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Enraizamento ex vitro da oliveira (Olea europaea L.) cv. Galega vulgar

Resumo

O olival € uma das culturas com maior expressdo crescente no nosso pais pelo que,
surge a necessidade de fornecer material vegetal para suprimir as necessidades exigidas

pelos agricultores.

Pelo facto de existirem cultivares de dificil enraizamento por estacaria semi-lenhosa,
tais como a ‘Galega vulgar’, surgiu a necessidade de desenvolvimento de métodos de

propagacao in vitro de modo a garantir plantas sds aos consumidores.

Sendo a méo de obra especializada uma exigéncia e, com o intuito de reduzir o custo de
producdo, pretendemos testar o0 método apresentado que consiste na indugéo radicular in

vitro com enraizamento de explantes ja em condicfes ex vitro.

Para tal, testaram-se diferentes tratamentos que nos permitiram concluir que os
melhores resultados se obtiveram com o clone 1441 e nos tratamentos aos quais se
adicionou AIB diretamente no meio de cultura, com a posterior transferéncia dos

explantes para Jiffy Preforma®.



Ex vitro rooting of olive tree (Olea europaea L.) cv. Galega vulgar

Abstract

Olive groves are one of the fastest growing crops in our country, which is why there is a

need to provide plant material to meet the needs required by farmers.

Due to the fact there are cultivars that are difficult to root using semi-woody cuttings,
such as ‘Galega Vulgar’, there was a need to develop in vitro propagation methods in
order to guarantee healthy plants to consumers.

Since specialized labor is a requirement and, with the aim of reducing production costs,
we intend to test the method presented, which consists of in vitro root induction with
rooting of explants already in ex vitro conditions.

To this end, different treatments were tested, which allowed us to conclude that the best
results were obtained with clone 1441 and in treatments to which AIB was added
directly to the culture medium, with subsequent transfer of the explants to Jiffy

Preforma®.
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1. Introducéo e Objetivos

A Oliveira (Olea europaea L.), € uma espécie com grande importancia econémica e
social no nosso pais, sendo a cultivar (cv.) ‘Galega vulgar’, uma das mais utilizadas em
método de producdo tradicional associada a olivais de largos compassos e reduzidas
producdes por hectare (Garcia, 2005).

Sendo a ‘Galega vulgar’ uma cultivar de grande interesse, derivado das caracteristicas
organoléticas do azeite produzido, surge a possibilidade de utilizar esta cultivar em
novos métodos de producdo oleica, como o olival intensivo regado, e obter rendimentos

que ha algumas décadas eram impensaveis.

Para que a cv. ‘Galega vulgar’ possa ser utilizada nestes novos olivais, ¢ fundamental a
existéncia de plantas no mercado, mas, a mesma, apresenta reduzidas taxas de
enraizamento por estacaria semilenhosa, atualmente a técnica mais utilizada para

propagacao da espécie.

Esta dificuldade de propagagdo da cv. ‘Galega vulgar’ por técnicas de estacaria
convencional, levou a tentativa de propagacdo in vitro da mesma, e, os resultados
obtidos por Peixe et al. (2007), mostram que o processo pode ser aplicado com elevadas
taxas de sucesso.

Ainda assim e apesar de todos os beneficios associados a propagacdo in vitro da
oliveira, este método possui aspetos menos positivos, de onde se destacam, a
necessidade de extremos cuidados de assepsia e a necessidade de pessoal especializado
ao longo do processo, encarecendo 0 mesmo. A mao de obra, representa cerca de 70%

do custo total da planta micro propagada (Peixe, A., comunicagao pessoal).

Tendo por base o protocolo de multiplicagdo in vitro por rebentamento axilar,
desenvolvido para a cultivar ‘Galega Vulgar’ por Peixe et al, (2007), pretendeu-se com

a realizacéo deste trabalho, simplificar a fase de enraizamento in vitro.

A ser conseguido, isso, ndo sé reduzira significativamente os custos associados a mao
de obra, como também melhoraré a qualidade do sistema radicular das plantas, uma vez

que, 0 enraizamento e a respetiva aclimatizacdo, passam a ser efetuados em simultaneo,



com as raizes a desenvolverem-se ja em condicGes ex-vitro e sendo por isso totalmente

funcionais.

Deste modo, procurou-se com este trabalho testar a exequibilidade de diferentes
métodos de enraizamento de explantes de oliveira produzidos in vitro, com vista a
simplificar o processo convencional de enraizamento utilizado no Laboratério de
Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da Universidade de Evora. Maiores taxas de
enraizamento, reducdo de mao de obra e da quantidade de meios de cultura utilizados,

durante a fase de enraizamento, s&o 0s objetivos a atingir.

2. Revisdo Bibliogréafica
2.1. Origem e caracteristicas da Olea europaea L.

A. pertence a familia boténica Oleaceae (Rapoport, 1997), sendo que o género Olea tem

trinta e cinco espécies. (Garcia, 2005).

Dentro do género Olea, podemos incluir todas as oliveiras que se cultivam, a par dos
zambujeiros, havendo distincdo entre estes dois relativamente a sua subespécie, sendo
0s zambujeiros classificados como subespécie sylvestris e as oliveiras como subespécie
sativa. (Rapoport, 1997). A tabela 1 apresenta a classificacdo taxondémica da Olea
europaea L, desde a sua subdiviséo.

Divisdo Spermatophyta
Subdivisdo Magnoliophytina {Angiospermae)

Classe Mognoliopsida (Dicotyledoneae)
Subclasse Lamiidae

Ordem Oleales

Familia Oleaceae
Subfamilia Oleoidaea

Tribo Oleae
Género Olea
Espécie Olea europaea L.

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica Olea europaea L. (Adaptado de Rodrigues, 2009).



O cultivo da oliveira teve origem na Siria e Irdo tendo-se posteriormente difundido para
Ocidente, sendo uma das culturas mais antigas visto datar-se de uma cultura iniciada
entre 4 000- 3 000 anos a.C. (Garcia, 2005).

O inicio da producéo de azeite na Peninsula Ibérica deu-se apos a terceira Guerra Punica
e consecutiva invasdo romana no século Il a.C. ao longo da costa mediterranea (Jorge
Bohm, 2013). No final do seculo XIV, a cultura da oliveira assumiu maior importancia,
tendo aumentado o patriménio nacional de 200 000 ha para 750 000 ha entre o final do
século XIX e o inicio do seculo XX (Gouveia et al., 2002). O mesmo aconteceu nos
restantes paises da zona mediterrénica, onde, ainda nos dias de hoje, se encontra cerca
de 95% do olival cultivado (Garcia, 2005).

Podemos observar na figura 1 o aumento exponencial de producédo ao longo dos ultimos
vinte anos, sendo também clara a alternancia na producdo caracteristica da espécie,

quando se observam dois anos consecutivos.
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Figura 1 - Registo de producéo nacional de azeite (Adaptado de Matos, 2021).

Relativamente a sua morfologia, a oliveira é uma arvore de crescimento lento e com

grande longevidade, de folhagem persistente e de raizes fasciculadas, que dependendo



do tipo de solo, ocupam maioritariamente os 80 cm iniciais (Rodrigues & Correia,
2009).

Com um ciclo anual que se inicia em mar¢o, com 0 aparecimento dos primeiros
rebentos terminais e eclosdo de gomos axilares, inicia floragdo em final de abril
principio de maio, prolongando-se esta até ao inicio de junho, dependendo da regido e
das cultivares. O vingamento do fruto ocorre entre junho e julho e consecutivamente da-
se 0 endurecimento do caroco, sendo este 0 momento em que os frutos comegam a
ganhar calibre. Em outubro inicia-se 0 amadurecimento da drupa, que continua até esta

atingir o estadio 6timo de colheita, definida pelo teor oleico (Garcia,2005).

E uma espécie perfeitamente adaptada ao clima mediterraneo, caracterizado por
invernos suaves e verdes quentes, longos e maioritariamente secos. Sendo uma planta
bianual, ird dar origem a novos lancamentos foliares que posteriormente dardo fruto no
ano seguinte. Inicia o seu repouso vegetativo no fim do Outono com o decréscimo da
temperatura e suporta os valores baixos atingidos por esta no inverno, sendo que a
temperaturas inferiores a 10°C podem causar a morte a ramos e inclusive a parte aérea

da oliveira (Navarro & Parra, 2004).

2.2. Descricao da cultivar estudada (‘Galega Vulgar’)

A cultivar ‘Galega Vulgar’, representada na figura 2, foi em tempos das mais cultivadas
no pais, desde a Beira Interior até ao Algarve, nos olivais extensivos que, com o passar
dos anos, deram lugar & producgdo intensiva de outras cultivares, principalmente pela
suscetibilidade da mesma a pragas e doencas tais como a Gafa, a Mosca, e a
Turberculose. (Cordeiro et al., 2010).



Figura 2 - Cultivar ‘Galega Vulgar’ durante estado de maturagdo
(Adaptado de Rodrigues & Correia, 2009).

E também caracteristica desta cultivar uma entrada em producdo precoce, uma grande
produtividade em anos de safra, mas uma grande alternancia produtiva (Cordeiro et al,
2010).

A nivel de enraizamento por estacaria, a obtencéo de raizes adventicias nesta cultivar é
muito reduzida na estacaria semilenhosa, sendo que apenas esporadicamente se

conseguem ultrapassar os 10% de estacas enraizadas (Peixe et al., 2007).

—~ > )

Figura 3 - Folhas e frutos da cultivar de ‘Galega Vulgar’ (Adaptado de Cordeiro et al, 2010).

