula ou qualquer fragmento de tecido ou órgão) 
num curto período e dentro de uma pequena área (BRONDANI et al., 2012).

É o método mais utilizado dentro cultura de tecidos e visa, principalmente, a 
multiplicação de clones de alto valor e de espécies de difícil propagação; a limpeza clonal; 
conservação e intercâmbio de germoplasma; e o melhoramento, com ganhos genéticos 
rápidos e maiores rendimentos de plantações (NAVROSKI et al., 2014). Passou a ser 
empregada no Brasil pelas empresas do setor fl orestal, com ganhos na produção de plantas, 
em quantidade e qualidade superiores àquelas obtidas pelos métodos convencionais 
(OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013).

Em razão da grande variabilidade de espécie fl orestais, não é possível o 
estabelecimento de um único protocolo de micropropagação (XAVIER; WENDLING; SILVA, 
2009) e para o estabelecimento in vitro destas é necessário considerar alguns fatores, como 
o tratamento de desinfestação, o meio de cultivo, a necessidade ou não de fi torreguladores 
ou de agentes antioxidantes, a luminosidade, temperatura, dentre outros (OLIVEIRA; DIAS; 
BRONDANI, 2013).

A desinfestação é a fase mais crítica para a maioria das plantas lenhosas, 
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principalmente quando são obtidos explantes de matrizes selecionadas do campo ou 
do viveiro, devido aos propágulos apresentarem altas taxas de contaminação. Para a 
desinfestação do explante, destaca-se o uso do etanol e os compostos à base de cloro, 
como o hipoclorito de sódio e o de cálcio, com as concentrações e os tempos de exposição 
variando entre as espécies. Em alguns casos torna-se necessário o uso de antibióticos, 
como a estreptomicina e oxitetraciclina (BRONDANI et al., 2011).

Em relação ao meio de cultura, para o cultivo in vitro de plantas lenhosas, segundo 
Dutra, Wendling e Brondani (2009), recomenda-se o meio MS na metade da concentração 
dos sais (½ MS), ou seja, com baixas concentrações de nutrientes, e para evitar o processo 
de oxidação dos explantes, podem ser acrescentados ao meio antioxidantes como a 
polivinilpirrolidona (PVP) e o ácido ascórbico.

Dentre as espécies florestais que vêm despertando interesse econômico no Brasil 
está a oliveira (Olea europaea), uma vez que o país é considerado um dos maiores 
consumidores mundiais de azeite de oliva, com uma média de consumo de 60 milhões de 
litros de azeite por ano e com uma produção de azeite representando apenas 0,13% do 
total de importações estimadas em 2017/2018 (IOC, 2019).

O consumo do azeite de oliva ganhou maior relevância ao ser comprovadamente 
benéfico à saúde humana por ser rico em substâncias com capacidade antioxidante, como 
os compostos fenólicos; e como fonte de ácido oleico, este utilizado no tratamento de 
várias doenças, como diabetes, doenças cardíaco-coronarianas, câncer, entre outras 
(NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al., 2015). O azeite de oliva é também utilizado como 
veículo na confecção de produtos farmacêuticos e em cosméticos (MESQUITA; OLIVEIRA; 
MESQUITA, 2006).

Existe potencial para que o Brasil, em médio e longo prazo, torne-se um grande 
produtor do azeite de oliva. Através de análises realizadas do azeite produzido no Brasil 
em laboratórios brasileiros e italianos verificou-se que este não perdia em qualidade para 
os produtos italianos. É crescente o interesse pela olivicultura nos estados do Rio Grande 
do Sul, Minas Gerais, São Paulo e Santa Catarina, com cultivos em fase de produção, 
beneficiamento de azeitonas e embalagem de azeite (COUTINHO et al., 2015). 

Em relação à propagação das oliveiras, o método tradicional é o da enxertia do 
porta-enxerto, obtidos de mudas originadas a partir de sementes, por ramos adultos 
produtivos, um método que demanda em torno de três anos e que está sendo substituído 
pelo enraizamento de estacas, com uma redução em dois anos do tempo de produção de 
mudas e do preço da muda, entretanto, a demanda exige uma produção em maior escala 
(GUATIMOSIM, 2012). Segundo Cançado et al. (2013), a micropropagação pode vir a ser 
uma técnica de destaque para a sua multiplicação.

