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ABSTRACT

The Portuguese olive variety ‘Galega® (Olea europaea L.), difficult to propagate by
onal methodology, is the main olive Portuguese variety and there aren’t publications
cerning in vitro propagation studies. We present the first results of in vitro establish-
“ment and development of adventitious buds. Studies where made about the culture medi-
um (MS and OM); the carbon source (mannitol and sucrose); the gelling agent (agar and
_phytagel) and anti-vitrifying agent presence, The results showed a better adaptability and
- growing of ‘Galega’ buds in MS culture medium supplemented with mannitol, phytagel
and without anti-vitrifying agent.
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INTRODUCAO

X As técnicas de cultura de tecidos permitem a producdo de plantas isentas de virus, a
aplicabilidade das novas técnicas biotecnologicas de melhoramento e constituem ainda
‘metodologias alternativas na propagacio de plantas. A regeneragdo in vitro, na oliveira, ¢
dependente da variedade (Rugini e Fedeli, 1990; Revilla et al, 1996) e depende de
. numerosos outros factores tais como a composigdo mineral do meio de cultura (Bartolini
'~ etal., 1990; Garcia-Berenguer et al., 1990; Chaari-Rkhis., et al., 1999;), a fonte de carbono
~ (Leva et al., 1994;Gruselle et al., 1995). O tipo de agente solidificante do meio de cultura
& também considerado como um factor condicionante da regeneragdo e posterior cresci-
" mento in vitro em algumas espécies, tal como a nogueira (Cornu e Jay-Allemand, 1989).

Trabalhos anteriores realizados no nosso laberatorio revelaram que a utilizacdo do
protocolo proposto por Rugini (1986) induzia, na regeneragio de rebentos axilares de
‘Galega’, a formacdo de cloroses foliares ¢ posterior queda das folhas, a semelhanca do
referido por Revilla et al. (1996), para a variedade espanhola *Arbequina’. Desta forma,
pretenderam-se estudar alguns factores com influéncia na regeneragdo, nomeadamente os
dois tipos de meio de cultura usualmente utilizados na micropropagacdo da oliveira — MS
(Murashige e Skoog, 1962, modificado por Fiorino e Leva, 1986) e 0 OM (Olive Medium,
Rugini, 1986); a influéncia da substituicio da sacarose por manitol, ¢ o efeito da presenca
de agar ¢ de gelrite. Verificou-se ainda o efeito da presenga de um agente anti-vitrificante.
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MATERIAL E METODOS

Recolheram-se estacas uninodais do tergo medio da réhéntaﬁa{recgnic de oliveira
Jovem seleccionada (Viveiros Plansel) ¢ mantida em condicoes ambientais controladas,
Desinfectaram-se por imersio durante 10 minutos numa solugdo de HeCl2 a 0,1% (piv) e
0.01% tween (v/v). Os residuos de desinfectante foram eliminados com a passagem suces- -
siva por dgua destilada esterilizada. Faram estabelecidas 16 modalidades de meio de cul-
tura (Quadro 1). Os meios foram suplementados, de acordo com as modalidades, com Hi .
g I-1 de sacarose ¢ 30 g I-1 de manitol, 10 g1-1 deagare3 gl-l de gelrite (Phytagel,
Sigma), sem reguladores de crescimento. Todos os factores estudados foram ainda suple-
mentados, numa nova modalidade, com agente anti-vitrificante (A-0807, Sigma). Apos |
acerto do pH a 5.6, distribuiram-se 6 ml de meio de cultura por tubos de ensaio de 25 cm3,
autoclavando-se 15 minutos a 120 oC tendo sido realizadas 10 repeticdes por modalidade.
As plantas foram mantidas em sala climatizada, a 25 oC /23 oC, com 16 horas de fotop-
eriodo € 45 mmol m-2 s-1 de intensidade luminosa. Contabilizaram-se o nimero de folhas
¢ 0 comprimento destas. Os resultados foram submetidos a uma anilise de varidncia pelo
teste de Duncan para um nivel de significancia de 95%. ]

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de desinfeccio foi cficiente, ndo tendo sido registadas quaisquer
infecgGes na regeneragio in vitro, |

Da andlise do nimero de folhas e do seu comprimento, nas vérias modalidades, veri-
ficamos que existe interaccio dos pardmetros estudados,

Assim, a presenca do manitol induz a produ¢do de um maior niimero de folhas, com
comprimentos médios mais elevados, por comparagio com os meios suplementados com
sacarose (Quadro 1), sendo este efeito mais acentuado no meio de cultura OM. No meio
MS essa diferenca é atenuada. Em ambos 0s meios, 0 efeito do manitol ¢ mais acentuado
ha presenca da geltite. Estes resultados confirmam os de Leva et al. (1994), que refere uma
maior influéncia do manitol no crescimento. qualidade e uniformidade dos rebentos na cul-
tivar ‘Maurino’.

A presenca da gelrite induz sempre valores mais elevados, na presenca de qualquer
uma das fontes de carbono em estudo e por comparagdo com o agar, Estas observacoes
vém confirmar os resultados de Cornu e Jay-Allemand (1 989) em trabalhos com a
nogueira,

A especificidade genotipica na oliveira relativa 3 composi¢ao mineral do meio de cul-
tura estd bem documentada na bibliografia (Bartolini et al., 1990; Leva et al., 1994 Revilla
et al., 1996; Cozza et al., 1997: Chaari-Rkhis et al., 1999).

Quando se analisam os valores para apreciagdo do meio de cultura verifica-se que,
para os parametros habituais de cultura. isto €, na presenca de sacarose e agar, as melhores
médias sdo para o meio MS., Quando se comparam as médias, tendo em consideragio a
presenca de manitol e gelrite, verifica-se que os valores médios apresentados nos dois
metos de cultura sio praticamente idénticos. Se a este ficto adicionarmos a melhor quali-
dade e uniformidade das folhas nos rebentos, a nossa opgdo recai no meio MS.

A presenga de agente anti-vitrificante (resultados nio mostrados) originou para todas
as modalidades valores mais baixos nos parametros em estudo.



Os resultados obtidos mostram que a adaptab ilidade ¢ 0 crescimento in vitro da reben-
taco axilar da oliveira, variedade ‘Galega’ sio maiores em meio de cultura MS suple-
mentado com manitol ¢ gelrite. Resultados semelhantes forma obtidos recentemente para
as cultivares italianas ‘Nocellara’ e *Carolea’ (Bati et al. , 1999)

SUMARIO

A variedade "Galega" (Olea europaea L.), de dificil propagacdo por métodos conven-
clonais, ¢ a mais importante variedade portuguesa de oliveira, nio existindo referéncias
relativas ao estudo da sua propagacio in vitro, Neste trabalho apresentam-se os resultados
obtidos na adaptagdo e crescimento in vitro de gomos axilares, Foram avaliados o meio de
cultura (MS e OM); a fonte de carbono (manitol e sacarose); o tipo de solidificante (agar
e gelrite) ¢ o efeito da presenca de agente anti-vitrificante. Os resultados obtidos mostram
que a adaptabilidade ¢ o crescimento da ‘Galega’ sdo maiores em meio de cultura MS
suplementado com manitol, gelrite e sem agente anti-vitrificante,
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