A cultivar apresenta caracteristicas morfoldgicas de vigor elevado e porte ereto, com

entrends de tamanho medio (1-3 cm) e inflorescéncias de comprimento médio, com uma



relacdo namero de flores/inflorescéncia médio (18 a 25 flores). As folhas apresentam
uma forma eliptico-lanceolada, de largura e comprimento médio e curvatura do limbo
plana. O fruto tem como caracteristica uma forma ovoide assimétrica, de apice
pontiagudo e base truncada, de mamilo ausento e lenticulas abundantes e pequenas,
sendo que no final da fase de maturacdo se encontra completamente negro. Todos estes
aspetos podem ser observados na figura 3. Os rendimentos em azeite desta cultivar séo
considerados baixos (<18%), mas permitem obter azeite de qualidade regular e levada
estabilidade. O endocarpo apresenta forma eliptica, ligeiramente assimétrico na posi¢ado
A e simétrico na posi¢do B, de didmetro transversal maximo ao centro, com apice
pontiagudo e base arredondada, de superficie lisa e com (7 a 10) sulcos de distribuicdo

uniforme (Cordeiro et al, 2010).

2.3. Formacdao de raizes adventicias

A excecdo da enxertia, a formagdo de raizes adventicias ¢ a base dos métodos de

propagacao que se apresentarao no capitulo seguinte.

Segundo Berthon et al. (1990), Heloir et al. (1996) e Pacurar et al. (2014), o processo
de formacdo de raizes adventicias passa por 3 distintas fases, sendo a primeira a inducéo
radicular, que corresponde ao periodo no qual ocorrem altera¢Ges a nivel molecular e
bioguimico. Posteriormente, segue-se a iniciacdo, ocorrendo logo ap6s a inducdo
radicular, como um evento primordial de organizacao radicular e, por fim, a expressao,
que constitui o desenvolvimento de estruturas e consequente emergéncia de primordios

radiculares.

No entanto, apesar de o processo de formacdo atravessar as fases anteriormente
referidas, existem diferentes tecidos, a partir dos quais se inicia a inducdo radicular.
Assim, 0 processo pode iniciar-se por organogénese direta, como acontece no caso da
cultivar ‘Cobrangosa’, podendo ter origem no cambio vascular, cortex, periciclo ou
feixes vasculares, através de um processo de diferenciacdo celular, que se verifica

maioritariamente em cultivares de facil enraizamento.

Segundo Porfirio (2016), cultivares de dificil enraizamento tais como a ‘Galega Vulgar’

iniciam a inducdo de formacdo de raizes adventicias com origem nas células



parénquimosas do recém-formado calo de cicatrizagdo, apds danos mecanicos induzidos

no processo de preparacao do proprio explante.

Alguns autores defendem que a diferenca de capacidade de enraizamento justifica-se
devido as caracteristicas anatdmicas da propria cultivar, tais como a espessura e
continuidade do anel de esclerénquima. Este anel fibroso, levaria a inibi¢do da formacéo
de raizes ou conexdo destas aos sistemas vasculares do explante, sendo uma barreira
mecanica a emergéncia das mesmas (Ciampi & Gellini, 1963; Qrunfleh et al, 1994).
Posteriormente, verificou-se que este mesmo anel de 3 a 6 camadas de células, ndo
restringe o enraizamento pelo facto de se desagregar durante 0 processo de
enraizamento, mesmo em cultivares onde ocorre apenas a formacdo de calo e ndo a
formacéo radicular (Ayoub & Qrunflesh 2006, 2008).

Podemos assim afirmar que a capacidade de enraizamento da oliveira, a par de outras
espécies, mesmo que auxiliado por reguladores de crescimento, depende do gendtipo
com que trabalhamos. Exemplo disso, € a comparacdo entre as oliveiras das cultivares
‘Cobrangosa’ e ‘Galega Vulgar’, em que, a primeira, apresenta taxas de formacéo de
raizes adventicias de 70%, enquanto na segunda, como ja referido anteriormente,
dificilmente se conseguem taxas superiores a 10%, isto, quando propagadas nas mesmas

condicdes por estacaria semilenhosa (Peixe, 2007).

A formacdo de raizes adventicias € recorrentemente auxiliada por indutores de
enraizamento, sendo as auxinas as fitohormonas mais utilizadas e com melhores

resultados na formacdo das mesmas.
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Figura 4 - Eventos histologicos que ocorrem durante a formacao de raizes adventicias em estacas de
oliveira apds tratamento indutivo de raizes com 14.7 mMde AIB. (A) Estrutura anatémica do caule
antes do tratamento com AIB, mostra o feixe vascular (Pi,medula; Co, cértex; Ep,epiderme; Ph,
floema; X, xilema); (B) células no cortex readquirem caracteristicas meristematicas, com citoplasma
denso, nucleos grandes e nucléolos visiveis (setas) (Ep, epiderme; Co, cortex); (C) primeiras
divisGes celulares (Cd) levam a formacdo do calo; (D) o corte do caule mostra duas estruturas
meristemoides (Me) no floema superior; (E) zonas radiculares morfogénicas (Rf) desenvolvendo-se
a partir de células subepidérmicas; (F) primdrdio radicular (Rp), coifa (rc) e sistema vascular
diferenciado (Vs). As ampliagcGes das areas circuladas sdo mostradas nas inser¢des de figuras
(Adaptado de Macedo et al, 2013).

A figura 4 apresenta um estudo realizado por Macedo et al (2013), no qual observou
que, explantes de ‘Galega Vulgar’ instalados in vitro, iniciam eventos correspondentes a
fase de inducdo radicular, nas primeiras 96 h apos efetuado o tratamento com recurso a
auxinas, quando as células obtém caracteristicas meristematicas. De 96 h até as 336 h
apos tratamento, os primordios meristematicos foram observados, correspondendo a
fase de iniciacdo. Posteriormente, observou altas taxas de atividade mitética, levando a

fase de expressdo, que se terdo iniciado 528 h apos o tratamento de inducéo radicular.

Segundo Del Rio et al., (1986), em oliveiras, a concentracdo enddgena de auxinas é um
fator limitante ao enraizamento, sendo normalmente necessaria a sua aplicacdo exdgena.
O Acido-Indol-3-Butirico, uma auxina sintetizada quimicamente, é recorrentemente

utilizado para este fim.



2.4. Técnicas de propagacao
2.4.1. Técnicas de propagacao tradicionais
2.4.1.1. Propagacao através de 6vulos

Os o6vulos ou zuecas, como sdo conhecidas em Espanha, sdo protuberancias onde a
circulacdo de seiva desacelera, normalmente em pontos de unido das raizes com o
tronco (Garcia, 2005).

Figura 5 - Ovulo de uma oliveira e rebento obtido a partir de um 6vulo
(Adaptado de Fabbri, 2004).

Este método de propagacéo, tal como apresentado na figura 5, consiste em retirar estas
perturberancias da arvore através do corte com um instrumento afiado e dividir estas em
pequenos pedacos de 15 a 20 cm. Devido ao facto de este material vegetal ser rico em
substancias de reserva e possuir um elevado nimero de gomos adventicios (Peixe et al,
2010), apoés transplantado para viveiro e colocado num solo arenoso para evitar
dessecagdo do mesmo na altura de transplantacdo, esta estrutura lenhosa origina um
elevado nimero de rebentos adventicios que depois de escolhidos consoante o vigor
pretendido, se podem transferir para local definitivo (Garcia, 2005). O principal

inconveniente deste método € a possibilidade de retirar apenas material vegetal em



arvores em fim de vida com o intuito de ndo condenar as mesmas & morte pela poda

vigorosa numa zona critica a circulagdo de seiva.

2.4.1.2. Propagacao através de pélas

Esta técnica é idéntica a de propagacgdo através de oOvulos, diferindo, no entanto, no

material vegetal utilizado.

Figura 6 - Rebentos de oliveira utilizados para multiplicacdo por Pblas
(Adaptado de Blog Terramanhada, 2013).

Neste caso, estimulava-se a inducdo radicular dos rebentos adventicios formados na
base da arvore, conhecidos também por pés-de-burro ou burricos, através da cobertura
da base dos mesmos com uma camada de terra ou estrangulando o tronco destes com

um descasque anelar.

Estes rebentos poderiam posteriormente ser transferidos para viveiro ou até mesmo para
local definitivo visto estarem aptos para tal com a presenca de sistema radicular. No

entanto, as plantas obtidas através desta técnica apresentam um crescimento lento e de

10



frutificagdo demorada (Garcia, 2005). A figura 6 retrata o exemplo do que seria uma
oliveira preparada para o destaque dos rebentos adventicios.

2.4.1.3. Propagacao por mergulhia

Este antigo método de propagacéo, tal como apresenta a figura 7, consiste em curvar 0s
rebentos adventicios que se encontram no colo da arvore e enterrar parte destes
novamente no solo. Esta técnica permite a formacdo de raizes, e ap6s estas formadas,
pode separar-se do pé mée e colocar as mesmas em local definitivo. E, no entanto, uma
técnica morosa e que condiciona a época de colheita pela necessidade de manutencéao

destes lancamentos no solo ao redor da arvore.

Figura 7 - Exemplo de inducdo de enraizamento através de mergulhia.

Fonte: https://www.cultivando.com.br/o-gue-e-merqulhia/.