A Bracatinga é uma espécie nativa pioneira crescida em florestas secundárias 
ombrófila mista, associada à regeneração de Florestas de Araucária e podendo ocorrer 
também em agrupamentos puros, os bracatingais (FRIEDERICHS et al., 2015). É utilizada 
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por produtores rurais em sistemas agroflorestais (SAF’s) e a lenha que produz tem grande 
valor econômico para tais produtores (DA SILVA et al., 2016). Estudos realizados por 
Friederichs et al. (2015) demonstraram o alto poder calorifico da madeira (6988 kcal kg-1), 
indicando a sua importância na indústria carvoeira, além do tradicional uso como lenha 
para fogões domésticos, fornalhas, locomotivas das estradas de ferro, olarias e fundições.

A madeira de bracatinga está em ascensão na construção civil, na produção de 
pisos, tacos e laminados, sendo comparada à “madeira nobre”. Assim, considera-se que 
a espécie possui grande potencial como floresta nativa comercialmente viável, devido ao 
crescimento rápido, capacidade de desenvolvimento em sítios degradados, madeira de boa 
qualidade para produção madeireira, para a indústria de carvão e outros fins, tornando-se 
necessário estudos e implantação de experimento para o desenvolvimento e incentivo da 
sua produção comercial (SMINSKI; MAZUCHOWSKI, 2014). 

Segundo Dahmer et al. (2013), a espécie corre o perigo de perder a variabilidade 
genética por ocorrer em regiões sujeitas a intensa urbanização, industrialização, agricultura 
e pecuária. Estudos realizados pelos autores mostraram que é grande a possibilidade de 
melhoria no seu material genético e em seu manejo florestal, e que pouco tem sido feito 
para converter a bracatinga em uma espécie florestal melhorada, mas que ainda há tempo 
para evitar a sua erosão genética se as áreas onde crescem forem protegidas e a sua 
propagação for realizada em maior escala.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi o estabelecimento do cultivo in vitro 
de oliveira (Olea europaea), cultivar Arbequina, e da bracatinga (Mimosa scabrella), 
estabelecendo um protocolo de desinfestação para a oliveira e testando-se diferentes 
meios de cultivo e de concentração da sacarose para a bracatinga.

2 | MATERIAL E MÉTODOS
Os experimentos foram conduzidos no Viveiro e no Laboratório de Biotecnologia da 

Faculdade de Tecnologia de Capão Bonito, Capão Bonito/SP, localizado a 24°01’16.35”S 
e 48°21’04.96”O. 

2.1 Desinfestação in vitro de segmentos nodais de oliveira (cv. Arbequina)
Para o estabelecimento in vitro da oliveira foram utilizados os segmentos nodais 

com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, obtidos de brotações de cepas de oliveira, 
cultivar Arbequina, mantidas no viveiro. 

Visando reduzir as taxas de contaminação, foram aplicados semanalmente nas 
cepas, um mês antes da coleta das brotações, intercalados o fungicida sistêmico Amistar® 
(Azoxystrobin) e o fungicida de contato Orthocide® (Captan) associado com o antibiótico 
Agrimicina® (estreptomicina), nas doses de 2,0, 2,4 e 0,7 g L-1, respectivamente.

Após a coleta, as brotações foram lavadas em água corrente durante 1 h, seguida 
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por imersão em etanol 70% por 1 min e em solução de hipoclorito de sódio em câmara de 
fl uxo laminar, testando-se três concentrações de cloro ativo em três períodos (1,5 % em 20 
min, 2,5% em 15 min e 5% em 5 min) e adicionado Tween 20 a 0,1%. Após este período, 
o material foi lavado por 3 vezes em água destilada esterilizada e retirados os segmentos 
nodais, os quais foram inoculados em frascos de vidro com capacidade para 250 ml, 
contendo 50 mL do meio de cultura com a formulação de sais MS, suplementado com 7,0 
g L-1 de ágar, 30 g L-1 de sacarose, 1,5 g L-1 de carvão ativado, e com os antioxidantes 
polivinilpirrolidona (PVP) (200 mg L-1), ácido ascórbico (150 mg L-1) e ácido cítrico (150 
mg L-1). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e os frascos contendo o meio foram 
autoclavados a 121 ºC e 1,5 atm por 20 minutos. 

Após a inoculação, os explantes foram mantidos em câmara de crescimento a 25 
± 2ºC, no escuro, por um período de sete dias, visando a diminuição de oxidação. Depois 
desse período, em fotoperíodo de 16 horas.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com três 
tratamentos e cinco repetições, com cada unidade experimental constituída por cinco 
frascos de vidro contendo três explantes cada.  Os dados para as variáveis (porcentagem de 
ausência de contaminação e sobrevivência do explante) foram avaliados aos sete, quatorze 
e trinta dias e foram submetidos à análise de variância, sendo as médias comparadas pelo 
teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa estatístico GraphPad Prism.

