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Resumo

A oliveira (Olea europaea L.) € uma das 35 espécies do género Olea, néo se
conhecendo de forma inequivoca o seu local de origem. Esta espécie encontra-se muito
difundida na zona Mediterranica, sendo aqui que se situam 98% das oliveiras
cultivadas, representando portanto uma enorme importancia econémica. Sdo conhecidos
cerca de 2000 cultivares, embora alguns sejam 0s mesmos, mas sob denominacgéo
diferente. Em territorio nacional foram descritos 22 deles, destacando-se o cultivar
Galega vulgar pela vasta area que ocupa, cerca de 80% da area total de olival, e pelas
caracteristicas que o tornam tdo importante, tais como a resisténcia a salinidade, ao
stresse hidrico e a algumas doencas como a provocada pelo fungo Verticillium. Para
além disso, produz um dos azeites existentes no mercado mais apreciado pelos
consumidores devido ao seu sabor caracteristico, aroma, baixa acidez e grande

estabilidade oxidativa.

Tendo em conta a importancia deste cultivar e o reduzido nimero de estudos
nele realizados, optou-se neste trabalho pela analise do potencial embriogénico desta
espécie, quer em termos de embriogénese somatica e polinica. Para além disso, tentou-
se a manutencdo de alguns clones por micropropagacdo e analisou-se também a

variabilidade de alguns cultivares comparativamente & Galega Vulgar.

Relativamente a micropropagacdo através da proliferagdo de meristemas
axilares, foi testado o meio base OM com a substituicdo do manitol por sacarose.
Testou-se ainda o efeito de alguns reguladores de crescimento tendo-se verificado que a
inclusdo de acido indolbutirico (IBA) e de benziladenina (BA) ndo permitiu uma
propagacao eficaz. Para além disso, verificou-se uma forma de contaminacdo enddgena
que limitou severamente os ensaios. Em relacdo a embriogénese somatica, a sua indugédo
foi estudada em embrides zigbticos maduros (EZ) provenientes de trés clones de Galega
vulgar (1061, 2052, 502), colocados em cultura intactos ou seccionados em trés partes
(radicular, meristematica e cotiledonar) em diferentes meios. Foi observada a formacao
de estruturas embrionarias, embora com aspecto andmalo, nos meios contendo 2 ou 5
mg/l de &cido naftaleno-acético (NAA), 0,5 mg/l de dimetil-alil-amino-purina (2IP) e
8% de sacarose, apos cerca de dois meses de cultura. A maior percentagem de indugédo
foi conseguida no meio OM com 2 mg/l de NAA com embrides zigdticos intactos do
clone 502, embora néo se tenham verificado diferencas significativas na percentagem de



inducdo de embriogénese somatica entre as diferentes situacGes. Foram utilizados
também embriGes zig6ticos em estados mais precoces de desenvolvimento, tendo a
resposta sido muito mais reduzida. Na inducdo de embriogénese polinica, foram
cultivadas anteras com 2 ou 3 mm, ndo tendo havido, em situacdo alguma, a formacéo
de embriGes, apenas calo. No entanto, por esmagamento de anteras de 2 mm em cultura,
foi possivel observar grdos de pdélen multinucleados nas anteras cultivadas em meios

com BA combinado com NAA ou &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

A andlise de variabilidade foi feita recorrendo a marcadores RAPD, utilizando
primers, descritos anteriormente como discriminativos para Galega, que demonstraram
um polimorfismo de 95%. Os sete cultivares estudados foram agrupados em trés grupos,
de acordo com o indice de similaridade, com uma boa correlagdo entre eles
(r=0.81132). Assim, a Galega Grada de Evora parece ser proxima da Cobrangosa e
Cordovil e as Galega Grada Normal, Grada de Serpa e a Galega X podem ndo ser
mesmo Galegas, aparecendo separadas da Galega vulgar. Os resultados aqui obtidos
devem ser complementados com analises mais aprofundadas para optimizar os

protocolos desenvolvidos para os poder confirmar.