2.4.1.4. Propagacéo por estacaria lenhosa

A propagacdo por estacaria lenhosa é o0 método mais antigo de propagar a oliveira e,
para se obterem os melhores resultados, devem utilizar-se estruturas vegetativas com 2 a
3 anos de idade. Estas estruturas retiram-se de arvores normalmente apds a realizacao de

podas vigorosas, sendo entéo transportadas para uma zona de plantagdo onde se procede
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ao corte em pequenos trogos de 25 a 40 cm. Em certos casos, colocam-se as estruturas
diretamente em local definitivo, onde apds a abertura de uma cova, se colocam trés a
quatro segmentos de estruturas vegetativas em forma de tripé e com alguma inclinacéo,
de modo a obter rebentos que posteriormente serdo conduzidos consoante a requerida
quantidade e caracteristicas fisicas tais como o vigor dos mesmos (Garcia, 2005).
Podem também ser plantadas as estruturas, apds retirado o material vegetal da arvore
mée, num viveiro de grandes dimensdes, nas quais estes trocos de arvore se dispersem
entre 30 a 40 cm de distancia, por uma cova com caracteristicas de solo préprias, sendo

o ideal um solo fresco, fértil e himido (figura 8).

Figura 8 - Viveiro de estacaria lenhosa (Adaptado de Peixe et al, 2010).

Ap0s serem retiradas do solo, estas sdo divididas consoante o nimero de plantas obtido
de cada troco e colocadas em novo viveiro com caracteristicas de solo idénticas ao
destino final, de modo a adaptar as plantas as condigdes para as quais se destinam em
local definitivo.

2.4.1.5. Propagacéao por enxertia

A propagacdo através de enxerto € um método bastante antigo que permite difundir

cultivares com caracteristicas de interesse e aproveitar caracteristicas particulares de
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certos porta-enxertos (Peixe et al, 2013). Esta técnica pode ser realizada através da
enxertia de garfo sobre um porta enxerto obtido seminalmente ou em enxertia de placa
ja em plantas com 3 a 5 anos de idade, no caso de necessidade de substituicdo de uma
cultivar ja instalada no campo, ou em viveiro se pretendido o uso do porta-enxerto

devido a caracteristicas de interesse que 0 mesmo possua.

No caso da enxertia por garfo, inicia-se com a sementeira da cultivar desejada para
servir de porta-enxerto, sendo fulcral utilizar cultivares cuja taxa de germinacdo da
semente seja de percentagem elevada, visto ser um processo moroso até a formacéo do
porta enxerto. Os fatores que limitam a germinacdo da semente sdo a dureza do

endocarpo e a dorméncia fisioldgica do embrido (Peixe et al, 2013).

Posteriormente, ap6s o crescimento das plantas vingadas, é incrustado um troco de
material vegetal no porta enxerto, em forma de cunha, e atada a zona de contacto para

promover a unido de ambos (figura 9).

Figura 9 - Exemplo de enxertia de garfo e cavalo (Adaptado de

http://www.internationaloliveoil.org/projects/paginas/Section-c.htm).

A possibilidade de obter porta enxertos com caracteristicas interessantes tais como a
resisténcia ao Verticillium dahliae e de caracteristicas ananicantes para olivais
intensivos, sdo fatores a ter em conta para justificar o desenvolvimento desta técnica
(Peixe et al, 2013).
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Outro método utilizado é a enxertia de placa (ou borbulha), na qual as taxas de sucesso
sdo bastantes elevadas. Esta técnica, como apresentado na figura 10, consiste na
remocdo de uma placa, que contenha um gomo de um porta-enxerto e consequente
substituicdo deste espaco por uma nova placa. Esta placa deve retirar-se de um ramo de
uma planta com 1 a 2 anos, com as caracteristicas fenotipicas que queiramos que esta

expresse.

Figura 10 - Exemplo de enxerto por placa em oliveira adulta
(Adaptado de Lopes & Pinto, 2010).

Posteriormente a zona onde ocorreu esta operacdo é isolada com manga pléastica e
aguarda-se o desenvolvimento do novo gomo. Se 0 enxerto se desenvolver com sucesso,
este novo rebento ird expressar as caracteristicas pretendidas, mantendo as
caracteristicas de interesse referentes ao gendtipo do porta enxerto. Este método é
recorrentemente utilizado com o intuito de substituir o regenerar arvores afetadas no

campo por acao de maquinaria ou acidentes climéticos (Peixe et al, 2013).

2.5. Técnicas modernas de propagagao

A exigéncia de maior numero de plantas por parte dos agricultores, esta diretamente

associada ao maior consumo de azeite a nivel mundial e, consequentemente, a0 aumento
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de densidades de plantas por hectare comparativamente aos compassos de cultivo
utilizados no passado.

Como tal, desenvolveram-se metodos de propagacdo para suprimir as necessidades

exigidas aos viveiristas.

2.5.1. Propagacao por estacaria semi-lenhosa

O processo inicia-se com colheita de varas que, segundo Natividade (1943), apresentam
maior taxa de enraizamento caso obtidas entre a altura da colheita de azeitona e o inicio
do abrolhamento primaveril, sendo os ramos estiolados os que melhor resultados
apresentaram, no que toca a material vegetal. Como tal, o material vegetal deve ser
recolhido de lancamentos anuais de campos de plantas mée, cujo Unico objetivo é o de
fornecer estacas para propagacdo. Apds a colheita de estacas, 0s restantes ramos
provenientes dos pés-méae sdo cortados e esperam-se novos lancamentos para repetir o

processo.

Estas estacas, providas de folhas, sdo colocadas em estufas de enraizamento de modo a
iniciar a emissdo de raizes na base das estacas, fase esta que € denominada por fase de
enraizamento. Nestas camaras, encontram-se condi¢bes de humidade na ordem dos
100%, garantida por aspersores de nebulizacdo centrados nas mesas, e temperatura entre
20 e 25°C garantida por condutas de agua conduzidas no fundo da bancada de
enraizamento, fomentando um diferencial positivo entre a temperatura basal e a
temperatura ambiente. De modo a fomentar o enraizamento, sdo utilizados diversos
tipos de substratos, sendo os mais comuns a base de Perlite, Vermiculite, gravilha e
areia, sendo normal o periodo de enraizamento decorrer durante 60 dias (Peixe et al,
2013). A figura 11 retrata uma cama de perlite em uso, com as respetivas estacas a

enraizar.

A técnica baseia-se na compensacao de humidade que pequenas estacas de langamentos
do ano perdem, através da transpiracdo das folhas, devido & auséncia de sistema
radicular. A nebulizagdo permite um aumento da tensdo de vapor, mantendo as folhas
das estacas com uma fina pelicula de agua e diminuindo consecutivamente a

temperatura dos tecidos das folhas. Este efeito permite reduzir ao minimo a transpiragédo
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por parte das folhas e manter as mesmas na estaca durante o processo de formagao
radicular (Garcia, 2005).

Figura 11- Exemplo de bancada de enraizamento com cama de Perlite

(Adaptado de https://olivopampa.com.br/?page_id=6978).

Um dos principais fatores que influencia a rizogénese, é o tratamento da base das
estacas com reguladores de crescimento, mais propriamente a base de auxinas, tais
como o &cido-indolbutirico (AIB). Ensaios realizados no Centro de Melhoria e
Demonstragdes Técnicas de Cordoba, em diversas variedadades, tipos de estaca e
concentragOes de AlB, apresentaram resultados que indicam uma concentracdo em AlB
ideal na ordem dos 3 000ppm (Garcia, 2005).

Por fim, quando enraizadas, as estacas sdo ensacadas ou envasadas e transferidas por
norma para um estufim onde realizam o processo de aclimatacdo e é reduzido o
processo de nebulizacdo gradualmente (Garcia, 2005). Posteriormente, depois de

aclimatadas, as plantas estdo prontas a ser transferidas para local definitivo.

Segundo ensaios realizados na provincia de Cordoba pelo Departamento de Olivicultura
do Centro de Investigacdo e Desenvolvimento Agrario (CIDA), em colaboracdo com a
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Dire¢do de Producdo Vegetal da Delegacdo de Agricultura de Cordoba, compararam-se
diversos métodos de propagacdo vegetal com esta técnica. Comparativamente aos
métodos mais antigos de propagacao vegetal, verificaram-se melhores resultados através
da propagacdo por estacaria semilenhosa, na qual se observou crescimento vegetativo
consideravelmente superior e a reducdo de um ano de periodo improdutivo apos
plantagdo, compensando deste modo custos acrescidos associados a elaboracdo da
técnica e facilidade de conducdo da planta através da poda de formacdo realizada no

periodo de aclimatacéo, ainda em viveiro (Garcia, 2005).

2.5.2. Propagacao in vitro

De acordo com Boustany et al. (2019), a propagacdo in vitro, tem como objetivo
promover a proliferacdo de diferentes partes de planas, sob ambiente intensamente

controlado num contexto de produgdo em larga escala.

O recurso a esta técnica de propagacdo permite-nos, a partir de pequenos segmentos de
tecidos provenientes de plantas mae, obter uma vasta quantidade de plantas com

caracteristicas idénticas entre si.

Segundo Thorpe (2007), as plantas produzidas in vitro por se desenvolverem em
ambiente totalmente isento de contaminantes, possuem caracteristicas superiores
comparativamente a plantas produzidas por propagacdo através de métodos

convencionais tais como a estacaria.

No entanto, os principais fatores de interesse para a realizacdo da técnica, consistem na
estandardizacdo de um processo de rapida propagacdo de cultivares de dificil
enraizamento por métodos tradicionais, aliada com a producdo de plantas livres de
virus, quando a cultura de meristemas é utilizada e ainda a possibilidade de conservacéao

de germoplasma (Lambardi & Rugini, 2003).
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2.5.2.1. Os meios de cultura

Autores como Rkhis et al., (2011), ou Zuccherelli & Zuccherelli (2002) reconheceram
que o meio de cultura Olive Medium (OM), desenvolvido por Rugini em 1984, contém
os elementos macro e micro essenciais para a proliferacdo de cultura in vitro para
oliveira. A presenca de manitol como fonte de carbono e zeatina como regulador de
crescimento para 0s explantes permitiu o desenvolvimento dos mesmos com elevadas

taxas de multiplicacdo nos ensaios realizados.

