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Resumo

A oliveira tem sido multiplicada ao longo dos tempos por métodos convencionais de
propagacdo vegetativa como a enxertia e a estacaria lenhosa e semilenhosa. No
entanto, estes métodos revelam-se lentos ou ineficientes para determinadas cultivares.
No caso da cv. ‘Galega Vulgar’, ainda com grande expressao no olival portugués, e de
dificil enraizamento por estacaria semilenhosa, tem sido usada a micropropagacao de
modo a contornar essas limitacGes e assim obter um elevado numero de plantas em
curto periodo de tempo. O custo final de producdo por este processo ainda é elevado,
podendo comprometer a sua aplicagao a nivel comercial. Grande parte dos custos estao
relacionados com a fase de enraizamento in vitro que carece de ambiente estéril e
condicbes de assépsia para a sua execucdo. Com vista a uma reducdo de custos
associados a esta fase de producdo, pretendeu-se com este trabalho testar a viabilidade
do enraizamento ex vitro, na auséncia de condi¢cOes de assépsia. Este método podera
permitir uma significativa redu¢do da mao-de-obra, ao mesmo tempo que facilitara a
aclimatizacdo das plantas e a obtencdo de um sistema radicular de melhor qualidade.
Compararam-se as taxas de enraizamento in vitro (controlo), com as obtidas ex vitro.
Foram utilizados explantes provenientes de dois clones da cv. ‘Galega Vulgar’, (cl. 1441
e cl. 2022) cultivados e mantidos in vitro ha varios anos no Laboratdrio de
Melhoramento e Biotecnologia da Universidade de Evora. Para além do clone foi
avaliada a influéncia do tipo de estaca (basal e apical), da hormona de enraizamento
(AIB e ANA), da sua concentracdo (540 e 3000 ppm) e ainda de dois substratos,
Preformas Jiffy® e pastilhas de fibra coco. Os melhores resultados foram obtidos com o
clone 1441 em pastilhas de fibra de coco prensada, com o uso de estacas basais. Quanto
a auxina, ndo se observaram diferencas significativas entre a utilizacdo de ANA na
concentracdo de 540 ppm e AIB na concentracdao de 3000 ppm. A aclimatizacdo das
plantas foi conseguida com taxas elevadas de sucesso, independentemente do
tratamento utilizado. Conclui-se que a aplicacdo do método de enraizamento ex vitro
simplifica procedimentos e mantém taxas de enraizamento elevadas, conduzindo assim

a uma efetiva reducdo de tempo e custos associados.



Simplifying procedures for in vitro propagation of olive “Olea europaea L.”

Abstract

The olive tree has been multiplied throughout the ages by conventional methods of
vegetative propagation such as grafting and wood or softwood cuttings. These
propagation methods are somehow inefficient for certain cultivars. For the CV. ‘Galega
Vulgar’, still with great expression in Portuguese olive orchards, propagation has been
attempted by in vitro culture in order to circumvent these limitations and so obtain a
large number of plants in short time period. The final production fees associated to this
process are still high which may compromise its application to a commercial level. Most
of this process fees are related to the in vitro rooting phase which lacks sterile and
aseptic conditions for its implementation. Aiming to reduce the costs associated with
this production phase, this work tested the feasibility of the ex vitro rooting in the
absence of aseptic conditions, which can allow a significant reduction of the manpower
involved and an easier plant acclimatization due to its transplant with a balled-root
system. In vitro rooting rates (control) were compared with those obtained with the ex
vitro experiments. Explants from two clones of the cv. ‘Galega Vulgar’ (cl. 1441 and cl.
2022), grown and maintained in vitro for several years in the Laboratory of
Biotechnology and Plant Breeding of the University of Evora, were used in the trials. In
addition to the clone, the effect of the cutting type (basal and apical), the rooting
hormone (AIB and ANA), their concentration (540 and 3000 ppm) and two substrates,
Preformas Jiffy ® and pressed coco fiber pellets, were also evaluated. The best results
were obtained with the clone 1441, when rooted in pressed coco fiber pellets, using
basal cuttings. Under this conditions no significant differences were observed between
the use of ANA at 540 ppm or AIB in the 3000 ppm. Acclimatization of plants was
achieved with high rates of success, regardless of the treatment used. It can be
concluded that the application of the ex vitro rooting method allows to maintain high
rooting rates, contributing for an effective reduction of time and fees of the rooting

process.
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1. Introducao e objetivos

Portugal apresenta-se vulneravel as alteracdes climaticas, nomeadamente a seca
e a desertificacdo (Santos et al., 2006). Os cenarios futuros indicam para o final do século
XXI, para todas as regides do pais, um aumento significativo da temperatura média do
ar, especialmente nos meses de Verdo e nas regides mais afastadas da influéncia
maritima, prevendo a maioria dos modelos uma reducdo da precipitacdo e do nimero
de dias em que ocorre (Silva, 2008). Ao verificar-se este cendrio, a aposta em culturas
que melhor se adaptem a ambientes aridos e secos, como é o caso da oliveira (Garcia,
1997), sera certamente uma boa opg¢ao.

A oliveira é uma das culturas mais antigas na regido mediterranea e tem sido ao
longo da sua existéncia multiplicada vegetativamente através de métodos
convencionais como a estacaria lenhosa e semi-lenhosa e a enxertia. Estes métodos tém
apresentado alguns problemas, uns por serem demasiado lentos e outros pouco
eficientes, para algumas cultivares. Por exemplo, para a cv. ‘Galega vulgar’, abordada no
presente trabalho, a sua propagacdo pelo método de estacaria semilenhosa sob
nebulizacdo apresenta baixas percentagens de enraizamento, o que inviabiliza a
utilizacdao do processo a nivel comercial. De modo a contornar estas limitacdes e com
vista a um aumento do niumero de plantas de alta qualidade produzidas com genétipos
valiosos e uma diminui¢ao do tempo do processo, a propagacao in vitro tem sido usada
como alternativa a esses métodos.

A capacidade de propagacdo in vitro da oliveira (Olea europaea L.) depende de
muitos fatores internos e externos, como a genética do material vegetal utilizado,
aspetos fisioldgicos relacionados com a idade e fase de desenvolvimento da planta mae,
ou ambientais como a luz e temperatura e a composi¢do nutritiva do meio de cultura
(Mencuccini, 2002). De um modo geral, nos trabalhos de propagacao in vitro da oliveira
realizados até ao momento, o enraizamento carece de ambiente estéril e morosos
cuidados de assépsia, de modo a evitar contaminacées do meio e dos explantes por
fungos e bactérias. Para além disso, quando ndo se recorre a técnica de indugdo do

enraizamento por imersdo do explante numa solucdo concentrada de reguladores de



crescimento ‘pulse’, o processo exige a manipulagao em dois meios de cultura, um para
inducdo e outro para o enraizamento efetivo, aumentando significativamente os custos
de producao.

Tem-se verificado que, mesmo cumpridos os cuidados de assépsia, as taxas de
contaminacdo passam facilmente os 50%, e, apesar da percentagem de enraizamento
de explantes ndao contaminados poder atingir 90-95%, as plantas obtidas quando o
enraizamento ocorre in vitro podem apresentar maior dificuldade na aclimatizacao,
visto serem transplantadas de raiz nua e sujeitas a grandes diferencas entre o meio de
enraizamento in vitro (gelificado e estéril) e o substrato de aclimatizacdo (organico ou
inorganico e ndo esterilizado).

De acordo com o que foi referido anteriormente e tendo por base o protocolo
desenvolvido por Peixe et al. (2007) para a multiplicacdo in vitro da cultivar de oliveira
‘Galega Vulgar’, pretende-se com este trabalho simplificar a fase de enraizamento das
plantas. Realizar-se-4 o enraizamento ex vitro, a partir de explantes obtidos in vitro,
recorrendo a técnica de indugdo radical, ‘pulse’ e passagem direta dos explantes para
substratos organicos, Preformas® jiffy e pastilhas de fibra de coco prensada. Com este
método pretendem-se evitar os morosos cuidados de assépsia, o ambiente esterilizado
e repetidas manipulacdes na fase do enraizamento, prevendo-se ainda uma melhor
aclimatizacdo das plantas enraizadas, devido a estarem sujeitas a um menor stress pois
o transplante é realizado com raiz protegida. Pretende-se ainda durante a realizacdo e
decorrer do ensaio, estudar o comportamento dos clones quando sujeitos a tratamentos
com diferentes auxinas, concentracgdes, e diferentes tipos de estaca, e acompanhar o
desenvolvimento in vitro, o transplante apds enraizamento e a sua adaptacdo a

aclimatizacao.



2. Revisdo bibliografica
2.1 Origem, classificacao e caracteristicas gerais da Olea Europaea

A Olea Europaea é a Unica espécie da familia Oleaceae com fruto comestivel. A
sua origem data de 4000 — 3000 anos a.C. na Palestina sendo uma das mais antigas
espécies cultivadas (Rodrigues & Correia, 2009). A espécie inclui muitos grupos e mais
de 2600 cultivares, muitos dos quais podem ser ecétipos. A Olea europaea nao parece
ser uma espécie verdadeira, mas um grupo de formas derivado de hibridacdo e mutacao
(Therios, 2009).

A ordem Lamiales, a qual pertence, é constituida s6 por uma familia botanica,
(Oleaceae) mas inclui diferentes espécies distribuidas pelas regides temperadas e
tropicais do Mundo. O género Olea, dos 29 existentes nesta familia que compreende 30
a 35 espécies é um dos mais importantes segundo uma perspetiva econdmica. A espécie
Olea europaea pode ainda ser dividida em 2 subespécies. As oliveiras cultivadas
pertencem a subespécie sativa e as oliveiras silvestres pertencem a subespécie sylvestris
(Rodrigues & Correia, 2009).

Classificagdo Taxondmica de acordo com Therios (2009).

Reino: Plantas verdes

Sub-reino: Tracheobionata
Superdivisao: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Scrophulariales ou Lamiales
Familia: Oleaceae

Género: Olea

Espécie: Olea europaea L.



Em relagdo ao seu cultivo, continua a ser predominante na regidao mediterranica
e Norte de Africa onde se encontram 95% dos olivais plantados, verificando-se um
aumento da sua distribuicdo para outras regides do globo como por exemplo: América
do Sul, Australia, Estados Unidos da América e China (Therios, 2009).

Em termos de area ocupada, segundo o INE (2011), é uma das principais culturas
permanentes em Portugal, com uma area total de 335841 hectares, ocupando 52% da
superficie total ocupada por culturas permanentes, (excluindo o pinheiro manso). As
principais regides em que é cultivado sdo as regides do Alentejo com uma area
correspondente a 49% da area total de olival, Trds-os-Montes com 22% e a Beira interior
com 14%.

A oliveira é caracterizada por um ciclo de producdo bianual, ou seja, os
crescimentos do ano sé produzem fruto no ano seguinte. O crescimento dos rebentos
da-se em simultaneo com floragdo e desenvolvimento do fruto. Em anos com forte
vingamento de frutos as reservas sao canalizadas para o seu desenvolvimento e para o
crescimento vegetativo, levando a menores crescimentos de ramos do ano,
comprometendo assim a producdo no ano seguinte, estando na origem da conhecida
safra e contrassafra que caracteriza a espécie.

E uma espécie particularmente adaptada a situacdes de climas com verdo quente
e seco, adaptacao essa que resulta por um lado de caracteristicas morfoldgicas préprias
e mecanismos fisiolégicos de adaptacdo que lhe permitem sobreviver em condigdes
extremas. De entre estas destaca-se o seu sistema radicular que estd bastante adaptado
a precipitacdes escassas ou intermitentes das zonas mediterraneas e a folha tipica de
plantas adaptadas a climas secos e quentes. Em termos de adaptacdo fisiologica a
oliveira pode fechar os seus estomas a medida que a agua vai escasseando no solo,
podendo até deixar cair seus frutos e algumas folhas em casos de défice hidrico extremo.
As raizes mais profundas podem extrair agua em profundidade e redistribui-las por
outras raizes mais proximas da superficie. O controlo estomatico influencia os
crescimentos da arvore visto se os estomas estdo fechados havera menor entrada de
CO,, logo menos sintese de compostos organicos. A quantidade de agua disponivel para
a planta influencia o niumero de frutos por arvore logo ird influenciar as produgdes por

hectare (Fernandez, 2013).



2.2. Descricao da variedade em estudo

A variedade ‘Galega vulgar’, também denominada por, ‘Galega’, ‘Galega miuda’,
‘Molar’, ‘Molarinha’, ‘Negroa’, ‘Negrucha’, figura 1:A, encontra-se difundida por quase
todo o pais, com predominancia nas regides da Beira Interior, Ribatejo e Alentejo, em
grande parte em olivais extensivos (Navero et al., 2000). Ja representou mais de 80% da
superficie total dedicada a olivicultura em Portugal, mas tem vindo a perder expressao

devido principalmente a dificuldade de multiplicagcdo, a suscetibilidade a pragas e

doengas e a dificuldade de adaptac¢do aos sistemas de produgao intensivos.