Palavras-chave:  androgénese, clones, embriogénese  somatica,  manitol,
micropropagacao, RAPDs.
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Abstract

The olive tree (Olea europaea L.) is one of the 35 species included in the genus
Olea, for which the precise zone of origin was not yet determined. This species is
widespread around the Mediterranean area, where 98% of the cultivated olive trees are
present, assuming a relevant economic impact. About 2000 cultivars of Olea europaea
are known, although some represent the same genotype with a different name. In our
country are known at less 22 cultivars, but the cultivar Galega vulgar due to the large
area in which is cultured (80% of the orchards) is particularly important. The
characteristics that make this cultivar so interesting are its resistance to salinity, water
stress and some diseases such as that caused by the fungus Verticillium. Moreover, its
oil is much appreciated by consumers, because of their characteristic flavor, aroma, low
acidity and high oxidative stability.

Taking into account the importance of this cultivar and the small number of
studies carried on it, it was decided to analyze the embryogenic potential of this species,
both in terms of somatic and pollen embryogenesis. In addition, it was attempted to
maintain some clones by micropropagation and to analyze the variability of some

cultivars compared to Galega Vulgar.

Micropropagation assays through the proliferation of axillary buds, on the OM
medium supplemented with sucrose instead of mannitol with sucrose were performed.
The effect of some growth regulators such asindolebutyric acid (IBA) and
benzyladenine (BA) was also evaluated. The results showed that neither mannitol or
these growth regulators were able to improve the micropropagation rates. Besides, a
severe endogenous contamination appeared on these conditions hence impairing shoot
proliferation. Somatic embryogenesis, was induced in mature and immature zygotic
embryos (EZ) from three Galega vulgar clones (A, B and C), placed in culture intact or
divided in three sections (root, meristem and cotyledons) in different culture media.
Embryonic structures of abnormal phenotypes were produced on media supplemented
with 2 or 5 mg/l naphthalene acetic acid (NAA), 0.5 mg/l dimethyl-allylamino purine
(2iP) and 8% sucrose, after about two months of culture. The highest percentage of
induction was achieved in OM medium plus 2 mg/l NAA on intact zygotic embryos of
clone 502, although no significant differences were found among genotypes or culture
media. Pollen embryogenesis, was tested in anthers at different developmental stages (2

vii



and 3 mm). Pollen embryos were never formed but callus formation occurred in most of
the cultures. Cytological analyses of cultured anthers showed the presence of some
multinucleate pollen grains in anthers (2 mm) cultured in medium with BA combined
with NAA or 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D).

The analyses of genetic diversity were performed using RAPDs with primers
previously used in Galega. The seven cultivars tested were separated into three groups
according to the similarity index, with a good correlation between them (r = 0.81132).
Thus, the Galega Grada Evora seems closer Cobrancosa and Cordovil and Galega Grada
Normal, Grada Serpa and Galega X may not be related with Galega, appearing
separated from Galega vulgar. More work needs to be performed to strongly sustain the

results here presented.

Key-words: androgenesis, clones, mannitol, micropropagation, somatic embryogenesis,
RAPDs.
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Introducao

1. Introducéo
1.1. Oliveira

J& é longa a presenca da oliveira na historia. Na Grécia antiga era vista como
uma dadiva da deusa Atena, simbolizando a liberdade e a pureza. A historia conta que a
primeira oliveira surgiu numa disputa entre Atena, deusa da paz e da sabedoria, e
Poseidon, deus dos mares, por uma terra que iria ser fundada. Zeus, que terminava a
disputa, ficando deslumbrado com a arvore de aparéncia delicada, mas capaz de render
frutos valiosos, que alimentavam e curavam, deu a vitoria a Atena. A cidade ficou com
0 nome da deusa e esta passou a ser a protectora da cidade, ensinando aos seus
habitantes o cultivo da oliveira e o seu aproveitamento (Castro Caldas, 1998). Para o
poeta e dramaturgo grego Sofocles, a oliveira era a “drvore invencivel que nasce de si
mesma”’, demonstrando a crenca, que o0s antigos gregos tinham, de que a arvore tinha
origem divina. Ja na mitologia romana acreditava-se que Rémulo e Remo, descendentes
dos deuses e fundadores de Roma, viram a luz do dia pela primeira vez debaixo dos
galhos de uma oliveira, tendo sido Minerva a sua criadora.