Rugini (1984) documentou que dentro das citocininas, a zeatina € o melhor regulador de
crescimento para a rapida proliferacdo de explantes em oliveira. Porém, o uso de zeatina
como regulador de crescimento torna o método caro, pelo que Peixe et al,.(2007)
conduziu um estudo no qual testou o uso de BAP e &gua de coco como alternativa a
zeatina, conseguindo com estes o enraizamento de ‘Galega Vulgar’, ndo tendo todavia

resultado com outras cultivares.

No que diz respeito aos constituintes do meio de cultura, a agua € o componente mais
abundante, visto ser utilizado como base de elaboracdo do mesmo. De modo a assegurar
a sua esterilidade, esta é purificada antes do seu uso, devido a possibilidade de
contaminagfes associada a mesma, podendo colocar em risco todo o processo de
multiplicacdo. Recorrentemente, a 4gua € destilada de modo a eliminar compostos
organicos ou, se possivel, filtrada através de um processo de osmose inversa. Para
assegurar que a sua composicdo mineral ndo altera a composicdo do meio de cultura,

antes de esterilizada a &gua deve ser desmineralizada.

Além de agua, o uso de agentes gelificantes tais como o agar-agar ou a gelrite,
permitem fornecer a consisténcia necessaria ao meio de cultura, assegurando o suporte
dos explantes e permitindo posteriormente fomentar o crescimento radicular dos

mesmaos.

No que diz respeito aos sais minerais utilizados, estes dividem-se em macronutrientes e
micronutrientes, e s@o utilizados respetivamente em quantidades milimolares e

micromolares.

Aliados a estes, os hidratos de carbono atuam como fonte de energia para os tecidos

vegetais, visto a capacidade fotossintética dos explantes ser nula. Segundo Peixe
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(comunicacédo pessoal), permitem também regular o potencial osmotico no proprio meio
de cultura, sendo a sacarose recorrentemente utilizada em véarios protocolos de
micropropagacdo. Nao sendo a sacarose o ideal para meios de propagacédo de oliveira,
Leva (2011), prop6s a sua substituicdo por manitol, sendo este nos dias de hoje, bastante

utilizado em protocolos de propagacéo de oliveira (Peixe, 2013).

2.5.2.2. As plantas mée

O trabalho de micropropagacdo in vitro inicia-se com a recolha de material vegetal
necessario para a instalacao da cultura. O material vegetal que dara origem ao explante
inicial da cultura in vitro, é obtido a partir de estacas uninodais pertencentes ao
crescimento do ano, com o objetivo de fomentar o rebentamento axilar proveniente das

células meristematicas presentes no mesmo.

Relativamente a idade do explante inicial, verifica-se melhor resposta quando utilizados
explantes proximos da condicdo juvenil provenientes de crescimentos do ano de 15 a 20
cm de comprimento, segmentados em trocos com um né comprimento de 1 a 2 cm,
como representado na figura 12. Apo6s a remocdo de folhas dos mesmos, estes sdo

colocados em meio de cultura OM dando inicio a instalacdo da cultura (Ribeiro, 2016).
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Figura 12 - Preparagdo de explante para instalar a cultura in vitro.

De acordo com Peixe (2020), o crescimento, a morfogénese e as taxas de enraizamento
obtidas estdo diretamente associadas a recolha do explante, sendo fulcral para obter
sucesso no procedimento, a desinfecdo do mesmo e a realizacdo de testes com o intuito

de despistar problemas fitossanitarios tais como viroses.

2.5.2.3. As fases do processo

2.5.2.3.1. Fase de iniciacao asséptica

A iniciacdo asséptica, tem como objetivo garantir a desinfecdo de todo o material
vegetal, removendo os agentes patogénicos que podem colocar em causa toda a taxa de
sucesso do método, através de problemas tais como oxidacfes e desenvolvimento de

fungos, ou bactérias no meio de cultura.
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Martino et al (1999) obteve sucesso no processo de esterilizagdo e consequentemente
elevadas taxas de sobrevivéncia de explantes de ‘Moraiolo’ apds imersdo dos mesmos
durante 5 minutos em 0.05-0.1% de HgCl., posteriormente enxaguados em agua
esterilizada e tratada com 15% de hipoclorito de sodio, e seguido de novo

enxaguamento por trés vezes em agua estéril.

O procedimento de lavagem em agua corrente durante 30 minutos seguida de imersao
em solucdo agitada de 12% de hipoclorito de so6dio por 8 minutos, terminando com a
lavagem por 3 vezes em &gua destilada esterilizada, verifica-se eficaz, de acordo com
Ribeiro (2016).

2.5.2.4. Fase de Multiplicacdo e Alongamento

Posteriormente a obtencdo de explantes isentos de contaminagdes durante a fase de
iniciacdo asséptica, da-se inicio a fase de multiplicacdo. Esta fase tem como objetivo
garantir taxas de sucesso elevadas, que permitam a propagacdo de material vegetal em
larga escala, sendo que ha repeticdo consecutiva deste processo ao longo do ciclo de
multiplicacdo, pela necessidade de obter clones dadores de material vegetal de modo a

criar uma alta taxa de multiplicacao.

Geralmente, nesta fase é importante o balanco de reguladores de crescimento
adicionados ao meio, assim como o fornecimento adequado de nutrientes organicos e
inorganicos de modo a favorecer o rapido crescimento dos propagulos. De acordo com
Cancado Braga, Souza, Nunes, Ribeiro e Soares (2012), o recurso a iluminacdo e

humidade relativa controlada fomentam um crescimento mais rapido dos explantes.

Porém, a proliferagdo de lancamentos ¢ uma dificuldade no processo dependendo do
genotipo utilizado, e da concentracdo de citocininas presentes no meio de cultura
(Radmann et al.,2011).

Os explantes, aos quais podemos chamar “Propdgulos”, tém esta denominagdo pelo
facto de poderem ser propagados ou multiplicados em sucessivas subculturas para

obtenc¢do de novo material de propagacdo em quantidades superiores.
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Estes explantes, obtidos de rebentos axilares de material propagado inicialmente, sdo
posteriormente fragmentados em pequenos langamentos uninodais e colocados em meio

de cultura, no qual se promove o seu alongamento.

Posteriormente, transferem-se para meio com teor auxinico elevado, de modo a induzir

0 Seu enraizamento.

2.5.2.5. Fase de inducéo radicular

2.5.2.5.1. Enrizamento in vitro

A rizogénese é considerada uma fase de grande importancia no processo de propagacao
in vitro visto influenciar diretamente a seguinte fase de aclimatizagdo de explantes em

ambiente externo (ex vitro), (Rocha et al, 2008).

A necessidade de inducdo radicular, estd associada a capacidade de a planta equilibrar o
processo evapotranspiratorio realizado pela sua parte superior. A inducdo radicular é
regularmente realizada através de aplicacdo de auxinas no meio de cultura, sendo que as
mesmas promovem o alongamento celular e consequentemente, o desenvolvimento de
raizes adventicias. No entanto, auxinas em excesso podem inibir a rizogénese e

promover a calogenese (Cancado et al, 2012).

Outro fator a ter em conta no enraizamento de explantes, tem sido o recurso a carvao
ativado em meio de cultura. Este permite a absorcdo de compostos fendlicos
prejudiciais para a planta, que podem levar a inibicdo de desenvolvimento radicular ou
até morte do explante, tais como oxidagdes. Além dos beneficios descritos, 0 uso desta
substancia permite o escurecimento do meio de cultura, aumentando a percentagem de
enraizamento in vitro, quando os valores associados a uma dada cultivar sdo reduzidos,

comparativamente ao mesmo meio em presenca de luz (Mencuccini, 2003).

Também Mencuccini (1995) documentou que a proliferacdo de raizes poderia ser
alcangada mantendo a cultura em ambiente escuro. Este fenomeno foi observado

também por Rugini et al., (1993) ao pintar a base dos frascos de cultura.
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Porém, mesmo obtendo um correto enraizamento na fase anteriormente descrita, a fase
de aclimatacdo é uma barreira, pelo facto das plantas se transferirem com raiz nua, e a
maioria das raizes adventicias com as quais as plantas sdo transferidas, ndo se

encontrarem funcionais.

2.5.2.5.2. Enraizamento ex vitro e pré-aclimatizacao

Com o intuito de reduzir os custos de producdo e médo de obra inerente ao método de
propagacdo in vitro, Viriato (2016) utilizou clones de cultivar 1441 e 2022 do
Laboratorio de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da Universidade de Evora que,
apos imersdo em solucdo auxinica de ANA e AIB (540 ppm e 3000ppm), colocou em
substrato de Jiffy Preformas®, pastilhas de coco prensadas ou meio OM, consoante 0
tratamento. Concluiu com os ensaios realizados que o clone que melhor resultados
obteve foi 0 1441, e que a auxina que mais favoreceu a expressdo radicular foi o AIB
devido a sua estabilidade entre o eficiente e a possivel toxicidade para os explantes.
Porém, devido a um numero elevado de contaminacdes nos meios de cultura utilizados,

ndo foi possivel tirar conclus@es entre o enraizamento ex vitro * in vitro.