A variedade foi caracterizada tanto em termos agrondmicos, como morfolégicos
e moleculares. A sua caracterizagdo molecular, com as limitagdes inerentes a uma

caracterizacdo feita com base num Unico individuo de uma populacdo pouco

homogénea (Peixe, comunicacao pessoal), é apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo Molecular da cv. 'Galega Vulgar', Pedro Fevereiro, ITQB / FC-UL.

. . 12/2¢ Massa ) . 19/2¢ Massa
Locus/Microsatélite Alelo Molecular Locus/Microsatélite alelo  Molecular
GAPU101 12 alelo 184 DCA15 12 alelo 245
GA)S(G)3(AG)3 29 alel (CA)3G(AC)14
- alelo 200 22 alelo 268
GAPU103A 19 alelo 160 DCA18 19 alelo 171
(TC)ze 20 alel (CA)4CT(CA)3(GA)19
- alelo 196 22 alelo 180
GAPU71B 12 alelo 118 DCA3 12 alelo 237
GA(AG)s(AAG)s 2o alel (GA)1s
- alelo 124 22 alelo 251
UD099-028 12 alelo 150 DCA9 12 alelo 192
(CA)23(TA)s 50 alel (GA)23
- alelo 174 22 alelo 194
EMO3 12 alelo 207 PA(GA)5 12 alelo 113
(CA); o alel (GA)1
- alelo 209 22 alelo 126

(Cordeiro et al., 2010).



A nivel agronédmico, a informacgao existente aponta para uma variedade em que
as plantas apresentam vigor elevado, porte erguido, arborescéncia espessa e entrends
de tamanho médio (1-3 cm), caracteristicas que dificultam a intensificagdo cultural. Ao
se diminuirem as distancias entre arvores na linha de plantacdo, verifica-se que a
producdo se limita a parte superior da copa. Apresenta entrada em produgao precoce e
produtividade elevada mas alternante. A capacidade de enraizamento varia entre alta
por estacaria lenhosa, a baixa por estacaria semilenhosa sob nebuliza¢ao (Navero et al.,
2000). Tem apresentado boas taxas de enraizamento por propagacao in vitro (Peixe et
al., 2003), ainda que sejam referidas variacdes em fungao dos clones utilizados (Jacob et
al., 2013). A época de floracdo é média, com a plena floracdo a registar-se na regiao de
Elvas e ano médio, por volta do dia 10 de Maio. A maturagao é muito escalonada, com
inicio na primeira quinzena de Outubro prolongando-se até a segunda quinzena de
Novembro (Peres et al., 2012).

A caracterizagdo morfoldgica aponta para inflorescéncias com comprimento e
nimero de flores/inflorescéncia médio (18-25 flores) e folhas de forma eliptico-
lanceolada, longas, com um comprimento ( > 7 cm ), de largura média (1-1,5 cm) e
curvatura longitudinal do limbo plana, figura 1:B. Os frutos possuem peso baixo (<2 g)
e relagdo polpa/caroco baixa, apresentam forma ovoide, ligeiramente assimétricos,
possuindo o diametro transversal maximo ao centro. O dpice é pontiagudo, sem mamilo
e a base truncada. Possuem lenticelas abundantes e pequenas e apresentam elevada
resisténcia ao desprendimento dificultando colheita mecanica. O endocarpo apresenta
peso médio (0,3-0,45 g), forma eliptica, ligeiramente assimétrico, diametro transversal
maximo ao centro, apice e base pontiagudos, superficie rugosa, numero médio de

ranhuras fibrovasculares e a terminacao do dpice sem mamilo, figura 1:B.



Figura 1: (A) Aspeto dos frutos e folhas na
arvore da cv. ‘Galega vulgar’, (B) Pormenor
das folhas, frutos e sementes da mesma
cultivar. Adaptado de (Cordeiro et al., 2010).

E uma variedade bastante resistente a verticiliose (Verticilium dhaliae, Kleb) e a
seca, no entanto é suscetivel a gafa (Colletotrichum spp.), alta incidéncia de tuberculose
(Pseudomonas savastanoi), mosca da azeitona (Bactrocera olea, Gmelin), cochonilha
(Saissetia oleae) e fumagina e baixa incidéncia de olho de pavao (Spilocaea Oleagina,
Cast), sensivel ao frio, salinidade e calcario ativo.

Trata-se de uma variedade com dupla aptiddo, é bastante apreciada como
azeitona de mesa ja que apresenta facil separacao da polpa do caroco, e produz azeites
de elevada qualidade e estabilidade apesar do seu rendimento em gordura ser médio a
baixo. O azeite possui uma grande riqueza aromatica (Peres et al., 2002) e o seu
conteudo em acido oleico e tocoferdis tornam-no um azeite diferente e facilmente
distinguido de outras variedades (Gouveia et al., 2003; Gouveia, 2007), apresentando
alto conteddo em vitamina E. Quando cultivada no Alentejo, normalmente apresenta
sensacOes desde um frutado de maca verde, com amargo e picante ligeiros, quando
colhida em verde, até um frutado de améndoa e frutos secos, com sensac¢des de doce
consideraveis e total auséncia de amargo e picante quando colhida madura (Guia
Azeites de Portugal, 2012). Apresenta baixo rendimento em azeite (<18%), sendo este
pobre em 4cido linoleico. A cultivar estd incluida nas Denominacdes de Origem
Protegida (DOP) “Azeites da Beira Alta”, “Azeites da Beira Baixa”, “Azeites do Ribatejo”,

"Azeites do Norte Alentejo”, “Azeites do Alentejo Interior” e “Azeites de Moura”.



2.3. Técnicas de propagacdao em Olea Europaea

2.3.1. Propagagdo por via seminal

A semente da oliveira estd protegida por um endocarpo de elevada dureza que
se apresenta como uma barreira a sua germinagao. No entanto, uma vez removido o
endocarpo e quebrada a dorméncia fisiolégica do embrido através de tratamento com
frio (60-90 dias a 4°C), as percentagens de germinacdo sado significativamente elevadas
(80-90%) (Cordeiro, comunicacdo pessoal). Podem pois ser facilmente obtidas oliveiras
através da germinacdo de sementes. No entanto, este método nao servira para clonar
cultivares ja que cada semente dard origem a um individuo Unico, resultado da alogamia
que caracteriza a espécie (Therios, 2009). As plantas assim obtidas sdo normalmente
utilizadas pelos melhoradores de plantas, sendo o produto final de cruzamentos
controlados, ou como porta-enxerto, nos quais posteriormente é enxertada a cultivar
pretendida, normalmente cultivares de dificil enraizamento adventicio. Trata-se no
entanto de porta-enxertos francos com vigor diferenciado o que conduz a formacao de
olivais heterogéneos, comprometendo assim a sua gestdo e mecanizacdo (Therios,
2009).

Em condi¢bes normais, as plantas obtidas da germinacdo de sementes de oliveira
comecam a frutificar apds 10 a 12 anos (técnicas de forcagem permitem ja reduzir
significativamente o periodo improdutivo) e possuem um sistema radicular profundo
com uma raiz principal pivotante, enquanto plantas obtidas por métodos de propagacao
assexuada possuem um sistema radicular fasciculado e a primeira frutificacdo ocorre ao

final de apenas 2 a 4 anos.

2.3.2. Propagacao por enxertia

De acordo com Fabbri et al (2004), sao multiplicadas anualmente por enxertia 7
milhdes de plantas em todo o mundo. Ao realizar uma enxertia em oliveira pretende-se

que a parte aérea da arvore pertenca a cultivar que apresente os caracteres



agrondmicos pretendidos, o enxerto, enquanto o sistema radicular ird corresponder ao
porta-enxerto, selecionado pelo seu vigor, resisténcia a pragas e doengas e pela sua
tolerancia as condicdes edaficas do local.

Por uma questdo de compatibilidade as enxertias sdao normalmente feitas entre
variedades de Olea europaea subespécie sativa mas é possivel a sua realizacdo com
sucesso utilizando como porta-enxerto a subespécie sylvestris. Um significativo grau de
incompatibilidade pode ocorrer quando se tenta a enxertia em outro género dentro da
familia Oleaceae como por exemplo Ligustrum, Forsythia, Syringa, acabando as plantas
por morrer num curto espaco de tempo (Therios, 2009).

A enxertia mecanica em bancada é a técnica mais utilizada comercialmente,
realizada em bancadas de trabalho por mao-de-obra qualificada como uma operacao
em grande escala, foi proposta no passado por (Jacoboni & Fontanazza, 1976), tendo
como objetivo principal a multiplicacao de cultivares que nao enraizam sob nebulizac¢ao.
A esta técnica podem ser aplicados diferentes métodos de enxertia, tando de gomo
como de garfo.

Ensaios realizados nos anos 60 e 70 do século XX tanto em Itdlia como na
Califérnia, ndo indicam diferengas significativas nem generalizaveis em relagdo a
produtividade, quando se comparam plantas enxertadas com a mesma cultivar
autoenraizada (Guerriero et al., 1972, 1974). Um exame mais detalhado dos resultados
mostra no entanto comportamentos diferenciados em relacdo a outros parametros,
como por exemplo o vigor das plantas. Plantas autoenraizadas da cultivar ‘Moraiolo'
apresentam-se menos vigorosas do que as plantas enxertadas da mesma cultivar, pelo
menos nos primeiros anos de cultura. J& a cv. ‘Frangivento’ parece ter um
comportamento oposto, enquanto a cv. ‘Leccino’, ndo apresenta diferencgas. Plantas
autoenraizadas da cv. 'Frantoio' apresentaram menor vigor quando comparadas com
plantas da mesma cultivar enxertadas sobre franco, mas sdo mais vigorosas do que,
guando a enxertia é feita sobre a cv. ‘Lea’. Outras cultivares (‘Manzanillo’, ‘Mission’,
‘Gordal’) tém comportamento bastante diferenciado na comparagio enxertado / auto-

enraizado (Hartmann, 1990).



Em Portugal a cv. ‘Carrasquenha de Elvas’ e a cv. ‘Blanqueta’ tém sido enxertadas
em porta-enxertos da cv. ‘Galega Vulgar’, obtendo-se assim arvores de maior vigor e

mais resistentes a seca (Garcia, 1997).

2.3.2.1. Enxertia de gomo

A enxertia de gomo (borbulha, placa ou gomo destacado) é a mais utilizada em
oliveira. Quando a enxertia é realizada em porta-enxertos com diametro inferior a
10mm, normalmente utiliza-se a enxertia de borbulha ou de gomo destacado,
dependendo da época do ano em que se executa, verdao, primavera e outono,
respetivamente. A enxertia de placa, realizada sobre plantas com 2 ou mais anos de
idade, pode ser feita ainda em viveiro, no solo, em contentores, ou no campo em local
definitivo. Este tipo de enxertia pode ainda ser efetuado com as devidas adaptacdes em
plantas com idade avancada, sendo nesse caso usado para substituicdo da variedade
produtora em olivais ja instalados, ou para a reparacao de arvores que sofreram por

exemplo danos mecénicos efetuados por maquinas.

2.3.2.2. Enxertia de garfo

Atualmente o método de enxertia de garfo mais utilizado para obtencao de
plantas de oliveira é o de incrustacdao de topo sobre plantas com origem seminal. O
método ja foi testado para enxertia de plantas auto-enraizadas, tentando-se assim tirar
partido da utilizacdo de porta-enxertos clonais, mas o aumento do custo de producgdo
por planta devido a utilizacdo da técnica impede o uso comercial por parte dos

viveiristas.

2.3.3. Propagacao por Estacaria

2.3.3.1. Formacado de raizes adventicias em oliveira — descricdo do processo e suas
condicionantes



A multiplicagdo por estacaria tem sido a forma mais comum de se obterem novas
oliveiras por métodos de reproducdo assexuada e depende da capacidade das estacas
para formarem raizes adventicias. O enraizamento adventicio pode ocorrer por duas
vias, diretamente, por organogénese a partir de tecidos celulares estabelecidos, como o
cambio, cértex, periciclo ou feixes vasculares envolvendo rediferenciacao celular, ou
indiretamente, através de tecidos formados no calo desenvolvido por um dano
mecanico, por exemplo um corte efetuado anteriormente na preparacdao do explante.
Embora as duas vias possam ocorrer na mesma espécie, geralmente a via direta esta
relacionada com espécies de facil enraizamento adventicio (Ex: Hedera hélix) e a via
indireta com espécies de dificil enraizamento adventicio (Ex: Pinus radiata) (Altamura,
1996; Hartmann et al., 1990).

