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Nitrato de prata e diferentes tipos de vedacéo na multiplicagdo in vitro de
oliveira ‘Arbequina’

Silver nitrate and different types of sealing on in vitro multiplication of *‘Arbequina’ olive tree

Lorena Pastorini Donini' Georgea Soares Figueiredo" Marcia Wulff Schuch™

-NOTA-

RESUMO

O tipo de tampa utilizado no frasco de cultura é
um fator que ir4 determinar a qualidade do microambiente
dentro dos frascos através das trocas gasosas com o ambiente
externo. Devido a agdo negativa do etileno nas culturas in
vitro, ha estudos sobre os inibidores de etileno, como o nitrato
de prata, porém, ndo abordado na micropropagacédo da
oliveira. Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes
tipos de vedacédo e o efeito do nitrato de prata na multiplicagio
in vitro de oliveira. Para isso, foram utilizados segmentos
nodais de plantas de oliveira cultivadas in vitro, com duas
gemas e sem apice. Os tratamentos constituiram-se de trés
tipos de vedagdo (tampa, papel aluminio e filme plastico) e
nitrato de prata (presenca ou auséncia) adicionado ao meio
MO. Aos 60 dias, o material foi avaliado quanto ao ndmero
médio de brotagdes por explante, comprimento médio da
brotacdo e nimero médio de folhas por brotag&o. Foi observado
que, quando foram utilizados a tampa ou o papel aluminio,
houve maior nimero de brotacdes. A utilizacdo de papel
aluminio como vedagéo proporcionou maior nimero de folhas
e a utilizacdo de nitrato de prata e a vedacdo com papel
aluminio proporcionaram explantes de maior tamanho. Pode-
se concluir que a utilizagdo de papel aluminio como vedagdo
e a adicdo de 10mg L de nitrato de prata ao meio de cultura
MO apresenta melhores resultados na multiplicagéo in vitro
de oliveira cv. ‘Arbequina’.

Palavras-chave: micropropagac¢éo, Olea europaea, regulador
de crescimento, AgNO,.

ABSTRACT

The type of cover used on the culture flask is the
factor that will determine the microenvironment inside the

flasks through gas exchange with external environment. Due
the negative action of ethylene on in vitro cultures, there are
many studies about ethylene inhibitors and one of them is the
silver nitrate. This research aimed to evaluate different types
of sealing and the effect of silver nitrate on in vitro multiplication
of olive tree. Nodal segments of olive tree cultivated in vitro,
with two buds and without apex were used. The treatments
consisted in tree types of sealing (cover, aluminum and plastic
film) and silver nitrate (presence or absence) added in the MO
medium. On the 60" day, it was assessed the average shoot
number per explant, average shoot height and average leaves
number per shoot. It was observed that the use of cover and
aluminum provides higher number of shoots; the use of
aluminum provides the largest average leaves number; the
silver nitrate and sealing with aluminum provides longer size
of explants. The use of aluminum as sealing and the addition
of 10mg L* of silver nitrate in the MO culture medium presents
better results on in vitro multiplication.

Key words: micropropagation, Olea europaea, growth
regulator, AgNO,.

O Brasil ¢ um dos maiores importadores de
produtos de oliveira da América do Sul, sendo a
Argentina um dos maiores fornecedores, além da
Espanha e Portugal (P10 et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2001a). Essa espécie normalmente é propagada por
estacas, no entanto, ainda ndo ha um protocolo de
propagacéo por estaquia definido (OLIVEIRA et al.,
2009; OLIVEIRA etal., 2001b). Um aspecto fundamental
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para realizar a micropropagagao de uma planta frutifera
€ o dominio da tecnologia de propagacdo em
laboratorio, o qual é o resultado de estudos realizados
com os fatores que afetam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas in vitro (SCHUCH &
ERIG, 2005; SOUZAet al., 2008).

O microambiente dentro dos frascos de
cultura parece ser um ambiente homogéneo, mas na
verdade é um dos responsaveis pela variabilidade no
comportamento das culturas, uma vez que os fatores
determinantes para a qualidade do microambiente séo
os tipos de frasco, tipo de tampa e quantidade de meio
presente (SOUZA et al., 2007).