Também Leva (2011), testou a exequibilidade de um tratamento idéntico, ao utilizar
explantes de cultivar ‘Coratina’, ‘Murino’, ‘Correggiolo’, ‘Frantoio’, ‘Maremmano’,
‘Picholine’ e ‘S.Francesco’ no qual promoveu a fase de iniciacdo e enraizamento em
substrato de fibra de coco, ap6s imersdo rapida em solucdo de ANA a 500ppm. Estas
cultivares tiveram proveniéncia de diferentes subculturas (5, 6 e 7 especificamente) e
apos transferéncia para ex vitro, mantiveram-se em condic¢Ges controladas de 25°C,
humidade relativa de 80-85%, uma radiagdo 40 uM m-? s-%, variando o fotoperiodo aos
quais os explantes foram expostos, entre fotoperiodo continuo e fotoperiodo de 16h de

auséncia de luz.

Leva (2011) observou a formagéo de raizes adventicias em todas as cultivares testadas,
sendo que, os melhores resultados obtiveram-se nas cultivares com maior nimero de
subculturas antes da transferéncia para ex vitro, aliada a presenca de luz continua sendo

esta um pré-requisito para o sucesso do método. Os explantes expostos ao fotoperiodo
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de 16h apresentaram enraizamento insignificante e ndo sobreviveram ao processo de

aclimatagéo.

Obtiveram-se também diferencas no enraizamento entre as cultivares utlizadas, sendo a
‘S.Francesco’ a cultivar que melhores taxas de enraizamento obteve com 76%,
comparativamente as cultivares ‘Correggiolo’e ‘Frantoio’ que obtiveram 28% e 40 %

respetivamente.

2.5.2.6. Fase de aclimatacéo de explantes enraizados in vitro

A fase de aclimatacdo, visa fornecer aos explantes, condi¢cdes propicias para 0 seu
posterior desenvolvimento, visto estes serem suscetiveis a stresses no processo de
transplante de meio de cultura. Como tal, deve-se permitir a adaptacdo da planta ao
meio ao fornecer condicOes autotroficas, diminuindo a humidade relativa dos

recipientes de cultura (Peixe, A., comunicacdo pessoal).

Um fator de grande importancia no processo de aclimatacdo, é a necessidade de
fomentar a sintese de cutina das folhas. Esta necessidade deve-se ao facto de a cutina
estar diretamente ligada a abertura estomatica, e sendo a humidade relativa elevada, a
planta reduz a sintese de cutina e o processo de abertura e fecho dos estomas é
insuficiente, podendo levar a desidratacdo da planta. O aumento da sintese pode ser
fomentado com a substituicdo da tampa dos frascos de cultura por filme plastico, sendo
que este é furado gradualmente, de modo a equilibrar o gradiente de humidades

existente dentro e fora dos frascos (Cancado et al,2012).

3. Material e métodos
3.1. Local de trabalho

Todos os ensaios realizados e consequente obtencdo de resultados, tomaram lugar no

Laboratorio de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da Universidade de Evora.
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3.2. Materiais

3.2.1. Material vegetal

Foram utilizados exlpantes uninodais de trés distintos clones de cultivar de ‘Galega
vulgar’ j& instalados em cultura in vitro, no Laboratério de Melhoramento da

Universidade de Evora.

Estes clones, tiveram origem num programa de selecdo clonal iniciado pelo Professor
Antero Martins e pelo Engenheiro Luis Santos, pertencentes ao Instituto Superior de
Agronomia e Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, respetivamente.
A selecéo clonal realizada, foi avaliada posteriormente no ambito do projeto Agro 683,
que consistia no desenvolvimento integrado de estratégias para reabilitacdo da cultivar
‘Galega vulgar’, como cultivar de charneira no patrimonio oleicola Nacional, com o
intuito de apurar a capacidade de enraizamento, presenca de virus, capacidade produtiva

e teores de gordura na matéria seca.

Dos clones avaliados, foram instalados em cultura in vitro os identificados com as

referéncias cl2022; cl1053 e cl1441, que foram utilizados nos ensaios.

3.2.2. Meios de cultura e substratos utilizados

3.2.2.1. Meios de cultura

O meio de cultura base utilizado em ambas as fases de multiplicagéo e de expressao do

enraizamento, foi 0 meio OM (Olive Medium) proposto por Rugini (1984).

Este meio foi especialmente desenvolvido para a estimular a formacdo de gomos
axilares e crescimento de rebentos nas estacas multiplicadas. Uma das principais
caracteristicas deste, € 0 uso de azoto organico e uma concentracao superior de Ca, S, P,
B, Cu, Zn e Mg relativamente ao meio MS, também muito utilizado em cultura in vitro
(Peixe, 2013).

A tabela 2 apresenta os constituintes do meio de cultura OM que foi utilizado durante

todas as fases do ciclo de cultura in vitro.
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Para além da composicdo mineral, vitaminas e aminoacidos que compdem o meio de

cultura, também se utilizaram reguladores de crescimento em

pretendido em cada fase de desenvolvimento da cultura.

funcdo do objetivo

Macronutrientes mg L-!
CaCl, 333,2
KNOs 1100
Ca(NO3)2 4H20 600
KCl 500
MgS047H,0 1500
KH,PO, 340
NH4NO; 412

Micronutrientes mg L-!
MnS044H,0 22,3
HsBO; 12,4
ZnS0,47H,0 14,3
NaMoO4H,0 0,25
CuS045H,0 0,25
CoCl,6H,0 0,025
Kl 0,83
Fe-EDTA mg L-!
Na,EDTA 2H20 41,3
FeSO,4 7H,0 27,85
Vitaminas mg L-!
Tiamina HCL 0,5
Acido nicotinico 5
Piridoxina HCL 0,5
Acido Félico 0,5
Biotina 0,05
Glicina 2
Mio-inositol 100
Aminoacidos mg L-!
L-Glutamina 2194

Tabela 2 - Composicdo de meio de cultura OM (Adaptado de Rugini, 1984).
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3.2.2.2. Substratos utilizados

Com o intuito de permitir a expressdo radical apos a iniciacdo realizada em meio de
cultura ou, no caso de um dos tratamentos efetuados em que se colocaram os explantes
diretamente ap6s imersdo rapida em solucdo concentrada de AIB (ver cap. 3.3.6),
utilizaram-se pequenos cubos de substrato, constituidos por uma mistura de turfa e fibra
de coco, num récio de (30-70%) de seu nome Jiffy®Preformas. Estes pequenos alvéolos

de substrato contém um teor de humidade elevado e possuem um pH entre 4.7 e 5.3.

Figura 13 - Jiffy®Preformas ja seccionado e pronto a receber os explantes.

O seu fornecimento é realizado em placas plasticas de 104 alvéolos, que possibilitam o
seu corte ao tamanho desejado para inser¢do em caixas plasticas utilizadas na fase de

expressao radical, tal como demonstra a figura 13.

De modo a possibilitar o correto alongamento radical durante a fase de aclimatag&o,
utilizaram-se Jiffy®Growblock’s, representados na figura 14, que consistem em cubos
de fibra de coco desidratada, e que, apés a sua hidratacdo, acolhem o alvéolo de

Jiffy®Preformas, permitindo receber plantas com raiz protegida com total facilidade.
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Figura 14 - Jiffy® Growblocks previamente a da sua hidratagéo.

Figura 15 - Cultura instalada em tabuleiros plasticos em condicdes de estufa.
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Os Jiffy®Growblock’s, ap6s hidratacdo em agua, utilizaram-se com recurso a tabuleiros
de plastico de 40 alvéolos, como se pode observar na figura 15, 0 que permitiu manter

as plantas bastante proximas umas das outras, auxiliando a manipulagdo dos mesmos.

3.2.2.3. Recipientes de enraizamento e aclimatacéo

Utilizaram-se frascos de vidro no processo de multiplicacdo de explantes e na inducao
de enraizamento para 0s tratamentos que se conduziram em cultura in vitro,
previamente a colocagdo destes em substrato. Estes frascos, de 480ml de volume, foram
fechados com duas tiras de plastico parafilm cruzado (figura 16) de modo a reduzir as
trocas de humidade do meio com o exterior, permitindo as mesmas em caso de

humidade excessiva, sem comprometer a esterilidade do seu interior.

Figura 16 - Frascos de cultura fechados com parafilm.
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No momento de colocagdo dos explantes em substrato, recorreu-se ao uso de caixas
plasticas, representadas na figura 17, que albergam as Jiffy®Preformas nos seus
respetivos tabuleiros, cortados @ medida destas. Cada caixa possui a capacidade de
acolher 20 explantes, a mesma quantidade de explantes presentes em cada frasco de
vidro na fase de enraizamento. A principal particularidade destas caixas, € a capacidade
de permuta de trocas gasosas com 0 exterior, sem que ocorra perda da elevada
humidade que esta contem, derivado de uma pelicula porosa colocada na tampa das

mesmas.

Figura 17 - Caixas plasticas apés instalacdo de cultura em Jiffy® Preformas.

A figura 18 apresenta as campéanulas utilizadas durante a fase de aclimatacéo, sendo
estas campanulas de pléastico com cobertura de acrilico, utilizadas para colocar 0s
tabuleiros de Jiffy®Growblocks, permitindo manter a humidade relativa superior a

existente no meio envolvente.
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Figura 18 - Campénulas utilizadas durante a fase de aclimatacéo.

Além destes, foram utilizados diversos materiais de corte e suporte, tais como pingas e
bisturis, utilizados regularmente nos métodos de propagacdo in vitro para manusear 0s

explantes nas distintas fases do processo.

3.3. Métodos

3.3.1. Esterilizacao de materiais

De modo a assegurar a esterilidade do meio de cultura e dos proprios explantes, toda a
manipulacdo realizada no processo de propagacdo in vitro, realizou-se no perimetro

estéril de uma camara de fluxo laminar horizontal.