Em Olea Europaea muitos autores observaram raizes adventicias formadas a
partir do tecido cambial do caule, Bakr et al. (1977) na cultivar “‘Wetaken’, Salama et al.
(1987), nas cultivares ‘Manzanillo ‘,’Mission’, ‘Kalamata’ e ‘Hamed’, e Ayoub & Qrunfleh
(2006), nas cultivares ‘Nabali’ e ‘Raseei’. Em cultivares portuguesas, estudos recentes
publicados por Macedo et a/ (2013), mostram que estacas de facil enraizamento da cv.
‘Cobrancgosa’ também apresentam formacao de raizes adventicias com origem no tecido
cambial. Os mesmos autores relatam que no caso de cultivares de dificil enraizamento
como é o caso da cv. ‘Galega Vulgar’, os campos morfogénicos das raizes sempre foram
encontrados em células do tecido caloso que se forma em torno da base da estaca, na
regido onde foi cortada.

Em variedades de facil enraizamento foi também observado que a divisao celular
ocorria apenas numa area localizada dos tecidos vasculares, deslocando fibras
esclerenquimaticas deixando outras regides inalteradas. Em variedades de dificil
enraizamento, foi observado rdpido desenvolvimento celular em todos os tecidos
exceto a medula. A desagregacdo total do anel de esclerénquima, ainda que nao
resultando na organizacdo de novas células para a formacdo do primordio radicular, foi
também observada. Estas observa¢des levam os autores a afirmar que a baixa
capacidade de enraizamento de algumas cultivares pode estar relacionada com a perda

de competéncia a nivel celular (Krisantini et al., 2006).



O enraizamento adventicio foi inicialmente considerado um processo fisiolégico
desenvolvido numa Unica etapa (De Klerk et al., 1999; Friedman et al., 1985; Jasik & De
Klerk, 1997; Sircar & Chatterjee, 1973 cit. in Porfirio, 2015), mas, estudos histoldgicos e
fisiolégicos reclassificaram-no como um processo complexo de desenvolvimento,
organizado numa sequéncia de etapas interdependentes, tendo cada uma os seus
requisitos préprios (De Klerk, 1996; Gaspar et al., 1992, 1997; Jarvis, 1986; Kevers et al.,
1997b; Rout et al., 2000 cit. in Porfirio, 2015).

De acordo com Berthon et al. (1990), Heloir et al. (1996) e Pacurar et al. (2014),

o processo de enraizamento adventicio pode ser dividido em trés fases; a inducdo, a
iniciacao e a expressao radicular.
A inducdo corresponde a fase em que ocorrem processos moleculares e bioquimicos
ainda sem alteragdes histoldgicas visiveis; na iniciacdo tém inicio os primeiros processos
histolégicos como a organiza¢do do primdrdio radicular, caraterizado pela ocorréncia de
pequenas células com grandes nucleos e citoplasma denso; por ultimo, a expressdo
radicular compreende o desenvolvimento do apice radicular, crescimento interno e
emergéncia do primérdio radicular (Porfirio et al., 2015).

Espécies lenhosas perenes, como a oliveira, mostram capacidade de
enraizamento diferenciada entre cultivares (Fouad et al., 1990), sendo influenciadas por
fatores exdgenos e enddgenos, como a anatomia do caule, a bioquimica e o controlo
genético, sendo que os seus efeitos permanecem em grande parte desconhecidos.

Uma das razoes invocadas para a diferenca de enraizamento observada entre
espécies e cultivares dentro de uma espécie, relacionava-se com a anatomia do caule e
a presenca em alguns casos de um anel fibroso de esclerénquima que podia impedir a
formacao de raizes ou até a sua ligacdo aos sistemas vasculares da estaca, sendo assim
apontado como uma possivel barreira mecanica a emergéncia de raizes em cultivares
recalcitrantes (Ciampi & Gellini, 1963; Qrunfleh et al., 1994; Salama et al., 1987). Os
estudos mais recentes sobre este assunto mostram que, um anel deste tipo, mesmo
com 3-6 camadas de células, ndo pode ser um fator limitante, uma vez que se desintegra
durante o processo de enraizamento, mesmo em cultivares onde apenas ocorre a
formacao de tecido caloso e a formacdo de raizes ndo é atingida. (Ayoub & Qrunfleh,

2006, 2008). Na verdade, ja em 1996, Altamura tinha referido que o anel de



esclerénquima ndo poderia limitar o enraizamento e ser causa de recalcitrancia, por
duas razdes: (i) a expansao e desenvolvimento celular induzido pela agdo do tratamento
com auxina pode causar ruturas nessa barreira; (ii) o primérdio radicular poderd
contornar essa barreira e emergir pela base da estaca.

Relativamente ao controlo bioquimico do enraizamento adventicio, até a data
sdo as auxinas os compostos que tém demonstrado maior efeito sobre o processo,
sendo as mais utilizadas para induzir a formacdo de raizes adventicias em estacas
(Preece, 2003; Rademacher, 2015). A principal auxina enddgena é o acido indole-3-
acético (AlA), mas existem outras naturais como o acido indole-3-butirico (AIB), o acido
4-cloro-indole-3-acético (4-CI-AlA), o acido fenilacético (PAA), e outras sintéticas, como
o acido 1-naftalenoacético (ANA) ou o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). O AIB foi
originalmente sintetizado quimicamente e sé posteriormente se descobriu a sua
presenca enddgena em plantas, (Epstein et al., 1989; Ludwig-Miiller & Epstein, 1991 cit.
in Porfirio, 2015) sendo a 22 auxina enddgena mais importante na formacao de raizes
adventicias.

As auxinas tém um papel importante na formacgao de raizes adventicias, mas sao
também responsaveis por promover a divisdo celular, o crescimento dos caules, a
divisdo celular no cambio vascular, o desenvolvimento do xilema secundario,
controlando ainda o fototropismo e a dominancia apical. As auxinas enddgenas sao
sintetizadas nos embrides e em meristemas e tecidos jovens, como o apice e jovens
folhas (Ljung et al., 2005). A partir destes tecidos de origem as auxinas podem ser
transportadas passivamente por fluxo de massa através dos vasos condutores ou
ativamente pelo cdmbio vascular. Este tipo de transporte é independente da gravidade
(Peer & Murphy, 2007) e é mediado por proteinas transportadoras Peer et al (2011). O
AIB pode ser reduzido a AIA através de um processo enzimatico semelhante a oxidacdo
dos 4cidos gordos (Zolman et al., 2000).

Varios estudos comprovam que o AIB (Rama & Pontikis, 1990) e o ANA (Chaari-
Rkhis et al., 2002; Zuccherelli & Zuccherelli, 2002; Brahadda et al., 2003), ou a adicdo de
poliaminas ao meio de enraizamento (Rugini et al., 1990; Mencuccini, 1995; Zuccherelli
& Zuccherelli, 2002), tém um efeito significativo na formacdo e alongamento de raizes

em plantas de oliveiras.



Também as enzimas oxidativas tém sido relacionadas com a formacao de raizes
adventicias. Os primeiros relatos sobre o assunto sugerem por exemplo que os
compostos fendlicos estimulam a formacdo de raizes em sinergia com o I|AA,
possivelmente através da inibicdo da enzima IAA-oxidase (IAAox) (Gorter, 1969 cit. in.
Porfirio et al., 2015).

Também o envolvimento e a importancia da oxidase alternativa (AOX) na
resposta das plantas a diversas condicdes de stress tem vindo a ser demonstrado e
permitem considerar a AOX como enzima chave no processo de reprogramacao celular
associado ao enraizamento adventicio (Macedo, 2005).

Relativamente as condi¢cbes ambientais e mais propriamente em relagdo a
temperatura, varios ensaios efetuados aconselham valores entre 20-26°C na base das
estacas. Jacobini et al. (1977) consideram os 24-25°C como a temperatura ideal do
substrato usado no enraizamento. Este aquecimento basal pode ser conseguido por
circulacdo de agua quente, vapor de dgua ou resisténcias elétricas na bancada usada

para o enraizamento.

2.3.3.2. Estacaria lenhosa

A multiplicacdo por estacaria lenhosa implica o uso de material vegetal ja
lenhificado, com 2 ou mais anos de idade. As estacas mais utilizadas, com dimensdes
entre os 20 e 0s 50 cm e 5 a 10 mm de diametro, podem ser obtidas facilmente a partir
da madeira de podas (Peixe et al., 2003).

As estacas podem ser colocadas em viveiro no solo, tanto na horizontal como na
vertical, ou em sacos de plastico na vertical. Ao fim do 22 ano no viveiro inicial, deverao
ser mudadas para segundo viveiro, realizando-se uma poda radicular para promover a
ramificacdo das raizes originando um sistema radicular de melhor qualidade. O solo do
19 viveiro devera ser fértil e bem drenado, devendo ser regado. Ja no 22 viveiro n3o se
efetuam regas para promover adaptacdo das plantas as condi¢cbes naturais de
desenvolvimento no campo.

Apesar da facilidade de obtencdo de material proveniente de podas, este

método apresenta inconvenientes que comprometem o uso a nivel comercial. Por um



lado, é dificil garantir a sanidade de todo o material recolhido; por outro, limitar a
recolhna a darvores que ndo apresentem sintomas de doengas ira limitar a sua
disponibilidade. Outro inconveniente é o facto de se poder estar a multiplicar variedades
indesejadas e a heterogeneidade presente em muitos olivais, podendo este ser da
mesma variedade mas constituido por clones com patriménio genético diferente

(Barranco et al., 1999).

2.3.3.3. Estacaria semilenhosa

Na multiplicacdo por estacaria semilenhosa sdao usados rebentos do ano, ou com
um ano de idade, ndo lenhificados ou parcialmente lenhificados, sendo inumeros os
fatores que influenciam o processo, o que obriga a uma definicdo prévia da melhor
conjugacado de fatores em funcdo da cultivar utilizada (Abazi, 2000 cit. in Oliveira et al.,
2003).

Para a variedade ‘Ascolano’ por exemplo, foram obtidos melhores resultados
qguando as plantas matrizes apresentavam maior vigor vegetativo e a indu¢do do
enraizamento se fazia com AIB na concentracdo de 3000 ppm e 5000 ppm, sendo
recomendado 3000 ppm por ser mais econdmico (Oliveira et al., 2003).

Por sua vez, estacas da cv. ‘| BardhiTiranes’ recolhidas em Maio, em
desenvolvimento ativo, ou em Dezembro, em repouso vegetativo, apresentam
diferentes rea¢des a dopagem com AIB. Concentra¢des de 1000 ppm traduzem-se uma
fraca reacdo e ineficiente enraizamento em ambas as fases, 3000 ppm conduzem aos
melhores resultados em Maio, quando as concentra¢des de auxina enddgena s3ao mais
elevados, e 5000 ppm em Dezembro, quando estas concentra¢des sdo mais baixas.
(Ismaili & Lani, 2013).

A concentracdo de hidratos de carbono nas plantas matrizes de onde sdo
recolhidas as estacas é outro fator que tem importancia na forma¢ao do novo sistema
radicular, e em oliveira, a presenca de folhas e gemas nas estacas, favorece o processo
de iniciacdo e crescimento de raizes (Fontanazza & Rugini, 1977; Avidan & Lavee, 1978;

Caballero & Nahlawi, 1979).



O ambiente em torno das estacas deve ser muito humido, de 80% a 90%, e com
temperatura amena, o que se consegue mediante uso de nebulizagdo intermitente
(Proubi, 1998). A elevada humidade que se obtém, em camara de nebulizagdo, mantém
vivas as estacas até que enraizem, ja que faz baixar a temperatura e a transpira¢do da
folha devido a formacdo de uma pelicula de dgua sobre a mesma (Hartman & Kester,
1980; Rallo & del Rio, 1990).

No geral o material vegetal usado deve ser recolhido de plantas-mae jovens,
vigorosas, e em crescimento ativo. A idade e estado do material vegetal pode nao
influenciar espécies de facil enraizamento, mas o mesmo ndo acontece nas de dificil
enraizamento, em que a capacidade de enraizamento adventicio das estacas decresce

com o aumento de idade da planta-mae (Lamb et al., 1975).

Figura 2: Segmentos caulinares normalmente utilizados em estacaria
semi-lenhosa. (A) Estaca Basal; (B) Estaca Média; (C) Estaca Apical.
(Barranco et al., 1999).

Em relacdo ao tipo de estaca, como pode observar-se na figura 2, podem utilizar-
se estacas apicais, médias ou basais, em funcdo da sua posicdo relativa no ramo de onde
sdo recolhidas. Para evitar um excesso de transpiracdo ao nivel das folhas e assim
minimizar as perdas de agua e nutrientes, todas as folhas a excecdo dos dois pares
situados na extremidade apical da estaca sdo removidos, antes do tratamento com

reguladores de crescimento e da sua colocacao em bancada de enraizamento.