O etileno é um gés regulador de crescimento
produzido pelos vegetais que produz efeitos importantes
e é de grande aplicagdo comercial, mas, no cultivo in
vitro, a produgdo e agdo desse gas afetam diretamente
na resposta do explante, sendo ela positiva ou negativa
(PASQUAL et al., 2002). O ambiente fechado, ao qual os
explantes sdo submetidos, proporciona, de modo geral,
0 acumulo de etileno, que, mesmo em pequenas
concentracgdes, pode ser fisiologicamente ativo e
desencadear varios processos, dentre estes a abscisdo
foliar (NEPOMUCENO et al., 2007).

Devido a acdo negativa do etileno nas
culturas in vitro, ha estudos sobre os inibidores de
etileno (PASQUAL et al., 2002), um deles é o nitrato de
prata (AgNO;) que age inibindo a acdo do etileno (AL-
KHAYRI & AL-BAHRANY, 2001; OZDEN-TOKATLI
etal., 2005). De acordo com GIRIDHAR etal. (2001), o
uso de nitrato de prata tem efeito positivo nos estudos
de multiplicac8o e enraizamento in vitro. Devido & falta
de informagdes sobre a utilizagdo do nitrato de prata
na multiplicacdo in vitro da oliveira, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar diferentes tipos de
vedacéo e a adicdo de nitrato de prata na multiplicacdo
in vitro de oliveira ‘Arbequina’.

Para a realizacdo deste estudo, foram
utilizados segmentos caulinares com duas gemas, sem
apice e com aproximadamente 1cm de comprimento,
obtidos de brotag@es de plantas de oliveira ‘ Arbequina’
cultivadas in vitro. O meio de cultura utilizado foi
constituido pelos sais e vitaminas do MO (RUGINI,
1984), + 100mg L* de inositol + 30g L* de sacarose +
2,199 L' de glutamina, adicionados de 10mg L de
nitrato de prata de acordo com o tratamento (com ou
sem nitrato de prata). O pH (5,8) foi ajustado antes da
inclusdo do agar (0,8%) e o meio foi autoclavado a
121°C e 1,5atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos
contendo 30mL de meio de cultura. Apds a inoculacéo,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento a
25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo
de fétons de 27mmol m2s2.

Os tratamentos constituiram-se de trés tipos
de vedagdo (tampa de aluminio, tampa de papel aluminio
e tampa de filme plastico) e nitrato de prata (presenca
ou auséncia), num fatorial 3x2, totalizando seis
tratamentos. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com quatro repeticdes por
tratamento, em que cada repeti¢do constituiu-se de um
frasco contendo quatro explantes cada. Aos 60 dias de
cultivo, o material foi avaliado quanto ao nimero médio
de brotagdes, comprimento médio das brotacdes e
nimero de folhas/brotacdo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de
Duncan através do programa estatistico SANEST
(ZONTA & MACHADO, 1987).

O desdobramento das médias pelo teste de
Duncan mostrou que, para nimero de brotagoes,
quando foram utilizadas a tampa de metal ou tampa de
papel aluminio, houve maior nimero de brotacdes (1,86
brotacbes), ndo diferindo entre si. Para nimero de
folhas, a utilizacdo de tampa de papel aluminio como
vedacdo proporcionou maiores médias (8,57 folhas)
(Tabela 1). Para comprimento médio de brotacdo, a
utilizacdo de nitrato de prata e a vedagdo com tampa de
papel aluminio proporcionaram brotacdes de maior
tamanho (1,32cm), sendo superiores aos demais
tratamentos (Tabela 1).

Observou-se que os explantes cultivados
em frascos com vedacgdo com tampa de filme plastico
secaram e consequentemente morreram. Isso se deve
ao fato de o meio de cultura ter secado, independente
da adicdo ou ndo do nitrato de prata. No material
mantido em frasco com tampa de metal, também foi
observado que o meio de cultura secou, no entanto, 0s
explantes sobreviveram. O Unico tratamento com tampa
que ndo provocou a desidratacdo do meio de cultura
foi 0 com a tampa de papel aluminio.