Durante o processo de manipulacgdo e corte dos explantes, utilizaram-se folhas de jornal
esterilizado durante 120 minutos a 180°C de temperatura com recurso a uma estufa. Os

utensilios utilizados durante a preparacéo e repicagem de explantes dividiram-se em trés
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conjuntos, sendo cada conjunto constituido por pincga, bisturi e lanca. O uso de trés
distintos conjuntos permitiu a esterilizacéo, arrefecimento e manipulacdo de explantes

sem que operador cessa-se o ritmo de trabalho.

A esterilizacdo dos utensilios consistiu na colocagdo destes em etanol a 70° e de
seguida, a permanéncia dos mesmos em esterilizador de esferas de vidro durante 1
minuto. Apos o tempo de esterilizacdo concluido, cada conjunto arrefeceu até a

temperatura ambiente, antes de voltar a ser colocado em uso.

3.3.2. Preparacéo de material vegetal

O processo de multiplicacdo in vitro foi iniciado a partir de clones instalados em
laboratério, com o objetivo de obter explantes em quantidades suficientes para a
realizacdo dos ensaios pretendidos.

Para tal, colocaram-se em frascos de cultura, explantes uninodais de 1 cm de
comprimento durante 30 dias, em meio OM de multiplicacdo. Cada frasco tem
capacidade de albergar 100 explantes e apds perfazer os 30 dias, 0s explantes retiraram-
se destes e foi removido o calo existente nos mesmos, a par das folhas em excesso.
Posteriormente colocaram-se de novo em meio de multiplicagdo durante 30 dias até

atingirem o comprimento ideal.

Ao fim de 30 dias (60 desde a instalacdo dos mesmos em fase de multiplicacdo), os
explantes atingiram os 6 cm de comprimento e procedeu-se a escolha daqueles que
apresentavam melhores caracteristicas de interesse, tais como o vigor, de modo a iniciar

a fase de enraizamento.

Com o intuito de fomentar a fase de inducédo radicular em certos tratamentos, realizou-
se a inducdo préevia dos explantes em solugdo de AIB com uma concentragdo de 3000
mg/L durante 10 segundos, seguida da colocacdo destes em meio de cultura OM sem
reguladores de crescimento adicionados durante um periodo de 7 dias. Outros
tratamentos realizaram a inducéo radicular com a adicdo de AIB diretamente ao meio de
cultura, com uma concentracdo de 3 mg/L, no qual se mantiveram durante 3 e 5 dias

respetivamente (ver cap. 3.3.7.).
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Para proceder ao enraizamento, colocaram-se em frascos de cultura contendo meio OM
de enraizamento, cerca de 15 explantes com 4 a 6 folhas terminais cada um, e 3 a 4
entrenos, dependendo da distancia entre os mesmos de modo a respeitar a uniformidade
de explantes, como podemos observar na figura 19. O corte dos explantes realizou-se
junto a base e abaixo de um entreno, de modo a remover o calo formado durante a fase

de multiplicagao.

De cada frasco de 100 explantes obtidos através da fase de multiplicacdo, apenas se
utilizaram 15 a 25 durante a fase de enraizamento, sendo que o restante foi utilizado

posteriormente para assegurar a continuidade de multiplicagéo para novos ensaios.

Figura 19 - Explantes instalados in vitro em meio de enraizamento.

3.3.3. Preparacgdo do meio de cultura

3.3.3.1. Preparacéo de meio de cultura in vitro para multiplicacédo vegetal

Tal como descrito anteriormente (ver cap. 3.2.2.1), tanto para a fase de multiplicacéo
como para a fase de expressdo de enraizamento, 0 meio de cultura base utilizado foi o
OM.
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Para a preparagdo deste, foram pesados e diluidos em &gua destilada, pela ordem
representada na tabela 1, 200 ml de macronutrientes, 20 ml de micronutrientes e 20 ml

de quelatos de ferro, num baldo volumétrico de 2 L de volume.

Este volume de 2 L, permitiu a elaboracéo de cerca de 10 frascos de cultura, com cerca
de +- 200 ml de volume por frasco. Dentro do baldo volumétrico, um agitador

magnético homogeneizou a solucdo a medida que os componentes desta se adicionaram.
Posteriormente, adicionou-se ao meio, 2,0 mg L"*de BAP e 30 g L*de D-Mannitol.

Seguidamente, o pH foi ajustado para um valor de 5.8, apos lavagem e secagem do
elétrodo do medidor de modo a garantir uma leitura correta do mesmo. Por norma, o pH
obtido ap6s as anteriores dissolugdes, aproxima-se de um valor de pH de 4, sendo este

corrigido com KOH (Hidroxido de potassio) até obtermos o valor pretendido.

Depois de corrigido o pH, a solugdo foi dividida em dois Erlenmeyer’s de 1 L cada,
contendo o agente gelificante, neste caso agar-agar, numa concentracio de 7g L e
colocou-se em autoclave a 121°C de temperatura durante 20 minutos, de modo a

garantir a esterilizacdo do meio.

Alguns ensaios foram realizados com inser¢do de AIB diretamente no meio de cultura,

tendo sido este aplicado numa concentracdo de 3 mg/l.

Posteriormente, adicionou-se 1 mg L de Zeatina (por filtragdo), as vitaminas
previamente filtradas e esterilizadas, e o meio foi distribuido pelos frascos de cultura,

autoclavados previamente, no perimetro estéril da cdmara de fluxo laminar.

Depois de solidificado, procedeu-se a selagem dos frascos com pelicula aderente, de

modo a garantir a inibicdo de uma possivel contaminacdo com o meio exterior.

3.3.3.2. Preparacgao de meio de cultura in vitro para enraizamento

O processo de elaboracdo do meio de cultura in vitro para expressdo de enraizamento,
foi idéntico ao do meio de multiplicacéo.
No entanto, diferiu pelo facto de a alguns destes meios, ter sido adicionado carvéo

ativado numa concentragdo de 2 g/l com o intuito de escurecer 0 mesmo, de modo a

34



avaliar a relacdo da presenca e inibicdo de luz no meio de cultura, com a taxa de

enraizamento obtida.

3.3.3.3. Preparacao de solucdo de AIB para realizacéo de pulse

O AIB é uma hormona vegetal, que fomenta o enraizamento de caules, sendo limitante

em cultivares de dificil enraizamento de oliveira.

Esta solucdo, foi realizada com o intuito de uma imerséo (Pulse) da base das estacas a
enraizar, antes da colocagédo destas em meio de cultura, e nos tratamentos aos quais ndo

se adicionou AIB ao meio de cultura.

Como tal, os reguladores de crescimento foram colocados num copo de precipitagéo,
numa concentragdo de 0.3 mg/l e dissolvidos em Hidroxido de Sodio (NaOH).
Posteriormente, foi perfeito o volume pretendido com agua destilada e ajustado o valor
de pH, sendo o valor pretendido entre 6 e 7. Para corrigir o pH, utilizou-se HCL (Acido
Cloridrico).

De seguida, a solucdo foi filtrada com um filtro de 0.22u no perimetro da camara de
fluxo laminar de forma a garantir um ambiente estéril durante o processo e,
posteriormente, colocou-se em frasco estéril com o intuito de prevenir possiveis

contaminag0es num posterior contacto com o meio de cultura.

Por fim, etiquetou-se o recipiente no qual se manteve até a sua utilizacdo e armazenou-
se em camara fria, envolvido em papel de aluminio de modo a prevenir a sua foto-

degradacéo.

3.3.4. Preparacéo de substratos ex vitro

Nesta etapa, foram preparados os alvéolos de Jiffy®Preformas, de modo a instalar as
estacas provenientes de meio de multiplicagdo ou, no caso de um tratamento em
especifico, que apo6s indugdo em AIB através da tecnica de pulse, se instalou nos
substratos em questdo. Estes alvéolos sdo recebidos com um grau consideravel de

humidade, tendo sido hidratados com agua pura previamente e posteriormente a
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colocacdo da estaca, de modo a garantir uma zona de contacto homogénea com o
material vegetal. Além de fomentar o melhor enraizamento da estaca, permitiu ainda
uma rapida condensacao da campanula de aclimatacao, sendo este um fator de extrema
importancia para evitar stress de transplantacdo e garantir as condi¢bes Gtimas de

proliferacdo radicular.

Relativamente aos Jiffy®Growblocks, realizou-se a hidratacdo destes previamente a
transplantacdo, até atingirem o seu volume original, nos quais se inseriram os alvéolos
de Jiffy®Preformas.

3.3.5. Condic0es de cultura utilizadas

Durante a fase de cultura in vitro, os explantes permaneceram em sala de crescimento
de plantas, iluminadas com recurso a lampadas fluorescentes Osram L 36W/840 cool
white, com fotoperiodo diario de 16 horas de luz e de intensidade luminosa de 44
umol/m2/s-1 durante a fase de multiplicacdo, sendo esta intensidade aumentada para 81
umol/m2/s-1 durante a fase de expressdo radicular. Relativamente a temperatura dentro
da sala, esta oscilou entre os 24°C e 22°C, durante o periodo diurno e noturno,

respetivamente.

Relativamente a fase de aclimatacdo, esta realizou-se dentro de campanulas colocadas
em estufim, com 60% de humidade e temperaturas idénticas as praticadas na sala de
crescimento de plantas. A intensidade luminosa durante a fase de aclimatacdo foi

aumentada para 238 umol/m2/s-1 mantendo o fotoperiodo de 16 horas de luz.