S3o muito poucos os ensaios onde se compara o desempenho dos diferentes
tipos de estaca. Recentemente, Ismaili & Lani (2013) fizeram um ensaio onde foram
usadas estacas apicais, basais e médias da cv. ‘| BardhiTiranes’ e comparadas quanto ao
seu enraizamento, tendo sido obtidos os melhores resultados com estacas do tipo apical
para as diferentes concentragcdes de auxina testadas, 1000 ppm, 3000 ppm e 5000 ppm
de AIB.

2.3.4. Ovulos

Ovulos sdo protuberancias que podem encontrar-se na base do caule, na regido
de insercdo das raizes com o caule, a denominada zona do colo. Estas hipertrofias
produzem torgdes nos vasos condutores e diminuem a circulagdo da seiva, causando
hipernutricdo das células do cambio, que proliferam, originando tecidos de parénquima
onde se acumulam substancias amildceas, fontes de carbono, que favorecem a
formacdo de rebentos e raizes, dependendo se a regido do évulo onde este processo
ocorre, se encontra a luz ou no escuro. Os évulos sdo plantados com compasso 0,6x0,3
metros, e o transplante realiza-se entre 3 a 5 anos, podendo o dvulo continuar a produzir

novas plantas (Peixe et al., 2003).

2.3.5. Micropropagacgao

2.3.5.1. Descricdo geral

A micropropagacdo pode ser considerada um tipo especifico de propagacdo por
estacaria. A técnica utilizada para a oliveira consiste na indugdo de rebentacdo axilar
sobre um segmento caulinar (Peixe et al., 2003). Apds o crescimento, os rebentos sdo
separados em microestacas individuais que, apds enraizadas, originam novas plantas,
ou podem ser cortadas novamente em segmentos caulinares permitindo a sua
multiplicacdo. Estes lancamentos axilares sdo repicados e colocados em meio de
multiplicacdo até que se atinja o nimero desejado de plantulas pretendidas. Esses

brotos sdo enraizados, aclimatizados e transplantados para o solo (Leva, 2011).



Recentemente a técnica tem sido referida por diversos laboratérios comerciais
para a propagacao de diversas variedades de oliveiras. Contudo, o custo final por planta
continua a ser elevado e os fatores que mais contribuem para esse elevado custo sdo a
falta de estabilidade na taxa de proliferacdo dos explantes, baixa percentagem de
lancamentos radiculares e uma perda excessiva de plantulas enraizadas durante a fase
de aclimatizagao (Leva, 2011).

Todo o processo de multiplicacdo in vitro baseia-se na possibilidade de se
conseguir instalar a cultura em meio artificial em condi¢des de assépsia total. Tem-se
verificado no caso da oliveira a dificuldade de instalacdo sem o aparecimento de
contaminacgdes, quando se usa material vegetal recolhido de oliveiras adultas (Peixe et
al., 2003). O desenvolvimento de produtos como o Plant Preservative Misture (PPM)
tem ajudado a ultrapassar este problema pois possui acdo fungicida e bactericida e pode
ser adicionado a meios de cultura sem prejudicar o desenvolvimento dos tecidos
vegetais (Peixe et al., 2003).

O comportamento in vitro das microestacas é variavel e influenciado por diversos
fatores. De entre estes destaca-se, a fase juvenil ou adulta da planta de onde se recolhe
o material para dar inicio a cultura in vitro, o gendtipo da planta, o tipo de auxinas e a
sua concentragdo e ainda o microclima conseguido in vitro (Leva, 2011).

Estacas uninodais produzidas a partir de ramos do ano em desenvolvimento
ativo, sdo de momento o material de eleicdo para iniciar a micropropagacao da oliveira.
A taxa de multiplicacdo tem de ser superior a 3 em 30 dias. NUumeros inferiores tornam
a técnica pouco competitiva quando comparada com outros métodos e
necessariamente economicamente inviavel (Peixe et al., 2003).

Quanto ao meio de cultura, o mais utilizado é o Olive Medium (OM),
desenvolvido por Rugini em 1984 especificamente para a estimula¢do de gomos axilares
e o crescimento de rebentos de oliveira. Podera também ser utilizado o meio Murashige
& Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962, modificado por Fiorino & Leva, 1986). A
composicdo do meio de multiplicacdo influencia as taxas de multiplicacdo e
consequentemente a viabilidade do processo. Deste modo, tém-se procurado as

formulagbes mais eficazes para a maioria das espécies com interesse comercial.



O meio OM desenvolvido para a oliveira contem manitol como fonte de carbono
e Zeatina como regulador de crescimento, tendo-se provado que estes compostos sao
fundamentais para um bom desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro (Rugini,
1984; Fiorino & Leva, 1986; Micheli et al., 2009 cit. in Chaari-Rkhis et al., 2010). A
substituicdo da Zeatina (composto extremamente caro) por agua de coco e BAP, foi
conseguida com sucesso por Peixe et al. (2007) na cultura in vitro da variedade ‘Galega
vulgar’, mas a substituicdo ndo tem resultado para outras cultivares.

Para a fase de enraizamento, a auxina ANA tem sido usada com sucesso nas
variedades, ‘Frantoio’, ‘Dolce Agogia’, ‘Moraiolo’ e ‘Nebbiara’. Bons resultados tém sido
obtidos também com o uso de AIB, nomeadamente quando usado em explantes juvenis
de algumas variedades espanholas e em explantes maduros das variedades ‘Carolea’ e
‘Nocellara Etnea’, ‘Maderensis lowe’ e ‘Meski’ (Leva, 2011).

Apesar dos bons resultados obtidos com o enraizamento in vitro, o prego por
planta ao ser usada esta técnica podera ser drasticamente reduzido se o enraizamento
poder ser efetuado ex vitro, evitando assim a manipulagdo em cultura asséptica e
reduzindo significativamente a intensiva manipulacdo necessaria ao processo. Na
verdade, cerca de 60 a 80% do custo por planta micropropagada é devido a esta fase de

enraizamento (Leva, 2011).

2.3.5.2. Fases do processo de micropropagacao em oliveira

2.3.5.2.1. Escolha do explante inicial e colocagdo em cultura asséptica

De modo a se obter sucesso no estabelecimento de um protocolo de cultura in
vitro, a escolha do explante inicial e a sua iniciacdo em cultura asséptica sdo aspetos
bastante importantes. A escolha do explante inicial ird depender de entre outros
fatores, da metodologia utilizada na propagacao. Nos processos em que que se promove
a rebentacdo axilar, os novos explantes originam-se a partir de meristemas do explante
inicial, sendo comummente utilizados fragmentos de caules com pelo menos 1 gomo,

axilar ou terminal. Por outro lado nos processos de organogénese e embriogénese



somatica, sao utilizados explantes sem células meristematicas preformadas, resultante

por exemplo da fragmentacao de folhas (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).

i

Figura 3: Segmentos uninodais normalmente utilizados
para iniciagdo em cultura asséptica (Peixe et al., 2007).

No que diz respeito a idade do explante inicial, explantes préoximos da condi¢do
juvenil respondem invariavelmente melhor do que adultos ao processo de cultura in
vitro, mas quando o objetivo é a multiplicacdo clonal de uma planta especifica, em
espécies alogamicas a sua utilizacdo estd condicionada, pois conduziria a populacdes
heterogéneas. Nesse caso, a obtencdo de material vegetal com natureza juvenil é
possivel de obter com recurso a podas severas sobre a planta mae, que forcam o
desenvolvimento de ramos da base do tronco, onde estas caracteristicas se manifestam.

Escolhido o explante inicial, é importante existir um compromisso entre a
desinfecdo dos mesmos e a sua taxa de sobrevivéncia, de modo a obter sucesso na sua
instalacdo em cultura asséptica. Para cada espécie e tipo de explante, é necessdrio a
realizacdo de ensaios para se conseguir este compromisso visto o grau de infecdo das
superficies dos tecidos ser muito variavel.

Como desinfetantes podem ser utilizados em cultura in vitro por exemplo:

- 0 hipoclorito de cdlcio em concentragdao 4-8% de cloro ativo, permite a

evolucdo dos tecidos por ndo ser penetrante, sendo pouco estavel em solucdo

aquosa necessita preparagdo no momento do uso;



- 0 bicloreto de mercurio em concentracdao 0,01-0,05%, é muito eficaz na

esterilizacdo, mas necessita de varias lavagens pois é de dificil remocao;

- 0 mercurobutol, contém detergente que aumenta seu poder de penetracao e

eficacia, mas é dificil de eliminar dos tecidos vegetais (Augé et al., 1989).

Normalmente para instalagdo in vitro da oliveira sdao usados rebentos apicais,
crescimentos do ano de 15 a 20cm de comprimento que foram cortados em segmentos
uninodais com comprimento de 1 a 2 cm. Estes segmentos normalmente sdo lavados
em dgua corrente pelo menos durante 30 minutos; de seguida emersos em solucao
sempre agitada com 12% de hipoclorito de sédio durante 8 minutos e finalmente sdo
lavados 3 vezes em agua destilada esterilizada.

As folhas sdao removidas e os segmentos colocados em meio de cultura OM para

inicio da cultura.

2.3.5.2.2. Fase de Multiplicacdo

Durante esta fase a viabilidade de todo o processo de propagacdo in vitro estd
fortemente condicionada pelas taxas de multiplicacdo conseguidas; sé poderdo ser
competitivas e aplicadas comercialmente se forem obtidas taxas de multiplicagdao
elevadas, visto que o processo envolve um elevado nivel de especializagdo da mao-de-
obra e energia.

Varios sdo os fatores com influéncia sobre esta taxa, tais como, o gendtipo, a
composicdo do meio de cultura, as reservas e fonte de carbono, niveis e tipo de
regulador de crescimento, luz e temperatura.

O uso de reguladores de crescimento, nomeadamente o BAP e a Zeatina, é
fundamental. Estes tém o objetivo de promover crescimentos dos gomos axilares dos
explantes, estimular a divisao celular e o crescimento, inibir o desenvolvimento de raizes
e promover a organogénese nos callus celulares. Atrasam ainda a senescéncia e
envelhecimento dos drgdos vegetais e promovem o desenvolvimento de cloroplastos e

a expansdo celular das folhas (Hartmann et al., 1990).



Na maior parte das espécies lenhosas a proliferacdao de rebentos é conseguida a
partir da evolugao dos gomos axilares e adventicios, resultado da estimulagao produzida
pela aplicacdo de citoquininas exdgenas. Os primeiros rebentos a surgir sdo os presentes
nas axilas das folhas; os ultimos sdo botdes recém-formados na extremidade basal de
rebentos (Hartmann et al., 1990).

No caso da oliveira, os rebentos sdo caracterizados por uma forte dominancia
apical que influencia os seus habitos de crescimento natural e que ndo pode ser
suprimida in vitro através de tratamentos com citoquininas. Desta forma, a rebentagao
axilar de gomos adventicios tem pouca importancia e a multiplicacdo de rebentos é
conseguida a cada subcultura quando estes, apds alongados, sdo segmentados em

segmentos uninodais (Fabrri et al., 2004).

2.3.5.2.3. Fase de Enraizamento

Esta fase inicia-se depois de conseguida uma taxa de multiplicacdo aceitavel.
Caracteristicas dos explantes como bons didametros do caule, um bom alongamento e
desenvolvimento foliar durante a multiplicagdo, sdao caracteristicas que estdo
fortemente ligadas a uma boa taxa de enraizamento.

O enraizamento de oliveiras in vitro foi reportado por Rugini et al. (1993) por
inducdo do escurecimento do meio de enraizamento na presenca de auxinas como AlB
ou ANA ou substancias como as poliamidas que favorecem a divisdo celular e o
crescimento.

Ao utilizarem micro estacas da cultivar de oliveira ‘Galega Vulgar’ Macedo et al.
(2013), mostraram que os eventos correspondentes a fase de indu¢do ocorrem nas
primeiras 96 h apds o tratamento com auxina, quando as células recuperam recursos
meristematicos. A partir das 96 h até as 336 h observam se os primeiros meristemoides

e zonas morfogenéticas da raiz.



Os eventos observados na fase de iniciagdo sdo seguidos por uma elevada
atividade mitética que eventualmente conduz a fase de expressao que se inicia 528 h
apos o tratamento com auxina.

A influéncia da iluminagao no meio de enraizamento tem sido estudada usando
carvao ativado de modo a provocar o escurecimento parcial ou total do meio. Estudos
prévios suportam a possibilidade do carvdao ativado absorver substancias todxicas
libertadas pelos explantes e promover a formacao de raizes (Mencuccini, 2002).

Foram confirmadas interacdes entre a capacidade de enraizamento e a
intensidade da luz. Esta inibe o enraizamento e o método de escurecimento in vitro
aumenta a percentagem de enraizamento quando a capacidade de enraizamento da
cultivar é baixa (Mencuccini, 2002).