Na multiplicacdo in vitro de framboeseira e
amoreira, LEITZKE (2007) observou que a utilizacdo
de papel aluminio proporcionou maior nimero de
brotagBes para amoreira, ndo apresentando diferencas
com a utilizagdo de papel aluminio e filme pléstico. No
presente trabalho, o papel aluminio também
proporcionou bons resultados, mas a utilizacéo do filme
pléstico propiciou os piores resultados durante a
multiplicacdo in vitro de oliveira ‘Arbequina’. CUZZOL
etal. (1996) observaram Gtima sobrevivéncia de plantas
aclimatizadas de Dianthus caryophyllus e atribuem o
sucesso da aclimatizacio a condigdo de baixa umidade
durante o cultivo in vitro oferecida pela vedacdo do
tipo tampas de algodao.

No presente trabalho, pode-se observar
que, mesmo ndo havendo diferencas para nimero de
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Tabela 1 - NOmero médio de brotacdes, folhas por brotagéo e
comprimento médio das brotacdes (cm) de explantes
multiplicados de oliveira (Olea europaea L.)
‘Arbequina’ em meio de cultura com presenca ou
auséncia de nitrato de prata e diferentes tipos de

vedacao.
Vedagédo Numero de brotacdes Numero de folhas
Tampa 1,86 a 5,76 b
Aluminio 1,86a 8,57 a
Filme plastico 0,09b 0,28¢
----- Comprimento das brotagdes (cm) -----
Com nitrato Sem nitrato

Tampa 0,64b A 0,53aA
Aluminio 1,32aA 0,74aB
Filme pléstico 0,00c A 0,12b A

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste e Duncan em nivel de 5% de probabilidade de
erro.

brotagBes e para nimero de folhas, a adi¢ao de nitrato
de prata (10mg L*) associado a vedagdo com papel
aluminio proporcionou maior comprimento das
brota¢des. Resultados semelhantes foram obtidos por
NEPOMUCENO et al. (2007) ao avaliarem dois tipos de
inibidores de etileno no cultivo in vitro de angico. Eles
observaram que, quando utilizaram 5uM de nitrato de
prata no meio de cultura, este promoveu maior nimero
de gemas e maior nimero de brotagfes. Ja quando
utilizaram concentracgéo maior, de 10puM, observaram
maior nimero de folhas.

Na multiplicacdo in vitro de Vanilla
planifolia, GIRIDHAR et al. (2001) observaram efeito
positivo da adigdo de 20uM de nitrato de prata ao meio
de cultura, promovendo maior nimero de brotagdes
(5,6 brotacdes) e aumento no tamanho das brotagoes.
GOH et al. (1997), durante a micropropagacdo de
Garcinia mangostana, observaram que a adigdo de
nitrato de prata nas concentracbes de 10 e 20uM
promoveu aumento significante no nimero de brotos
regenerados. Em trabalho realizado com pistache,
OZDEN-TOKATLI et al. (2005) observaram que a adigdo
de 48uM de nitrato de prata proporcionou aumento da
frequéncia de formacéo de brotacoes (83,3%), quando
comparado ao tratamento controle.

A utilizacdo de nitrato de prata como inibidor
da acéo do etileno pode ter uma resposta variada no
cultivo in vitro. Em algumas espécies, pode estimular a
proliferacdo de calos, regeneracdo de brotos e a
embriogénese somética, porém, em outras espécies,
pode inibir a acdo do etineo (AL-KHAYRI & AL-
BAHRANY, 2001).

De acordo com os resultados obtidos na
presente pesquisa, pode-se concluir que a utilizacdo

de papel aluminio como vedagdo e a adi¢do de 10mg L?
de nitrato de prata ao meio de cultura MO apresentam
melhores resultados na multiplicacédo in vitro de oliveira
cultivar ‘Arbequina’.
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