Os ramos da oliveira eram usados pelos gregos para trancarem as grinaldas e
coroas como simbolo de poder, conquista e sabedoria, que sdo desde o inicio dos jogos
olimpicos até aos dias de hoje entregues aos atletas vencedores. A sua madeira era
utilizada no fabrico dos ceptros dos reis e o seu azeite era utilizado pelos egipcios para

ungir os seus convidados nos grandes banquetes (Blanco, www.jardimdeflores.com.br).

Na religido ha também um forte simbolismo relativamente & oliveira, bem como
ao seu fruto e dleo, estando presente em varios episodios da Biblia, representando a paz,
riqueza e fama. A passagem em que Noé€, depois de quarenta dias e quarenta noites a
navegar na arca, manda a pomba para perceber se ja esta perto de terra, quando a pomba
volta trazendo no bico um raminho verde de oliveira, simbolo do restabelecimento da
paz entre Deus e os homens (Castro Caldas, 1998). Outro exemplo das narrativas
biblicas descreve quando o Messias rezava no Monte das Oliveiras antes de ser entregue
ao rei Herodes para ser julgado. Sdo exemplos de passagens importantes da Biblia onde
a oliveira esta presente. A religido Cristd manteve até aos dias de hoje essa simbologia
da oliveira e seu oleo, € com um ramo de oliveira que se lanca a agua benta sobre os
crentes na altura da Quaresma e o seu Oleo é usado para ungir sacerdotes e em

ceriménias de baptismo.




Introducao

Também no Cordo ha referéncia a oliveira e ao seu 0leo quando se escreve
“Deus ¢ a luz dos Céus ¢ da Terra. Sua Luz tem a semelhanca de um candeeiro... que se
acende gracas a uma arvore bendita, a oliveira, ..., Cujo azeite reluz embora ndo o toque
o fogo” (Castro Caldas, 1998).

1.1.1. Taxonomia de Olea europaea L. cv. Galega vulgar

A Galega (Fig. 1) € uma das muitas variedades de Olea europaea L., pertencente
a uma familia de angiospérmicas, as Oleaceae. Esta familia engloba cerca de 30
géneros, incluindo Fraxinus, Jasminum, Ligustrum, Olea e Syringa (Oliveira, 2007), e
600 espécies distribuidas por regibes tropicais e temperadas (Donini, 2008), sendo
algumas arbustos e outras de porte arbéreo (Alves, 2007). O género Olea engloba 35
espécies, das quais a Olea europaea L. é a mais importante em termos econdémicos e a
Unica que produz um fruto comestivel (Gandul-Rojas, 2006). O. europaea esta dividida
em 6 subespécies, sendo elas a O. europaea L. subsp. europaea da zona do
Mediterranio (O. europaea L. subsp. europaea var. europaea na forma cultivada e O.
europaea L. subsp. europaea var. sylvestris (Miller) Lehr. na forma selvagem), O.
europaea L. subsp. cuspidata (Wall) de Africa e Asia, O. europaea L. subsp. laperrinei
(Batt. & Trab.) da zona do Sahara, O. europaea L. subsp. maroccana (Greuter &
Burdet) de Marrocos, O. europaea L. subsp. cerasiformis (G. Kunkel & Sunding) da

Madeira, O. europaea L. subsp. guanchica das Canarias (Green, 2002; Rugini, 2008).

Analises recentes permitiram contabilizar cerca de 2000 cultivares de oliveira na
bacia do Mediterranio em 2003 (Rotondi, 2003). O cultivar Galega vulgar tem como

sinonimias galega, galega meuda, molar, molarinha, negroa, negrucha (Santos, 2010).

Figura 1: Oliveira da variedade Galega vulgar (Fonte: http://lusatrilogia.com/azeitona-galega/)
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1.1.2. Descricao botanica da Olea europaea L. cv. Galega vulgar

A Galega vulgar é uma arvore que tende a crescer em altura, exibindo um porte
médio ou grande, de grande rusticidade que se pode encontrar em solos pouco férteis e
secos. Apresenta uma grande longevidade, embora com crescimento lento, o que leva a
que a sua entrada na fase produtiva demore cerca de 5 anos, atingindo o seu maximo de
produtividade aos 10 anos (Rugini, 1995). O seu tronco é grosso e rugoso, tem uma
arborescéncia mediana e 0s ramos sdo curtos, rijos e acinzentados, sendo a sua

rebentacdo muito abundante.