A técnica de escurecimento através da pintura dos frascos de preto e cobertura
da superficie do meio com granulos de policarbonato nao é pratica (Rugini et al., 1993),
e o uso de carvao ativado adicionado ao agar do meio (De Fossard et al., 1978) facilita o
desenvolvimento in vitro de muitas espécies mas na micropropagac¢ao da oliveira ndo

traz resultados significantes (Canas et al., 1992).

2.3.5.2.4. Fase de Aclimatizacdo

A aclimatizacdo é a ultima fase de todo o processo de obtencdo de plantas por
cultura in vitro. Devido as condi¢des em que se desenvolvem (elevada humidade relativa
e baixa intensidade luminosa), as jovens plantas enraizadas apresentam uma baixa taxa
fotossintética, baixa densidade estomatica e alteragdes na morfologia e funcionamento
dos estomas; fatores que podem comprometer a sua taxa de sobrevivéncia. (Chaari-
Rkhis et al., 2010).

Caracteristicas histoldgicas particulares foram observadas em folhas de oliveiras
em cultura in vitro. Estas apresentam menor resisténcia a desidratacdo e dificuldade na
aquisicdo da condicdao autotréfica. Plantas provenientes de cultura in vitro da cv.
‘Nocellara del Belice’ e da cv. ‘Nocellara Etnea’, apresentam uma reducdo notavel na
espessura e diametro do feixe vascular central das folhas. A epiderme apresenta uma

fina cuticula, densidade estomatica baixa e o tecido em palicada é composto por apenas



uma camada, em vez das 3 a 4 presentes nas plantas cultivadas no campo (Fabrri et al.,

2004).

2.4. Enraizamento ex vitro a partir de explantes produzidos in vitro

De acordo com o que nos foi possivel apurar, Leva (2011), propds até agora o
Unico protocolo para o enraizamento ex vitro de explantes de oliveira enraizados in vitro.
O principal objetivo desse trabalho foi a reducdao de custos associados a fase de
enraizamento, programando um protocolo onde nao se fazem as manipula¢des em
condicOes de assépsia associadas aos métodos tradicionais de propagacao in vitro. Para
isso, propéem os autores que a fase de inducdo seja conseguida pela imersdo rapida
numa solucdo concentrada de regulador de crescimento (ANA a 500 ppm), com a fase
de iniciacdo e expressdo radicular a ser obtida em substrato organico (fibra de coco).

Nos ensaios foram usados explantes previamente cultivados in vitro das
cultivares ‘Maurino’, ‘Coratina’, ‘Correggiolo’, ‘Frantoio’, ‘Maremmano’, ‘Picholine’ e ‘S.
Francesco’. Foram usados explantes com diferentes tempos de multiplicagcdo in vitro,
(225, 267 e 309 dias), correspondendo respetivamente a 5, 6 e 7 subculturas. Os
explantes foram mantidos ou em luz continua ou sob 16h de fotoperiodo, com uma
intensidade luminosa préxima dos 40 uM m=2 s,

Todas as cultivares analisadas formaram raizes adventicias sendo tanto melhor
0 enraizamento quanto maior o numero de subculturas previamente realizado antes da
inducdo do enraizamento ser tentada. As taxas de enraizamento foram também
condicionadas pela cultivar. A cultivar ‘S. Francesco’, apresentou alta capacidade de
enraizamento, cerca de 76%. As cultivares ‘Correggiolo’ e ‘Frantoio’ apresentaram uma
baixa capacidade de enraizamento, 28 e 40% respetivamente e as restantes cultivares,
‘Picholine’, ‘Maurino’, ‘Maremmano’, e ‘Coratina’ apresentaram capacidades de
enraizamento entre os 62-72%. Verificou-se ainda que a presenga de luz continua foi
fundamental para o sucesso deste protocolo. Na auséncia de luz as microestacas nao
enraizaram e ocorre amarelecimento e abcisdo foliar e extensa contaminacao
microbiana. Todas as microestacas enraizadas apresentavam 1 ou 2 novas folhas apicais

que se desenvolveram ao longo do periodo de enraizamento. Mais de 90% das



microestacas enraizadas sobreviveram durante o processo de aclimatizagao,
observando-se durante este a continuag¢dao do crescimento que ja se tinha iniciado na

fase de expressdo e desenvolvimento radical.



3. Material e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Material Vegetal

Explantes uninodais de dois clones de oliveira da variedade ‘Galega vulgar’
cultivados e mantidos in vitro ha varios anos no Laboratério de Melhoramento e
Biotecnologia da Universidade de Evora, foram utilizados como material de partida
neste trabalho. Estes clones tiveram a sua origem num programa de sele¢ao clonal
iniciado pelo Prof. Antero Martins (Instituto Superior de Agronomia) e pelo Eng.2 Luis
Santos (Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria). Os cerca de 100 clones
ai selecionados foram entretanto avaliados no ambito do projeto Agro 683
(Desenvolvimento integrado de estratégias para a reabilitacdo da cv. ‘Galega vulgar’,
como cultivar de charneira no patriménio oleicola nacional), ao nivel de alguns
parametros agrondmicos ndo influenciados pelas condi¢Ges edafo-climaticas, como
sejam a capacidade de enraizamento, o teor em gordura na matéria seca e a presenca
de virus.

Por ja se encontrarem instalados in vitro, por apresentarem comportamento
contrastante ao nivel da capacidade de enraizamento por estacaria semilenhosa e ainda
por apresentarem elevados teores de gordura na matéria seca e bom estado sanitario
(Tabela 2), foram selecionados para este trabalho os clones com a nomenclatura 1441 e

2022.



Tabela 2 — Parametros agrondémicos relativos aos dois clones em estudo.
Avaliacdo efetuada no ambito do Projeto AGRO-683. Valores médios para 3 anos
de observacoes.

Clone
Parametro Avaliado 1441 2022
Enraizamento médio por | 0,93 11,7
estacaria semilenhosa (%6)
Infecdo por virus * Né&o
Gordura na matéria seca (%0) 54,25 42,05

* Resultado negativo em RT-PCR mas inconclusivo em ds-RNA

3.1.2. Meios de Cultura

A formulagao nutritiva de base, assim como a solugdo de vitaminas OM, ambas
propostas por Rugini (1984) e cuja composicdo se apresenta na Tabela 3, foram
utilizadas em todas as fases (multiplicacdo/alongamento e expressdo do enraizamento)
do processo de cultura in vitro.

Para a fase de multiplicagdo/alongamento, a formulacdo base foram adicionadas
citoquininas, Zeatina (1mg L) e BAP (2mg L), e o meio foi gelificado pela adi¢c3o de
0,7% de agar-agar.

Para a fase de expressdao do enraizamento in vitro, a formulacao de base foi
utilizada sem adicdo de reguladores de crescimento e suplementada com 0,2% de

carvao ativado.



Tabela 3 — Composicao base do meio de cultura OM.

Macronutrientes mg L*
CaCl; 332,2
KNO; 1100
Ca (NO3)2 4H,0 600
KCI 500
MgSQO, 7H.0 1500
KH2PO,4 340
NH4NO; 412
Micronutrientes mg L™
MnSQO4 4H.0 22,3
HsBOs 12,4
ZnS0, 7H,0 14,3
NaMoO, 2H,0 0,25
CuS0O4 5H:0 0,25
CoCl;6H:0 0,025
Kl 0,83
Fe-EDTA mg L?
Na,EDTA 2H,0 41,30
FeSO4 7H:0 27,85
Vitaminas mg L?
Tiamina HCI 0,5
Acido nicotinico 5
Piridoxina HCI 0,5
Acido Folico 0,5
Biotina 0,05
Glicina 2
Mio-inositol 100
Aminoécidos mg L™
L-Glutamina 2194

(Rugini, 1984)

3.1.3. Substratos/contentores de enraizamento e aclimatizacdo

O enraizamento dos explantes obtidos durante a fase de multiplicacdo, foi
tentado tanto in vitro, em condi¢cbes de assépsia, como ex vitro. No processo de
enraizamento in vitro, apés a inducdo radical ter sido conseguida pela imersdo da base
dos explantes numa solucdo concentrada de auxina (ver. 3.2.3), a expressdo e
desenvolvimento radical foi conseguida com a colocacdo dos explantes no meio de

cultura utilizado para a fase de enraizamento tal como referido em 3.1.2.



No processo de enraizamento ex vitro, a indugao radical também foi conseguida

pela imersao das bases dos explantes numa solucgao
concentrada de auxinas sendo posteriormente os
explantes colocados em dois substratos de

enraizamento, a saber:

- Preformas® Jiffy (Figura 4); trata-se de cubos

humedecidos contendo uma mistura de 70% fibra de
coco e 30% turfa com fertilizacao NPK ferro e calcio e
um pH situado entre 4,7 e 5,3. Os cubos sao
fornecidos em tabuleiros com 104 unidades cada,
palatizados e plastificados para evitar a sua

desidratagao.

- Pastilhas de fibra de coco prensada (Figura 5); trata-

se de pastilhas compostas 100% por fibra de coco
prensada e desidratada, com elevada capacidade de
expansdo ap6s hidratacdo sem qualquer tipo de

fertilizante adicionado e com pH de 5,5.

Figura 4 - Aspeto das ‘Preformas ®
Jiffy.

Figura 5 - Aspeto das pastilhas de

fibra de coco prensada antes de

hidratadas.

Todos os explantes onde o enraizamento foi conseguido, tanto in vitro como ex

vitro, foram transferidos para tabuleiros alveolados de polipropileno, com formato

retangular com 28 alvéolos e volume aproximado de 200 ml por alvéolo onde se colocou

o substrato de aclimatizacdo composto por areia, perlite e turfa, na proporg¢do 1:1:3

(V/V) (Figura 6).



Figura 6: Tabuleiro alveolado com substrato de

aclimatizacdo e jovens plantas apds enraizamento.

3.1.4. Outros Materiais

- Caixas de plastico (Figura 7); foram usadas para o
enraizamento ex vitro. Com um volume de
aproximadamente 500 ml e capacidade para 8 cubos
Preformas® jiffy ou 8 pastilhas de fibra de coco
prensada, permitem trocas com o exterior devido a

pequena banda porosa existente na tampa; contudo

garantem humidades relativas elevadas no interior

das caixas.

- Frascos de vidro (Figura 8); foram usados para as
fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro.

Possuem um volume de 480 ml e tampa de vidro que
necessita ser apertada com tiras de parafilm de modo
gue seja garantido um ambiente estéril mas sem que
o aperto seja demasiado de modo a que permita

trocas com o exterior e humidades elevadas no

interior.

- Tabuleiros alveolados (Figura 9); foram usados na fase
de aclimatizacdo. Trata-se de tabuleiros de
polipropileno, com formato retangular com 28 alvéolos

e volume aproximado de 200 ml por alvéolo.

Figura 7: Caixas utilizadas no
processo de enraizamento ex
vitro.

Figura 8: Frascos utilizados no
processo de cultura in vitro.

Figura 9: Tabuleiros utilizados
na fase de aclimatizacao.



- Estufins (Figura 10); foram utilizados para colocar os
tabuleiros alveolados durante a fase de
aclimatizagdo. Trata-se de um conjunto de tabuleiro

de polipropileno verde com cobertura de polietileno

transparente e serviram para manter uma humidade
relativa elevada durante os primeiros 15 dias de  Figura 10: Estufins utilizados na

. - . . - . fase da aclimatizagao.
aclimatizacdo, evitando a desidratacdo das jovens

plantas.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacdo do material vegetal

Para se conseguir o material vegetal usado nos ensaios de enraizamento, foi
necessario reativar a multiplicacdo e alongamento em condi¢cdes de assépsia de
explantes previamente cultivados in vitro, num processo que demora aproximadamente
60 dias.

A primeira fase deste processo consistiu em segmentar os explantes
previamente instalados in vitro em explantes uninodais desprovidos de folhas, com
cerca de 1 cm e proceder a sua colocagdao em meio OM de multiplicacdo. Nesta fase sdo
colocados cerca de 100 explantes por frasco de cultura (Figura 11-A).

A segunda fase é efetuada apds aproximadamente 30 dias e consiste em remover
o calliformado na base dos explantes uninodais, remover folhas da base que entretanto
se desenvolveram e voltar a colocar os mesmos em meio de cultura fresco, com a
mesma formulacdo (OM multiplicacdo) de modo a promover o seu alongamento. Neste
caso ficam entre 20 a 30 explantes por frasco (Figura 11-B).

Passados aproximadamente mais 30 dias os explantes apresentam 8-10 entrends
e cerca de 6-8 cm e estdo prontos para iniciar a fase de enraizamento (Figura 11-C).
Nessa altura, selecionam-se de cada frasco cerca de 15 explantes, os mais desenvolvidos

€ mais vigorosos.