2.2 Germinação e desenvolvimento inicial in vitro de bracatinga em 
diferentes meios de cultivo e concentração da sacarose

Visando a superação de dormência, as sementes de bracatinga foram imersas sob 
agitação em água quente (80ºC) por 5 minutos, e mantidas por 24 horas na temperatura 
ambiente. 

Após este período, baseado em estudos realizados por Côrrea da Rosa et al. (2012), 
as sementes foram desinfestadas em câmara de fl uxo laminar, com imersão em álcool 
etílico a 70% (v/v) durante 1 minuto,  e imersas por 5 minutos, sob agitação constante, em 
solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1,0% (v/v) contendo duas gotas de Tween 20, 
seguido de três enxágues em água destilada e autoclavada.

Em seguida, as sementes foram inoculadas para germinação em frascos de 250 
mL contendo 3 g de substrato fl orestal, composto por palha de arroz carbonizada (41%), 
vermiculita (35%) e fi bra de coco (24%), acrescido de meio MS líquido, e em 50 mL de 
meio MS solidifi cado com 7,0 g L-1 de ágar, testando-se duas concentrações de sais MS, 
¼ e  da concentração total, e duas concentrações de sacarose, 30 e 15 g L-1. Antes da 
inoculação das sementes, os frascos contendo os meios de cultivo foram esterilizados 
em autoclave por 20 minutos a 121ºC e 1 atm. Os frascos contendo as sementes foram 
mantidos em câmara de crescimento com fotoperíodo de 16 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 20 
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repetições por tratamento, consistindo em um frasco com três sementes. Após 90 dias, 
foram avaliadas a porcentagem de germinação, com sementes apresentando a radícula 
protrundida e/ou emergência da plântula, e a porcentagem de plântulas desenvolvidas 
(com raiz principal, presença de raízes secundárias e desenvolvimento da parte aérea). Os 
dados obtidos foram transformados para a função arco seno raiz quadrada de (x+0,5)/100 
e comparados pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

3 | RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Desinfestação in vitro de segmentos nodais de oliveira (cv. Arbequina)
Aos sete dias após a inoculação, não foi observada a contaminação em nenhum dos 

tratamentos aplicados. Aos 14 dias, os tratamentos com hipoclorito de sódio em 1,5% por 
20 min de imersão e em 2,5% em 15 min apresentaram 70% e 90% sem contaminação, 
respectivamente, e aos 30 dias, 40% e 80%. No tratamento em que os segmentos nodais 
foram imersos sob agitação por 5 minutos em 5,0% de concentração, apenas foi observado 
a contaminação em 10% aos 30 dias (figura1 e tabela 1).

Figura 1 - Ápices caulinares  de Olea europaea, cv. Aberquina, resultantes do tratamento com 
solução de hipoclorito de sódio a 5,0% e imersão por 5 min.
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T abela 1 - Porcentagem de ausência de contaminação e de explantes vivos de segmentos 
nodais de Olea europaea, cv. Arbequina, aos 30 dias de cultivo in vitro, em função da 

concentração de cloro ativo da solução de hipoclorito de sódio e do tempo de imersão.

Pode-se inferir, que a pré-assepsia das cepas mantidas no viveiro com o fungicida 
sistêmico Azoxystrobin e o fungicida de contato Captan associado com o antibiótico 
estreptomicina, e posterior esterilização com hipoclorito com 5,0% de cloro ativo e 5 min 
de imersão, foi efi ciente para a descontaminação dos segmentos nodais da oliveira, cv. 
Arbequina. 

Donini et al. (2008) também obtiveram alta descontaminação para o cultivo in vitro
dos cultivares Picual, Frantoio e Koroneiki da oliveira utilizando a pulverização das mudas 
matrizes com o antibiótico Agrimicina (Estreptomicina) e o fungicida Cercobin (Thiophanate-
methyl) nas doses de 2,4 e 0,7 g L-1, respectivamente, o que reforça a importância da pré-
assepsia das mudas matrizes, uma vez que, segundo Ribeiro (2016), o uso apenas dos 
tratamentos de assepsia no estabelecimento in vitro de oliveira, comumente ultrapassa os 
50% de contaminação devido à alta interferência de contaminantes presentes no explante.

A não sobrevivência observada dos explantes aos 30 dias da inoculação foi 
resultante da oxidação ocorrida, mesmo com a aplicação dos procedimentos normalmente 
recomendados, com a adição de antioxidantes ao meio de cultivo, manipulação no fl uxo 
laminar sem luminosidade e manutenção dos explantes inoculados no escuro por sete 
dias. Gonçalves (2013), também obteve alto índice de oxidação nos explantes de oliveiras 
cultivadas in vitro, mesmo com o uso de antioxidantes no meio de cultivo.