A aclimatacdo dentro dos estufins foi realizada com a abertura gradual das grelhas
durante as trés primeiras semanas, retirando-se as campanulas ao fim da terceira
semana. Ao fim da quarta semana, as plantas reuniam condic¢Ges para se transferirem

para a estufa ja aclimatadas.
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3.3.6. Delineamento experimental e anélise de dados

Os objetivos dos ensaios consistiram no teste de trés distintos tipos de clones e na
comparagdo entre estes com os distintos tratamentos aos quais foram sujeitos,

informagao que se resume na tabela 3.

Clone Promotor Método de Tempo Tempo
Tratamento  utilizado Enr. aplicacdo Inducdo rad. [dias) Expressao rad. [dias)
OM S/ Reguladares +
1 _ - - carvéo
3000 mg L™ Pulse de 10
2 -
AlB segundos
Cl. 1441 oM s/
3 cl. 1052 reguladores 7 30
1 @

4 Cl. 2022 i oM S/ LUZ 3 Jiffy Preformas

5 ImgL™ AIB Adigao 5!0 meio in 5

6 vitro 3

OM C/LUZ
7 5

Tabela 3 - Tratamentos efetuados

A inducdo de enraizamento, com os referidos clones, dividiu-se entre a imersdo em
solucgéo de AIB durante 10 segundos, realizada no tratamento 1, 2 e 3, e a adi¢do de AIB

a 3 mg L' ao meio de cultura nos tratamentos 4, 5,6 e 7.

O tratamento 2 consistiu na colocacdo direta dos explantes em substrato Jiffy
Preforma® apds imersdo dos explantes em solugdo de AIB a 3000 mg L™ enquanto, nos
tratamentos 1 e 3, apds imersdo em AIB, os explantes se colocaram em meio de cultura.
Porém, o meio de cultura do tratamento 1 visou promover a expressao radicular com o
uso de carvao ativado durante um periodo de 30 dias em camara de cultura, ao passo
que no tratamento 3, os explantes apenas se mantiveram em meio de cultura a realizar

inducgdo radicular durante um periodo de 7 dias, sem adicéo de carvéo ativado.

Relativamente aos tratamentos 4 e 5, ambos idénticos entre si, nos quais se adicionaram
3 mg L' de AIB ao meio de cultura de inducdo radicular onde se mantiveram por um
periodo de 3 e 5 dias respetivamente, privados de luz, sendo posteriormente repicados

para substrato Jiffy Preforma® durante um periodo de 30 dias.
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Por fim, os tratamentos 6 e 7 seguiram as condi¢fes as quais se submeteram o0s
explantes nos tratamentos 4 e 5, variando apenas o fator luminosidade visto se ter

fornecido um fotoperiodo de 16 horas de luz diarias.

Para cada um dos sete tratamentos, realizaram-se trés repeticdes com intervalos de 30
dias e com 20 plantas por repeticdo, para cada distinto clone, perfazendo um total de 63

frascos de cultura e um somatorio de 1260 explantes utilizados na totalidade.

Todos os dados foram testados para avaliar a normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk e posteriormente submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de
comparacdo de médias (Fisher’s-LSD). Diferencas significativas foram registadas para
P<0.05.

Os valores em percentagem foram transformados por arcseno da raiz quadrada antes da

analise estatistica.

A Analise de dados foi efetuada através do Software Statistica 12.0.

4. Resultados e Discussao

4.1. Analise das variaveis em estudo

Comegamos por apresentar, na Tabela 4, um resumo da anélise de varidncia efetuada
aos dados de enraizamento obtidos nos varios tratamentos em analise. Pode verificar-se,
que existem diferencas significativas entre tratamentos e entre clones (p< 0.05). No

entanto, ndo se verificam diferencas significativas para a interacdo Tratamento x Clone.

Soma dos Graus de
Efeitos . Erro Padrao F P
Quadrados Liberdade
Tratamentos a9076.2 5] 1512.7 9.458 0.000001
Clones 2031.0 2 1015.5 0.350 0.0038595
Tratamentos 2819.0 12 2349 1.469 0.174593
X Clones
Erro 6719.7 42 159.9

Tabela 4 - Tabela de anélise de variancia relativa aos sete tratamentos.
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Dos tratamentos realizados, o primeiro corresponde ao controlo pois retratou 0 processo

de enraizamento utilizado em rotina para a oliveira, no Laboratorio.

O tratamento 2, por sua vez, corresponde aquele que seria o ideal, tendo em vista a
simplificagdo do processo de enraizamento, porque nesse caso, COMO previamente
descrito (ver cap. 3.3.6), 0s explantes passam diretamente do meio de multiplicagéo para
a condicdo ex vitro, sem necessidade de passarem por meios de enraizamento em
condicdes de assepsia. A razdo pela qual se testou este método baseia-se na praticidade
e eliminacdo de passos anteriores, 0 que traria uma redugdo mais dréstica de custos de
producdo, quer em mao de obra, quer em constituintes de meio de cultura para

enraizamento.

Como podemos verificar na figura 20, os resultados obtidos com o tratamento 2 néo
foram melhores do que os ja conseguidos no laboratério com o processo de
enraizamento in vitro (tratamento 1), tendo-se mesmo obtido menores taxas de
enraizamento, ainda que ndo diferindo significativamente entre os dois tratamentos em
analise. Como tal, realizaram-se outros tratamentos com a expectativa de obter melhores

resultados.
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Figura 20 - Comparacéo entre as taxas de enraizamento obtidas nos ensaios 1 e 2 (LSD 95%).

Viriato (2016) testou tratamentos idénticos utilizando os clones de cultivar 1441 e 2022,

também por nés testados. Concluiu que o clone que melhor resultados obteve foi o
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1441. No entanto, como previamente descrito (ver cap. 2.5.2.5.2), devido a um nimero
elevado de contaminag¢6es nos meios de cultura utilizados, os resultados revelaram-se

inconclusivos.

Comparando os resultados no tratamento 2 com os obtidos por Leva (2011), estes
divergem no que diz respeito ao enraizamento. Leva (2011) observou um enraizamento
quase nulo ao expor explantes ex vitro a um fotoperiodo de 16h e, os explantes
enraizados, ndo sobreviveram a fase de aclimatacdo. Porém, no tratamento 2 obteve-se
um valor médio de enraizamento de 68% apesar do uso de um fotoperiodo de 16 horas

durante a fase de expresséo radicular e consequente aclimatacéo.

Com o tratamento 3, ainda com recurso a imersao rapida em AIB, o objetivo foi criar
uma primeira fase de inducdo de enraizamento prévia a colocacdo dos explantes ex
vitro. Como pode ver-se na figura 21, o tratamento ndo se revelou eficaz, sendo dos
tratamentos testados com recurso a imersdo rapida em AIB, aquele que conduziu as
taxas mais baixas de enraizamento, 67% em média, ainda que entre estes trés

tratamentos, as diferengas néo se revelem estatisticamente significativas.
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Figura 21 - Variacdo do enraizamento nos diversos tratamentos (LSD 95%).
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A auséncia de diferengas significativas deve-se ao facto de a amostragem ser pequena,
sendo que com uma maior amostra, as diferencas seriam mais percetiveis e diminuiram

os valores dos intervalos de confianca observados.

Comparando o tratamento 3 com o tratamento 2, no qual os explantes seguiram
diretamente para Jiffy Preformas® apds imersdo rapida em AIB, verifica-se que 0s
valores de enraizamento obtidos sdo bastante idénticos e, como tal, o tempo e o custo
relacionado com os 7 dias em meio de inducdo do tratamento 3 ndo se justificaram,

sendo apenas custo acrescido na realizagdo deste tratamento.

O tratamento 1 (controlo), onde os explantes em enraizamento se mantiveram em meio
OM em camara de cultura, acabou por ser o que obteve os melhores resultados entre os
trés tratamentos até agora descritos, mas, como referido, o inconveniente deste
tratamento é o tempo/espaco ocupado com a permanéncia dos explantes em meio de

cultura durante 30 dias.

De modo a procurar melhores resultados e otimizar a eficiéncia do processo, testaram-se
o0s tratamentos 4 e 5, que consistiram na adicdo direta ao meio OM de 3 mg/L de AIB e
consequente colocacdo dos explantes em camara escura durante 3 e 5 dias

respetivamente, até a transferéncia destes para Jiffy Preformas®.

Comparando os tratamentos 4 e 5 com o tratamento testemunha, verificamos taxas de
enraizamento bastante superiores. Outro fator favoravel a adaptacdo deste método, sera
a mao de obra exigida para a realizacdo do mesmo, no qual ndo existe imersdo rapida
em meio auxinico na pré-instalacdo no meio de cultura, e onde os custos energéticos
pela manutencdo dos frascos em sala de cultura se reduzirem a um sexto dos dias

utilizados na realizacdo do tratamento testemunha.

No que diz respeito a analise estatistica, os tratamentos acima descritos, obtiveram as
médias mais elevadas, pelo que se verificam diferencas significativas para com 0s

restantes tratamentos

Os resultados obtidos ndo vdo ao encontro dos observado por Leva (2011) nos quais
explantes expostos a periodos de escuro apresentaram enraizamento insignificante,
cloroses e abcissao foliar, tendo os explantes enraizados ex vitro nao sobrevivido a fase

de aclimatacdo. Como tal, e apesar dos resultados obtidos nos tratamentos 4 e 5 se
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revelarem bastante promissores, testaram-se os tratamentos 6 e 7, durante os quais 0s

explantes foram expostos a um fotoperiodo de 16h.