Material e Métodos

Para instalar o ensaio, as estacas apicais foram preparadas mantendo o gomo
terminal e cortando a estaca ao 42 n6 abaixo deste. Para preparagdo das estacas basais,
a base da estaca onde se desenvolveu tecido caloso durante a fase de alongamento foi
eliminada e as estacas foram preparadas cortando ao 42 né visivel contado a partir da

extremidade basal. Tanto nas estacas basais como nas apicais mantiveram-se as 4 folhas

da extremidade sendo eliminadas todas as outras.

Figura 11: Aspetos da evolugdo dos explantes até atingirem o desenvolvimento necessario para se
iniciar a fase de enraizamento: (A) Estabelecimento da cultura por segmentos uninodais; (B)
Desenvolvimento apds 30 dias; (C) Desenvolvimento apds 60 dias.

3.2.2. Esterilizacdo e desinfecdo de materiais

Tanto durante as fases de multiplicagdo/alongamento, como durante a fase de
enraizamento in vitro, os explantes foram manuseados em condi¢des de assépsia em
camara de fluxo laminar horizontal.

Parainstalacdo da cultura e em todas as repicagens efetuadas, o material vegetal
foi preparado em placas de Petri esterilizadas em estufa a 180°C durante 120 minutos.
Etanol a 70° foi utilizado para desinfecdo das maos dos operadores e da superficie da
camara. O material de corte e manuseamento dos explantes (pingas, bisturis e lancas)
foi desinfetado apds cada utilizacdo pela imersdo prévia em etanol a 70° e posterior
esterilizacdo por altas temperaturas (250°C) usando um esterilizador de esferas de vidro

e mantendo os instrumentos no esterilizador pelo menos durante 60 segundos.
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3.2.3. Tratamentos para inducdo radical

Para promover a indugdo radical, os explantes foram submetidos a vdrios
tratamentos de imersdo rapida em solu¢Ges concentradas de auxinas (técnica de
‘pulse’). Foram realizados tratamentos com duas auxinas, ANA e AIB, com duas
concentragdes (540 ppm e 3000 ppm) e 5 minutos de tempo de contacto para a
concentragdao mais baixa e 10 segundos para a mais elevada.

Apds a imersdo no regulador de crescimento e para possibilitar a sua absorcao
os explantes estiveram 1 minuto em repouso antes de serem colocados no recipiente
de cultura com meio de enraizamento OM. Nesta fase sdao colocados cerca de 10
explantes por frasco e as primeiras raizes sao visiveis apds 15-20 dias.

No que diz respeito a técnica de ‘pulse’ para o enraizamento ex vitro, a
metodologia foi semelhante a usada no enraizamento in vitro com o mesmo método de
corte e limpeza dos explantes. Contudo, neste caso, ja ndo é necessdrio trabalhar em
ambiente esterilizado de modo a assegurar as condicdes de assépsia. Os explantes sdo
assim agrupados com a mao em grupos de 8, mergulhados no regulador de crescimento
e colocados um a um em cada cubo Preformas® Jiffy ou pastilha de coco prensada.

Para ajudar a colocag¢do dos explantes nos substratos, recorre-se ao uso de uma
pinga, segurando a estaca na vertical e inserindo a pinga com a estaca no meio do

substrato.

3.2.4. Preparacdo dos meios de cultura in vitro

3.2.4.1. Preparagdo das solucdes mae

- Solugdo mae de Macronutrientes OM: Para a preparacdo da solucdao mae de
macronutrientes, pesaram-se todos o0s nutrientes e dissolveram-se
separadamente em agua destilada; apds dissolvidos foram adicionados pela

ordem apresentada na tabela 2, num baldo contendo dgua destilada.



Pretendeu-se adicionar lentamente cada um de modo a que ndo ocorresse
precipitacdo. A homogeneizacao da solucdo fez-se com recurso a um agitador
magnético e por ultimo perfez-se o volume desejado com 4gua destilada.

Normalmente a solu¢cdo de macronutrientes é 10 vezes concentrada. E
necessario um maior cuidado na preparagdo da solugdo made de
macronutrientes, visto os nutrientes serem requeridos em maiores quantidades,

aumentando o risco de ocorrer precipitagao.

- Solu¢gdao mae de Micronutrientes OM: A preparagao da solugdo mae de
micronutrientes foi semelhante a preparacdo da de macronutrientes; neste caso
a solucdo foi 100 vezes concentrada e pelos mesmos motivos, a adicdo dos

nutrientes ao baldo volumétrico seguiu a ordem apresentada na tabela 2.

- Solugdo mae de Quelato de Ferro (Fe-EDTA): Para a preparacdo da solugao Fe-
EDTA pesou-se o sulfato de ferro e o Na,EDTA 2H,0 necessarios ao volume
pretendido; ambos foram dissolvidos separadamente em H;0 com auxilio de um
agitador magnético; por fim foi adicionado o sulfato de ferro ao Na,EDTA 2H,0. A
adicdo deve ocorrer lentamente de modo a evitar que ocorra precipitacao, pode
ser aquecido ligeiramente para facilitar a dissolucdo. As concentrac¢des utilizadas

encontram-se na tabela 2.

- Solucdo mae de Vitaminas OM: De modo a preparar a solugdo de vitaminas, as
guantidades requeridas foram pesadas, separadamente dissolvidas em agua
destilada e adicionadas a um baldo volumétrico seguindo a ordem apresentada
na tabela 2. A solugdo foi 100 vezes concentrada. O acido félico foi dissolvido em
NaOH 1N e a biotina proveniente de uma solu¢do mae a 0,5 g L'! previamente
preparada. A solugdo de vitaminas é filtrada em ambiente estéril com filtro 0,22

U e adicionada ao meio apds autoclavagem.



- Solugao mae de BAP: Para a preparagao da solugao mae de BAP pesou-se a
guantidade necessdria num vidro de relégio no qual se adicionaram algumas
gotas de NaOH 1N até se verificar a sua dissolucdo completa; posteriormente
perfez-se o volume com agua destilada, lavando bem o vidro de reldgio.

A pesagem foi realizada em balanca com precisdo de 0,0001 g e a solucdo

armazenada no frigorifico.

-Solugdo made de Zeatina: A solugdo made de Zeatina foi preparada de forma
semelhante a descrita para a preparacdo da solucao de BAP, com a diferenca do

armazenamento se realizar no congelador.

- Solugbes mae de AIB e ANA: Para a preparacao da solucdo de reguladores de
crescimento estes foram previamente pesados em balanca de precisdo 0,0001 g
e dissolvidos num copo de precipitacdo, em algumas gotas de NaOH 1 N, com
auxilio de agitador magnético. Perfez-se entdo o volume com dgua destilada
lavando bem o copo de precipitacdo. O pH da solucdo foi ajustado 7 + 0,5.

Por fim a solucao foi filtrada em ambiente estéril com filtro 0,22 e armazenada
no frio em frasco esterilizado coberto por papel de aluminio de modo a impedir

a sua fotodegradacao.

3.2.4.2. Preparacdo e esterilizagdo do meio de multiplicacdo in vitro

Para a preparacdo do meio de multiplicacdo adicionaram-se num bal3o
volumétrico contendo dgua destilada com capacidade para o volume de meio
pretendido, as diferentes solucGes mae pela ordem apresentada na tabela 2, agitando
constantemente com recurso a um agitador magnético.

De seguida sdo pesadas as vitaminas e aminodcidos que pelas quantidades a
utilizar serem elevadas, ndo foram incluidas nas solucbes mae (myo-inositol e L-
glutamina). Foi também adicionado o regulador de crescimento, BAP, que pode ser

adicionado ao meio antes da sua esterilizacdo.



Perfez-se o volume do baldo volumétrico, transferiu-se para um copo de
precipitacdo e ajustou-se o pH a 5,8. Apds ajustado o pH, foi adicionada a fonte de
carbono (manitol) e transferiu-se a solucdo para um Erlenmeyer contendo o agente
gelificante (agar-agar), previamente pesado e esta solugao base foi esterilizada em
autoclave a 121°C durante 40 minutos.

Depois do processo de esterilizagao adicionou-se o regulador de crescimento
Zeatina e as vitaminas provenientes da solucdo stock, ambas filtradas e esterilizadas,
usando um filtro de 0,22 . A adigdo de Zeatina, vitaminas e posterior distribuicao do
meio pelos frascos fez-se em ambiente estéril em camara de fluxo laminar.

O meio de cultura foi entdo distribuido por frascos de vidro esterilizados (+ 150
ml/frasco). Os frascos foram tapados apds o meio ter solidificado e a tampa fixada com

2 tiras de pelicula aderente, apertando a tampa ao frasco em cruz.

3.2.4.3. Preparacdo e esterilizagdo do meio de enraizamento in vitro

O modo de preparacdao é semelhante ao do meio de multiplicagdo, como é
apresentado na tabela 2, apenas com a diferenca de ndo serem usados reguladores de
crescimento no meio e ser adicionado carvao ativado de modo a se obter o
escurecimento deste. Para uma distribuicdo uniforme do carvao ativado no meio, este
nado deve ser distribuido pelos frascos ainda quente; deve-se esperar que figue morno
mas nao demasiado frio para nado solidificar.

A distribuicdo do meio pelos frascos fez-se em camara de fluxo laminar seguindo

0 mesmo processo do utilizado para a preparacdao do meio de multiplicacao.

3.2.4.4. Preparacgdo dos substratos para enraizamento ex vitro e aclimatiza¢éo

A preparacao dos substratos iniciais destinados ao enraizamento ex vitro
consistiu, na hidratacdo das pastilhas de fibra de coco prensada e disposicdao nas caixas

dos Preformas® Jiffy.



As pastilhas de fibra de coco foram submersas em agua durante 24 horas e
posteriormente secaram durante 3 horas de modo a drenar a 4gua em excesso, periodo
ap6s o qual foram colocadas nas caixas de enraizamento (Figura 7).

As plantas enraizadas nos substratos atrds referidos passaram depois para o
substrato usado na aclimatizacdo, composto por turfa, perlite e areia, na proporc¢ado de
3:1:1 V:V, mistura que foi feita manualmente até o mesmo apresentar uma aparéncia
homogénea. Este substrato foi colocado em sacos de aproximadamente 5 litros,
proprios para autoclave, esterilizado a 121°Ce 1,2 bar durante 60 minutos, sendo depois
armazenado até a sua utilizacdo, altura em que foi distribuido nos tabuleiros alveolados

de polipropileno (Figura 6).

3.2.5. CondigBes de Cultura

Em todas as fases do processo de cultura in vitro os explantes foram colocados
numa sala de crescimento de plantas com temperatura, fotoperiodo e intensidade
luminosa controladas. A sala foi programada para um fotoperiodo de 16 horas, uma
intensidade luminosa de 44 umol/m?/s? conseguida pela utilizacdo de |dmpadas
fluorescentes Osram L 36W/840 cool white e uma temperatura dia/noite de 24°C / 22°C.

Na fase de expressao radicular as plantas continuaram o seu desenvolvimento
em camara de crescimento, com condig¢des idénticas as descritas para a fase de cultura
in vitro mas com uma intensidade luminosa de 81 pmol/m?2/s a altura das plantas.

Para a fase de aclimatizacdo, os tabuleiros com as plantas enraizadas foram
colocados dentro de estufins (Figura 10) e passaram para uma camara de aclimatizacao,
com uma humidade relativa de 60%, temperatura dia/noite de 24/22°C, fotoperiodo de
16 horas e uma intensidade luminosa de 238 pmol/m?/s! & altura das plantas,
conseguida com a utilizacdo de ldmpadas Osram L 18W/840 cool white. No que diz
respeito aos estufins, estes permaneceram com as grelhas de ventilacdo
completamente fechadas durante 1 semana. Apds essa semana, foi aberta uma das 2
grelhas de ventilacdo, sendo a segunda aberta no final da 22 semana. No final da 32
semana foi retirada a cobertura de estufim e no final da 42 semana as plantas foram

transferidas para estufa.



A estufa encontra-se no Centro Experimental da Herdade da Mitra, localizado a
sul de Evora, Portugal, tem uma cobertura em policarbonato alveolar, e esta orientada
no sentido SE - NO.

O sistema de controlo ambiental desta estufa inclui: Sistema de cooling (Bucklin,
1993) para arrefecimento, baseado num ventilador instalado num dos extremos da
estufa e num painel celuloso humedecido localizado no outro extremo, e sistema de
controlo de radiacdo baseado no emprego de uma rede de sombreamento, a funcionar
manualmente.

Foram realizadas regas semanalmente com adubacdo NPK e micronutrientes a
partir da 12 semana nos estufins. Foi utilizada a seguinte formulagdo comercial,

Fertilizante Plantas Verdes, Compo®, e a concentracdo de 5 ml/L2.

3.3. Delineamento experimental e andlise de dados

Objetivo: Testar para os dois clones em estudo a viabilidade do enraizamento ex vitro
comparando os resultados obtidos com o processo de enraizamento convencional em
condigOes de assépsia (in vitro), sendo em ambos os casos a indug¢do do enraizamento
feita por imersao da base dos explantes numa solu¢ao concentrada de auxina.