Segundo Cançado et al. (2013), os principais fatores que impedem a multiplicação de 
oliveira utilizando a tecnologia de cultivo in vitro estão a oxidação por compostos fenólicos 
exsudados pela própria espécie e a elevada taxa de contaminação por micro-organismos 
endossimbiontes. Entretanto, o emprego dessa tecnologia para a propagação em larga 
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escala de mudas de oliveira não deve ser descartado, uma vez que a micropropagação 
pode permitir a redução no tempo do processo de produção das mudas e estas com 
qualidade fi tossanitária (CANÇADO et al., 2013).

3.2 Germinação e desenvolvimento inicial in vitro de bracatinga em 
diferentes meios de cultivo e concentração da sacarose

O tratamento com meio  MS e sacarose em 15 g L-1 foi o ideal, tanto no substrato 
fl orestal como no ágar, com a germinação e plântulas desenvolvidas superiores naquelas 
cultivadas em ágar, com 37,8% e 28,9%, respectivamente, para 13,3% de germinação e 
6,7% de plântulas desenvolvidas em substrato fl orestal (tabelas 2 e 3, fi gura 2).

Tabela 2 - Porcentagem de germinação de sementes de Mimosa scabrella (bracatinga), dada 
pela emergência da plântula e da radícula protrundida, cultivadas em diferentes meios de 

cultivo e de concentração de sacarose, sob condições in vitro.
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Tabela 3 - Porcentagem de plântulas desenvolvidas de Mimosa scabrella (bracatinga), 
cultivadas em diferentes meios de cultivo e de concentração de sacarose, sob condições in 

vitro.

Figura 2 - Plântulas in vitro de Mimosa scabrella (bracatinga) em substrato fl orestal comercial 
(A) e meio MS (B), com as concentrações dos sais em  e sacarose em 15 g L-1.

Os dados obtidos em relação à menor concentração dos sais do meio de cultivo MS 
corroboram com o trabalho de Côrrea da Rosa et al. (2012) com bracatinga, onde foi obtida 
a máxima germinação in vitro no meio ¼ MS, com em torno de 55%. Lédo et al. (2007), 
observaram que o meio de cultura ½ MS foi efi ciente na germinação in vitro de sementes e 
formação de plântulas normais de mangabeira (Hancornia speciosa). 

Com relação a sacarose, Nogueira et al. (2004) também encontraram para a 
germinação in vitro de murici-pequeno (Byrsonima intermedia) que os meios de cultura 
mais efi cientes foram aqueles com o meio MS em 50% dos sais, sem sacarose e com 
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50% dela, apresentando 60% e 100% de germinação, respectivamente. Pereira et al.
(2006), trabalhando com Uncaria guianensis, também obtiveram os maiores porcentuais de 
germinação quando as sementes foram cultivadas com 15,0 g L-1 de sacarose. 

A maior porcentagem de germinação das sementes e desenvolvimento da plântula 
em meio nutritivo com redução dos sais minerais e redução da concentração de sacarose, 
deveu-se, provavelmente, à diminuição do potencial osmótico promovido do referido meio. 
Segundo Stein et al. (2007), a presença de uma concentração maior ou menor de sais e de 
sacarose, ou outros compostos osmoticamente ativos no meio de cultura, pode diminuir a 
disponibilidade de água para a semente, dependendo da espécie e do potencial osmótico 
de suas sementes.

O carboidrato presente no meio de cultura afeta signifi cativamente o crescimento e 
desenvolvimento das plantas in vitro, uma vez que atuam tanto como fonte de carbono e 
energia quanto como reguladores osmóticos do meio (FLORES et al., 2013).

Côrrea da Rosa et al. (2012) esclarecem que existe uma tendência na diminuição 
de sais nos meios de cultura em estudos visando o estabelecimento in vitro através da 
germinação de sementes, com diferentes trabalhos com esta proposta. Entretanto, para 
cada tipo de explante, espécie ou cultivar, o meio de cultura mais adequado deve ser 
determinado experimentalmente ou baseado em literatura (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 
2014).

4 | CONCLUSÃO
Os dados obtidos sugerem que os tratamentos testados para a desinfestação 

de micro-organismos em segmentos nodais da oliveira, nas condições testadas, foram 
efi cientes e que o uso de hipoclorito de sódio em 5% com 5 minutos de imersão é o ideal.

Para a bracatinga, o meio MS solidifi cado com ágar e com  da concentração 
total de sais e 15 g L-1 de sacarose, mostrou ser efi cazes na germinação das sementes 
e desenvolvimento da plântula, podendo ser utilizado como fornecedor de explantes para 
estudos posteriores de micropropagação da espécie.
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