Para os tratamentos 6 e 7, 0s explantes instalaram-se em meio de cultura com AIB a
concentracdo de 3 mg/L. A Unica variante existente entre o tratamento 6 e 7, foi a
inducéo radicular que se promoveu durante trés dias no tratamento 6, comparativamente
aos 5 dias no tratamento 7, em cdmara de enraizamento com luz, tendo sido

posteriormente transferidos para Jiffy Preformas®.

Podemos observar na figura 21, que no tratamento 6 obteve-se um valor médio de
enraizamento de 62%, comparativamente com o tratamento 7, no qual se obtiveram
valores médios de enraizamento de 70%. A permanéncia dos explantes em meio de
inducgéo radicular com reguladores de crescimento adicionados ao meio, fomentam o
aumento das taxas de enraizamento, pelo que a remocdo dos explantes do meio de

inducdo de uma forma precoce, tém impacto nas mesmas.

Né&o se verificam diferencas significativas entre ambos os tratamentos 6 e 7. Porém,
verificam-se comparativamente com o tratamento 4 e 5, onde se obtiveram os melhores

resultados de todos o0s ensaios elaborados.

Comparando os tratamentos 4 e 5 com os tratamentos 6 e 7, a Unica variavel entre estes
consistiu na exposicdo dos mesmos a periodos de luz dentro da camara de cultura onde
0s explantes realizaram a sua inducdo radicular. No entanto, os tratamentos 4 e 5
apresentaram melhores resultados devido a auséncia de luz, sendo esta um fator
limitante para a iniciagdo radicular e a posterior expressdo da mesma. Este fendmeno
leva-nos a crer que ocorre degradacdo de auxinas no meio de cultura através da

iluminacéo artificial, impactando negativamente a proliferacdo radicular dos explantes.

Os resultados apresentados vado de acordo aos observados por Leva (2011), pelo que
existem diferencas de enraizamento considerdveis associadas a diferentes fatores como
a origem do material vegetal, o tipo de cultivar utilizada, o nimero de subculturas
prévio em meio de cultura in vitro e o tipo de auxina, que ndo se aplica neste ensaio em
questdo. Pelo facto de os explantes utilizados se encontrarem estabelecidos in vitro ha

mais de 15 anos, o nimero de subculturas ndo foi considerado como variavel.
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4.2. Analise da interacao clone x tratamento

A figura 22 apresenta os resultados obtidos para os diferentes clones em funcéo do
tratamento efetuado, neste caso para os tratamentos 1 e 2. Observa-se que o clone 1441
foi 0 que melhor resultado obteve na generalidade, sendo as taxas de enraizamento deste
bastante idénticas, independentemente do tratamento efetuado. A percentagem de
enraizamento mais elevada verificou-se no tratamento 1, para o clone 1053, no qual se
obteve 88% de plantas enraizadas. Porém, este mesmo clone, obteve no tratamento 2

taxas de enraizamento reduzidas, existindo diferencas significativas entre tratamento.
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Figura 22 - Variagdo do enraizamento em funcdo do tipo de clone (LSD 95%).

A figura 23, apresenta um resumo de resultados de enraizamento obtidos por cada
clone, em funcéo dos diversos tratamentos. Para o tratamento 3, o clone que melhor

resultados obteve foi o 1441, mostrando-se o0 mais regular para os 3 primeiros
tratamentos.
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Figura 23 - Variag¢do do enraizamento em fungdo do Tipo de clone
vs. Tratamento efetuado (LSD 95%).

Ao realizar os tratamentos 4 e 5, observaram-se valores médios de enraizamento de 94%
e 93% respetivamente, sendo que no tratamento 4 o clone 1441, alcangou percentagens

de enraizamento de 100% como se pode verificar na figura 23.

Relativamente a variabilidade de enraizamento associada ao tipo de clone utilizado, 0s
resultados obtidos nestes tratamentos diferem dos obtidos por Leva (2011), visto ndo

existirem diferencas significativas entre clones.

Para o tratamento 6 e 7, o clone 1441 mostrou-se mais uma vez o que obteve taxas de

enraizamento mais lineares em func¢do do tratamento ao qual é exposto.

Verificamos também que, em tratamentos cujo a inducdo de enraizamento € induzida
através da imersao rapida em AIB (tratamento 1, 2 e 3), estes apresentam diferencas de
comportamento entre clone mais acentuadas, como no caso do clone 2022 e 1053, que
obtiveram resultados significativamente inferiores ao clone 1441. Porém, quando 0s
reguladores de crescimento se adicionam ao meio de cultura, estas diferencas entre

clone demonstram-se menos evidentes e as percentagens de enraizamento aumentam.
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4.3. Indugéo sucessiva de enraizamento no mesmo meio de cultivo

De um modo geral, nos tratamentos acima descritos com adi¢do de AIB ao meio de

cultura, foi possivel:

e Aumentar a taxa de enraizamento comparativamente ao tratamento 1, que serviu
como testemunha;

e Reduzir problemas associados a contaminagdes, que se verificam bastante
comuns ao realizar a técnica de pulse, visto a solucdo ap6s contaminada
transferir a contaminacdo para o0s explantes que contactam com esta
posteriormente;

e Permitir que as plantas que transitam para a fase de aclimatacéo ja possuam raiz
protegida, tornando o processo bastante mais facil para realizar a mesma.

No entanto, ndo se conseguiu reduzir a mao de obra associada ao método, tal como 0s
custos apensos a preparacdo do meio de enraizamento. Porém, pelo facto dos
tratamentos com melhor resultado apenas permanecerem em meio de cultura durante 3 e
5 dias (tratamento 4 e 5), ao contrdrio do que ocorria com as testemunhas que
realizaram 30 dias, passou a ser possivel reutilizar o meio de cultura para mais que um
enraizamento de clones. Assim sendo, e de modo a avaliar a eficadcia do método,
realizou-se um Ultimo ensaio onde se procurou induzir o enraizamento por 5 vezes

consecutivas com 0 mesmo meio de cultura.

Para este ensaio, constataram-se diferencas significativas para o enraizamento continuo
de diferentes culturas no mesmo meio de cultura, sendo que (P<0.05), como

apresentado na Tabela 5.

Soma dos Graus de
Efeito . Erro Padrao F P
Quadrados Liberdade
Culturas 1435.0 4 338.8 26.43 0.000001
Erro 475.0 35 13.6
Tabela 5 - Tabela de andlise de varidncia para o tratamento de enraizamento

consecutivo no mesmo meio de cultura.
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Verificamos entdo, que as percentagens de enraizamento se mantém elevadas ao longo
da rotacdo de explantes pelo meio de cultura, ndo ocorrendo assim perdas consideraveis
entre repicagens até a 5% repicagem no mesmo meio de cultura, onde a taxa média de
enraizamento decresce consideravelmente, inviabilizando a continuidade do processo,

sendo necessario alterar o meio de cultura, de acordo com a Figura 24.
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Figura 24 - Percentagem de enraizamento em funcédo da repeticao realizada.

As letras apresentadas na figura 24, correspondem as diferencas significativas registadas
parap < 0.05.

Apesar de se verificarem diferencas significativas entre repeticbes, sendo que a
repeticdo com maior percentagem de enraizamento observada é a primeira repeticao,
com uma taxa de sucesso de 98%, as percentagens de enraizamento consequentes a esta,
permitem obter médias elevadas de enraizamento dentro do espectavel para inducgdo
radicular em meio de cultura, visto que em nenhuma das repeticbes consequentes se
verificou valores médios de enraizamento inferiores a 94%.

O método testado permite conforto para a empresa, com os beneficios que adjudica sem
comprometer a viabilidade do processo, desde que ndo se realizem mais que quatro
repicagens consecutivas no mesmo meio de cultura.
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Como tal, de momento o método é utilizado na multiplicacdo de explantes desta mesma
cultivar nas instalacdes do Laboratorio de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da
Universidade de Evora, no qual decorreram os ensaios, permitindo a reducao de custos e

mé&o de obra associada ao processo.

5. Conclusotes

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir a eficiéncia dos métodos

utilizados, face aos diferentes pressupostos.

Relativamente aos diferentes resultados para os respetivos tratamentos, observamos que
a adigdo de AIB ao meio de cultura in vitro influenciou a capacidade de enraizamento
entre diferentes gendtipos, sendo que o clone 1441 se revelou o gendtipo com maior
facilidade para a expressao desta caracteristica. Porém, o comportamento dos diferentes

clones utilizados ndo difere entre si estatisticamente.

O fator luminosidade foi limitante no sucesso deste ensaio, sendo que ocorre
degradacdo de hormona de enraizamento, neste caso as auxinas presentes no AlB,
quando expostos a periodos de luz, razdo pela qual os valores mais elevados de
enraizamento, na generalidade, se exprimem em tratamentos no qual os frascos de
cultura se encontram inibidos de luz durante 3 e 5 dias respetivamente, em cada
tratamento. Porém, verificou-se a indiferenga entre tempo de permanéncia em camara
escura, desde que os primeiros 3 dias de inducdo radicular se realizarem nestas

circunstancias.

No que diz respeito ao ensaio realizado com indugédo radicular consecutiva no mesmo
meio de cultura, este demonstrou-se bastante conclusivo devido aos valores elevados
obtidos durante a repicagem de explantes no mesmo meio de cultura para até 4
sequéncias de enraizamento sucessivas, reduzindo os custos de producdo. Este passo,
por permitir que se multipliguem novos explantes saos e livres de contaminages, torna
0 processo interessante e apresenta melhorias significativas relativamente ao utilizado

até a data no laboratorio.
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Porém, a reducdo de mdo de obra mantem-se sem grandes melhorias derivada a
necessidade de passagem dos explantes por meio de cultura in vitro, ainda que o custo

de producéo se tenha reduzido.
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