O ensaio seguiu um delineamento em fatorial completo com 2 clones (1441 e
2022) * 3 substratos (meio de cultura OM, pastilhas de fibra de coco prensada e
Preformas® Jiffy) * 2 Tipos de Estaca (apical e basal) * 2 auxinas (AIB e ANA) * 2
concentragdes (540 ppm e 3000 ppm). Para as concentra¢es de 3000 ppm o tempo de
contacto da base dos explantes com a solucdo de auxina foi de 10 segundos, sendo de 5
minutos para as concentracdes de 540 ppm.

Para cada tratamento foram feitas 3 repeticdes. Cada repeticdo do enraizamento
in vitro em meio de cultura OM era composta por 10 explantes enquanto cada repeticao
do enraizamento ex vitro, em pastilhas de fibra de coco prensada e em Preformas® Jiffy,
era composta por 8 explantes, perfazendo assim um valor total de 1248 explantes para
a totalidade do ensaio.

Foi avaliada a percentagem de enraizamento sendo os dados obtidos submetidos

a andlise de variancia. Quando registadas diferengas significativas os dados foram



submetidos a uma analise de comparagao de médias utilizando o teste de Fisher (LSD),
considerando-se um nivel de significancia para p < 0.05.

A andlise de dados foi efetuada recorrendo ao software STATISTICA 8.0 ™,



4. Resultados

Procurou testar-se para os dois clones em estudo a viabilidade do enraizamento

ex vitro comparando os resultados obtidos com o processo de enraizamento

convencional em condigGes de assepsia (in vitro).

O primeiro dado a reter tem a ver com o ensaio de enraizamento in vitro onde

se observam taxas de enraizamento para as diferentes repeti¢cdes que vao dos zero aos

100%.

Esta grande disparidade nas taxas de enraizamento fica dever-se as

contaminacdes de algumas das repeticdes realizadas em cada um dos tratamentos

(Tabela 4).

Tabela 4: Taxa de contaminac¢do e enraizamento observadas no ensaio de

enraizamento in vitro.

Numero de % de % de % de % Média de
recipientes | contaminagao enraizamento | enraizamento nos | enraizamento
em dos recipientes | nos recipientes recipientes nao do ensaio
cultura* contaminados contaminados
48 73 30 70 41

* No ensaio cada recipiente funcionava como uma repeticdo e continha 10 explantes

Como pode observar-se, 73% dos recipientes de cultura apresentavam os mais

variados tipos de contaminag¢do com fungos e/ou bactérias (Figura 12).

Figura 12: Contaminagdes; (1) Fungos,
(2) Bactérias.



Estas contaminagdes influenciaram significativamente as taxas de enraizamento
dos explantes, verificando-se uma correlagdo fortemente negativa (r? = - 1,0) entre as
taxas de enraizamento e as taxas de contaminacdo (Figura 13) e por esse motivo nao foi
possivel comparar a eficacia deste processo de enraizamento com o enraizamento ex
vitro, nem sequer avaliar ao nivel do processo de enraizamento in vitro a influéncia do

clone, da auxina, ou da sua concentragao, nas taxas de enraizamento obtidas.
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Figura 13: Correlagdo entre a taxa de
enraizamento e a taxa de contaminag¢3o. R*=- 1,0

Em relacdo aos recipientes de cultura, onde se observaram contaminacdes as
taxas médias de enraizamento foram de apenas 30%, sendo de 70%para os casos onde
ndo ocorreram contaminacdes, havendo vdérios casos em que os valores de
enraizamento nos recipientes nao contaminados atingiu os 100%.

Estes resultados atestam a eficacia deste processo de enraizamento para a
oliveira, mas com a ressalva de que o0 mesmo exige uma forte experiéncia e preparacao
técnica do pessoal que o executa, por forma a evitar as contaminagdes dos explantes, o

gue dificulta a sua aplicacdo a nivel comercial.



Quanto a analise dos resultados obtidos nos ensaios de enraizamento ex vitro,
pode ver-se pela Tabela 5, onde se apresentam os resultados da analise de variancia,
gue se observam diferencas significativas para 3 das 5 varidveis principais em estudo, a
saber: o clone, o tipo de estaca e o substrato.

Para além disso e ainda pela observacdo dessa tabela, verifica-se que foram
também registadas diferencas significativas ao nivel das interagGes entre as varidveis
analisadas. Por exemplo, o comportamento dos clones foi fortemente dependente do
substrato e da concentragdao de auxina utilizada. O tipo de estaca apresentou
comportamento diferenciado em funcdo do substrato de enraizamento e, tanto a auxina
utilizada como a sua concentragao, interagiram com o substrato e com o clone, dando

origem a respostas diferenciadas.

Tabela 5 — Valores da analise de variancia apresentando todos os casos em que se observaram
diferencas significativas para p<0,05.

Somados Grausde Quadrado

Variavel Quadrados liberdade médio F P
Clone 12909,9 1 12909,9 24,2942 0,000006
Estaca 44564,9 1 44564,9 83,8631 0,000001
Substrato 7668,2 1 7668,2 14,4301 0,000326
Clone*Substrato 2849,1 1 2849,1 5,3615 0,023802
Estaca*Substrato 9109,2 1 9109,2 17,1419 0,000103
Clone* [ ] Auxina 3387,2 1 3387,2 6,3741 0,01407
Clone*Estaca*Substrato 4573,8 1 4573,8 8,6071 0,004643
Clone*Auxina* [ ] Auxina 4644,9 1 4644,9 8,7408 0,004353
Substrato*Auxina* [ ] Auxina 6099,9 1 6099,9 11,4789 0,001209

Os intervalos de confianca a 95% para a percentagem de enraizamento, em
funcao das variaveis principais, clone, tipo de estaca e substrato sdo apresentados nas
figuras 14, 15 e 16.

E possivel observar que o clone 1441 atingindo valores médios de enraizamento
de 63% para o conjunto de todos os tratamentos, teve um comportamento
significativamente melhor que o clone 2022, onde o enraizamento médio ndo

ultrapassou os 40% (Figura 14).
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Figura 14: Variacdo do enraizamento em fung¢do do clone.
(LSD 95%).

Em relacdo ao tipo de estaca (Figura 15), verifica-se que os melhores resultados
sdo obtidos quando se utilizam estacas basais, com valor médio de enraizamento

superior a 70%, contra os 30% obtidos com as estacas apicais.

w
o

Legenda:
Tipo de estaca 1 —apical ]:
Tipo de estaca 2 - basal

~ @
o o

[=2]
o

Enraizamento (%)
= w
o (=]

(9%
o
——

]
o

—
o

1 2
Tipo de Estaca

Figura 15: Varia¢do do enraizamento em fungdo do tipo de estaca.
(LSD 95%).



Em relagao aos substratos de enraizamento, observa-se que nas pastilhas de
fibra de coco prensada a percentagem média de enraizamento foi de 61%, valor
significativamente superior ao conseguido com as Preformas ® Jiffy, onde nao foi além

de 43% (Figura 16).
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Figura 16: Variagdo do enraizamento em fungdo do substrato
(LSD 95%).

Ao efetuar uma andlise mais pormenorizada sobre o comportamento do
enraizamento em funcao das intera¢des entre as vardveis em estudo, verificamos que,
no caso da interacdo clone/substrato (Figura 17) as diferencas significativas
anteriormente referidas resultaram de um melhor comportamento do clone 1441
guando o enraizamento se fez em pastilhas de fibra de coco prensada (78%). Nao ha
diferencas significativas entre substratos para o clone 2022, nem diferencas entre clones

guando se usa o substrato Preformas @ Jiffy
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Relativamente ao tipo de estaca e a forma como o substrato condicionou o seu

enraizamento, pode ver-se pela Figura 18 que as diferencas significativas registadas se

ficam a dever ao comportamento das estacas apicais, com taxas de enraizamento

significativamente menores que as basais em qualquer um dos substratos testados.
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A andlise da interacdo tripla entre estas varidveis, apresentada na figura 19,
permite confirmar o melhor comportamento das estacas basais em relacdo as apicais,
mostrando para além disso que o melhor desempenho do clone 1441 em relagdo ao
clone 2022 fica a dever-se principalmente ao comportamento das estacas apicais do
primeiro no substrato pastilhas de fibra de coco prensada, onde o enraizamento foi
significativamente superior a qualquer outro tratamento onde este tipo de estacas foi
utilizado. A essa mesma razao se devem as diferencas anteriormente observadas entre
os substratos. Realmente, s6 neste caso, o enraizamento observado no substrato
pastilhas de fibra de coco prensada, foi significativamente superior ao observado no
substrato Preformas @ Jiffy.

Se nos alhearmos deste comportamento das estacas apicais do clone 1441,
podemos dizer em jeito de conclusao que, ainda que os clones em estudo tenham
mostrado algumas diferencas na sua capacidade de enraizamento, com o clone 1441 a
apresentar taxas médias superiores ao clone 2022, foi no entanto o tipo de estaca a
varidvel que mais condicionou a taxa de enraizamento nestes ensaios, sendo o
comportamento das estacas basais significativamente superior ao das estacas apicais.

Mas os resultados da analise de variancia indicam também (Tabela 5) a existéncia
de diferencas significativas para os valores do enraizamento em func¢do da interagdo
Clone/ Concentracdo de Auxina. Como pode ver-se pelos dados apresentados na figura
20, essas diferencas ficam a dever-se ao comportamento dos clones, especialmente do
clone 1441, que apresenta resultados significativamente melhores que o clone 2022
guando o enraizamento é tentado com a concentracdo de auxina a 540 ppm. Para cada
um dos clones individualmente, ndo ha registo de diferencas significativas nas

percentagens de enraizamento em funcdo da concentracdo de auxina utilizada.
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Figura 20: Taxas de enraizamento observadas para a interacdo
clone*concentragdo de auxina. (LSD 95%).

Para procurar compreender estas diferencgas de enraizamento registadas para os
clones em estudo em funcdo da concentracdo de auxina utilizada no processo de
inducdo, apresenta-se na figura 21 o resultado da interacdo tripla
Clone/Auxina/Concentragdo de auxina. Como pode ver-se, os melhores resultados
obtidos para o clone 1441, resultam principalmente do seu comportamento quando a
inducdo é feita com ANA na concentracao de 540 ppm. Nesse caso, os valores obtidos
sdo significativamente superiores aos conseguidos para as mesmas condi¢cdes, com o
clone 2022. Em todos os restantes casos nao se registam diferencas significativas no
comportamento dos dois clones. Também ndo se registam diferencas significativas
guando os resultados obtidos para o clone 1441 com indugdo em ANA a 540 ppm s3o
comparados com a utilizacdo de AIB a 3000 ppm, aspeto que tem alguma relevancia ja
gue este Ultimo tratamento estd hoje mais ou menos generalizado para a indugdo do

enraizamento em estacas semilenhosas de oliveira.
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Figura 21: Comportamento do enraizamento no caso da interacdo tripla
clone*auxina*concentragao de auxina. (LSD95%).

De acordo com os dados até agora analisados pode dizer-se que os melhores
resultados serdo obtidos com a utilizacdo de estacas basais do clone 1441,
independentemente do substrato usado, da auxina e da sua concentra¢dao. Uma
maximizagao dos resultados consegue-se utilizando as estacas basais deste mesmo clone

e ANA a 540 ppm ou AIB a 3000 ppm.

100
90 Legenda:
80 Substrato 2 — pastilhas de fibra de coco
g 70 prensada
g 60 Substrato 3 - Preformas Jiffy ®
E 0 Auxina 1 - AIB
'g 40 Auxina 2 — ANA
i 30 Concentragdo de Auxina 1 — 540 ppm
20 Concentragdo de Auxina 2 — 3000 ppm
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Concentragdo de Auxina: 1~ Concentracéo de Auxina: 2

Figura 22: Variacdo do enraizamento para a interacdao tripla
substrato*auxina*concentracdo de auxina. (LSD 95%).



Diferengas significativas também se observam para a interagdao tripla
Substrato/Auxina/ Concentragdo de Auxina (Figura 22), mas tal como acontecia para a
interacdo Clone/Auxina/ Concentra¢do de Auxina, ficam a dever-se a diferencas entre os
clones e ndo aos diferentes niveis dos fatores testados dentro do mesmo clone. Os dados
permitem no entanto completar a informacao anterior, indicando que, para conjugacao
de fatores anteriormente enumerados, os melhores resultados se obtém com a

utilizacdo do substrato pastilhas de fibra de coco prensada.

Tabela 6: Valores médios das taxas de aclimatizacdo conseguidas em cada um dos
tratamentos efetuados no ensaio de enraizamento in vitro e ex vitro. Valores em %.

clone 1441, clone 1441, clone 2022, clone 2022,

Substratos e auxinas estaca Apical estaca basal estaca apical estaca basal
Meio de cultura, AIB, 540 ppm 100 100 89.47 100
Meio de cultura, AIB, 3000 ppm 100 100 85 100
Meio de cultura, ANA, 540 ppm 100 100 88.89 100
Meio de cultura, ANA, 3000 ppm 100 100 91.67 100
Fibra coco, AIB, 540 ppm 100 100 100 100
Fibra coco, AIB, 3000 ppm 100 100 100 100
Fibra coco, ANA, 540 ppm 100 100 100 100
Fibra coco, ANA, 3000 ppm 100 100 100 100
Preformas®, AIB, 540 ppm 100 100 100 100
Preformas®, AIB, 3000 ppm 100 100 100 100
Preformas®, ANA, 540 ppm 100 94.74 100 100
Preformas®, ANA, 3000 ppm 100 100 100 100

No que diz respeito a aclimatizacdo (Figura 23), obtiveram-se taxas de
sobrevivéncia elevadas para todos os substratos e todos os tratamentos usados no
enraizamento, como é possivel observar na tabela 6 as taxas sao superiores a 85% para

qualquer um dos tratamentos.

Figura 23: Aspeto das plantas em aclimatizagdo. (A) Inicio da aclimatizagao, plantas em

estufim. (B) Plantas 20 dias ap6s o inicio do processo de aclimatizagdo, ja sem estufim e
aptas para aclimatizacdo em estufa.



5. Discussao

Das varidveis analisadas neste trabalho, o tipo de estaca (apical ou basal), foi
claramente a que mais fortemente a condicionou o enraizamento ex-vitro da cultivar de
oliveira em estudo (‘Galega vulgar’). O grau de atempamento da estaca e
consequentemente a relagdo C/N dos tecidos, assim como uma esperada distribuicdo
diferenciada dos reguladores de crescimento ao longo do ramo, sdo razdes suficientes
para pensarmos que a posi¢ao da estaca num ramo pode condicionar a resposta ao
enraizamento. Ainda assim, tanto quanto nos foi possivel saber, de todos os trabalhos
realizados até agora sobre enraizamento de estacas de oliveira, apenas um avalia a esta
varidvel e a sua influéncia na capacidade das estacas para formarem raizes adventicias.
Trata-se de um ensaio realizado por Ismaili & Lani, em 2013. Partindo de estacaria
semilenhosa os autores avaliam entre outros fatores a posicdo da estaca no ramo
(apical, média e basal), concluindo que os melhores resultados se obtém com a
utilizacdao de estacas apicais. Estes resultados nao estao de acordo com os obtidos na
presente dissertacdo, onde as estacas basais apresentam um melhor desempenho, mas,
tratando-se da aplicagdo de metodologias distintas, os resultados obtidos ndo sao
comparaveis. De qualquer modo, a existéncia de comportamento diferenciado, tanto
em estacaria semilenhosa como em explantes provenientes de cultura in vitro, confirma
gue o tipo de estaca utilizado pode efetivamente condicionar o enraizamento das
cultivares e mesmo dos clones dentro de cada uma delas.

No que diz respeito as diferencas observadas entre os clones (cl. 1441 e cl. 2022),
estas eram espectdaveis e estdo de acordo com os inumeros trabalhos que apontam para
esse facto. De entre estes, salientamos dois dos mais recentes, Mencuccini (2002) e Leva
(2011). Ambos os autores referem que a capacidade de propagacao in vitro da oliveira
(Olea europaea L.), depende entre outros fatores internos e externos, da genética do
material vegetal utilizado. De acordo com Fouad et al. (1990), os diferentes clones
podem reagir de forma distinta as condicdes de cultura a que estdo sujeitos, como, a
intensidade luminosa, fotoperiodo e temperatura, assim como a aplicacdo de

reguladores de crescimento, o seu tipo e concentragao.



Dos varios fatores enumerados por Fouad et al. (1990), os reguladores de
crescimento sdo talvez a varidvel mais estudada em ensaios de enraizamento de oliveira.
Desses estudos sdo exemplo os trabalhos de Rama and Pontikis (1990), Chaari-Rkhis et
al. (2002), Zuccherelli and Zuccherelli (2002), Brahadda et al. (2003), Preece (2003),
Peixe et al. (2003) ou Rademacher (2015). De um modo geral os trabalhos atrds
enumerados comprovam que a oliveira responde positivamente a aplicagcdo externa de
auxinas e que estas podem ser aplicadas por imersdo rdpida da base das estacas na
solugdo (10-20s numa solugao de 3000-5000ppm), ou, no caso da cultura in vitro, por
adicdo ao meio de cultura (1 -3 mgL?).

De acordo com o que nos foi possivel avaliar, Leva (2011) realizou até a data o
Unico ensaio onde se tentou enraizamento ex vitro de explantes de oliveira produzidos
in vitro, sendo a inducdo do enraizamento efetuada através da imersdo da base dos
explantes em ANA numa concentra¢ao de 500 ppm. Foram testadas 7 cultivares de
oliveira, 3 tempos de permanéncia dos explantes em cultura in vitro (5, 6 e 7 subculturas)
antes do ensaio de enraizamento e fotoperiodos de 24 e 16 horas. Os resultados,
variando entre 28 e 76% de enraizamento, foram condicionados tanto pela cultivar
como pelo fotoperiodo e pelo tempo de permanéncia dos explantes em cultura in vitro
antes do enraizamento. Os autores referem que, independentemente da cultivar, os
melhores resultados se obtiveram com luz continua e com explantes com maior
numeros de subculturas in vitro antes do enraizamento.

No nosso caso, pelo facto de os explantes estarem em cultura in vitro ha muito
tempo (cerca de 10 anos), o numero de subculturas ndo foi considerado como variavel.
Tal como aconteceu no trabalho de Leva (2011), onde se observaram diferengas entre
as cultivares, também no nosso caso os clones apresentaram comportamento
diferenciado, confirmando a influéncia do gendtipo no processo de formacao de raizes
adventicias.

Relativamente as auxinas utilizadas, testdmos duas (AIB e ANA), verificando que
este também deve ser um fator a avaliar neste tipo de ensaios, o que ndo aconteceu nos
ensaios de Leva (2011). De acordo com os dados obtidos observamos que as maiores
concentracdes de AIB (3000 ppm) e as menores concentracdes de ANA (540 ppm)

conduziram aos melhores resultados. Pode assim inferir-se que no caso do AIB a



concentragdo usada de 540 ppm pode nao ser suficiente para uma eficiente estimulagao
do enraizamento, enquanto a concentra¢ao de 3000 ppm no caso do ANA pode ja
provocar um efeito de toxicidade, levando ambos a percentagens de enraizamento mais
baixas. Trabalhar com uma Unica auxina numa Unica concentragdo nao permitird em
muitos casos potenciar os resultados.

Os nossos resultados, assim como os obtidos por Leva (2011) revelam boas taxas
de enraizamento com a utilizacdo de ANA. No entanto, sempre que estes nao
apresentem diferencas significativas quando comparados com a utilizagao de AIB, como
Nno nosso caso, sugere-se a utilizacdo desta ultima auxina. Quanto comparado com o
ANA, o AIB é mais estavel e entre o eficiente e o tdéxico tem um intervalo de seguranca
ao nivel da concentracdo aplicada muito superior ao ANA, para além disso, desde ha
muito que o AIB é utilizado na promocado do enraizamento em estacaria de oliveira,
havendo por isso muita informagado sobre a mesma.

O parametro duracdo do fotoperiodo, que condicionou o enraizamento nos
ensaios de Leva (2011) ndo foi por nés testado, mas, tendo em conta as elevadas taxas
de enraizamento que conseguimos com um fotoperiodo de 16 horas, sera dificil prever
melhores resultados pela aplicacdo de luz continua, ainda que a avaliagdo deste
parametro deva ser considerada em trabalhos futuros.

Ao nivel da aclimatiza¢do, tal como se esperava, porque esta fase do processo
nunca foi um problema para a oliveira, os resultados obtidos, com a sobrevivéncia de
85-100% das plantas enraizadas, confirmam os valores de referéncia que se encontram

na revisao bibliografica efetuada.



6. Conclusodes

Tendo em conta os resultados obtidos é possivel concluir que os objetivos a que
nos propusemos foram alcangados. Apesar de nao ser possivel a comparagao entre os
métodos de enraizamento in vitro e ex vitro, devido a influéncia das contaminacoes
ocorridas com o primeiro destes procedimentos, foram obtidos resultados bastante
animadores no enraizamento ex vitro, com taxas superiores a 80% para alguns dos
tratamentos, sendo assim possivel afirmar que esta técnica apresenta forte
possibilidade de aplicacdo a nivel comercial, j3 que atinge valores de enraizamento
proximos dos conseguidos in vitro e simplifica efetivamente os procedimentos,
reduzindo assim os custos de produc¢ao das plantas.

Num processo de propagacdo in vitro de plantas, as contaminacGes podem
ocorrer em varias fases ao longo do mesmo. Quando estas surgem durante as fases de
multiplicagdo e alongamento in vitro ndao tém influencia direta sobre o enraizamento,
visto serem excluidos todos os frascos contaminados durante estas fases, mas irdo
afetar bastante a taxa de multiplicacdo dos explantes, levando a uma passagem de
menos material para a fase de enraizamento.

Com influéncia direta sobre o enraizamento apresentam-se as contaminacoes
gue ocorrem durante a preparacao dos explantes para esta fase, quando realizada in
vitro, e que resultam de uma contaminacdo do explante durante a imersao na solucdo
concentrada de regulador de crescimento, ou do préprio meio de cultura durante a sua
preparacdo. Durante o manuseamento dos explantes as contamina¢des podem surgir
devido a incorreta esterilizacdo dos materiais ou superficies de trabalho, ou ainda e
maioritariamente, por parte dos operadores. No caso da inducdo por ‘pulse’, as
contaminagdes podem também surgir devido a incorreta esterilizacdo e filtracdo do
regulador de crescimento. No que diz respeito ao meio de cultura, as contaminacgdes
podem ser devidas a incorreta esterilizacdo, ou surgir por manipulacdo incorreta na fase
de espalhamento para os frascos, na altura da adicdo das vitaminas ou reguladores de

crescimento estéreis, ou ainda durante a colocacao dos explantes.



Como pode ver-se pela figura 24, para o processo de enraizamento ex vitro,
depois da fase de multiplicagdo, todo o processo de indugdo e expressdo do
enraizamento é desenvolvido em condicdes ndo assépticas, reduzindo assim
significativamente o efeito nefasto das contamina¢Ges que ocorrem quando o processo

se desenvolve in vitro.

Imersao em solugao
Preparacgao dos explantes para o concentrada de regulador

enraizamento ‘ de crescimento (pulse)

1 1 1

22 Repicagem Enraizamento invitro || Enraizamento ex vitro
(Remogdo do calli formado) (30 dias) (30 dias)

Fase de Alongamento

(30 dias) ﬂ ﬂ
1 I Aclimatizagao
(Estufins 30 dias)

12 Repicagem
(Corte em segmentos uninodais) ﬂ
Fase de multiplicacdo (30 dias)
Aclimatizagao
I (Estufa 30 dias)

Explantes adultos - cultivados in vitro

Legenda:

— Invitro
Ex vitro

=>Reinicio do processo

Figura 24: Fluxograma de producdo in vitro de oliveiras, com enraizamento in vitro (—») e
com enraizamento ex vitro ( ).

O meio de cultura apresenta um ambiente mais propicio ao desenvolvimento de
agentes contaminantes como fungos ou bactérias, quando comparado com os

substratos organicos utilizados no enraizamento ex vitro, onde naturalmente ocorre



numa vasta proliferagdao microbiana, que, quando em equilibrio, de alguma forma inibe
o desenvolvimento isolado de agentes patogénicos nefastos para a planta, como
acontece com um meio estéril que se deixa contaminar por um determinado fungo ou
bactéria.

Acresce ainda que a inducdo do enraizamento recorrendo a técnica de ‘pulse’,
no caso de ser realizado in vitro, exige que o manuseamento dos explantes seja feito
individualmente e com materiais esterilizados. Ja no caso da mesma técnica ser utilizada
para o enraizamento ex vitro, todos os explantes a colocar numa caixa podem ser
agrupados a mao, realizando-se o ‘pulse’ para todo grupo em simultdneo. Este facto
para além de tornar o processo mais simples, permite uma diminuicdo do tempo em
gue os explantes se encontram fora dos recipientes de cultura ou de enraizamento,
reduzindo a sua desidratacao.

Pelo que acabamos de referir, confirma-se pela aplicacdo desta metodologia
uma simplificacdo de processos, tanto na fase de inducdo dos explantes, como nas fases
seguintes, ao mesmo tempo que facilita o transplante das plantas enraizadas para a fase

de aclimatizacdo, a que este é realizado com raiz protegida.
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