As raizes ramificam-se lateralmente de forma consideravel, chegando a
entrelacar-se com raizes das oliveiras mais proximas. Caso se encontrem em local com
deficiéncia hidrica aprofundam-se até encontrar humidade no solo (Barranco et al.,
2008).

As folhas séo persistentes, longas e largas, lanceoladas e com uma consisténcia
flacida ou média (Leitdo et al., 1986). Apresenta, tricomas na pagina inferior pelo que a
cor é mais acinzentada relativamente a pagina superior, mais esverdeada. Possuem um
comprimento de 3 a 9 cm, com uma nervura central bem definida (Barranco et al.,
2008).

As flores, de cor branca, apresentam-se em nimeros de 18-25 por inflorescéncia
(Santos, 2010), podendo variar com as condicdes fisioldgicas e ambientais. Em cada
inflorescéncia podem existir flores perfeitas (hermafroditas, com androceu e gineceu
bem desenvolvidos) e flores estaminiferas ou imperfeitas (flores masculinas com um
ovario rudimentar ou mesmo ausente, nao reunindo condicGes para gerar fruto). A flor é
composta por um calice sinsépalo, persistente, com 4 sépalas e uma corola simpétala
com 4 pétalas (Fig. 2A). Cada flor possui 2 estames (Fabbri, 2004), que produzem uma
grande quantidade de grdos de polen (Fig. 2B) alergénico (Rapoport in Barranco et al.,
2008).
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Figura 2: (A) Inflorescéncia de oliveira (Fonte: Santos, 2010). (B) Gréos de pdlen de oliveira

observados por microscopia electrénica de varrimento (fotos cedidas por R. Costa).

O fruto (azeitona) da oliveira, é uma drupa de dimensdes variaveis consoantes as
variedades (Gandul-Rojas, 2006) rica em lipidos, com uma Unica semente constituida
pelo endocarpo (no interior do qual de localiza a semente), mesocarpo (polpa) e
exocarpo. A azeitona adquire uma tonalidade negra na maturacdo, sendo um fruto que
apresenta grande resisténcia ao desprendimento, ndo sendo ideal para a colheita por

vibracdo. No entanto, no final da maturacéo, a sua queda é acentuada (Santos, 2010).

1.1.3. Origem e distribuicéo geografica

Geralmente é admitido que a oliveira teve a sua origem na Asia Menor e
também em Creta, havendo vestigios do seu fruto identificados em jazidas do
Paleolitico Superior tanto no Norte de Africa como na Europa. Foi provavelmente a
primeira planta arbdrea a ser domesticada, sabendo-se que a cultura data de 3000 a.C.
na Fenicia, Siria e Palestina (Castro Caldas, 1998), tendo Kaniewski (2012) alargado o
centro da domesticacdo ao Crescente Feértil, regido que abrange atualmente Israel,
Jordania, Libano, oeste da Siria, sudeste da Turquia e, ao longo do rios Tigre e Eufrates,
no Iraque e nos flancos oeste do Irdo. Pela altura da Idade do Bronze a domesticacao
desta arvore espalhou-se pela Bacia do Mediterrdnio seguindo rotas terrestres e
maritimas para a Italia, Espanha, Africa do Norte e Franca (Angiolillo, 1999). Tendo em
conta esta dispersdo, podemos dizer qua a oliveira é a arvore tipica do Mediterraneo,
regido onde actualmente se situam 98% das oliveiras cultivadas a nivel mundial (Fig.
3A; Moriondo, 2008).
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Figura 3: Mapa de distribuicdo da O. europaea na Europa (A) (Fonte: Moriondo, 2008) e em
Portugal (B) (Fonte: www.infopedia.pt/$oliveira,2).

No que diz respeito a Portugal, terdo sido 0s romanos os responsaveis pela
introducdo da oliveira (Gemas, 2004), sendo o cultivar Galega vulgar aquele que tem
uma maior area de cultura com cerca de 80% do olival portugués (Fig. 3 B) (Gemas,
2004; Cordeiro, 2008). Outro cultivar muito utilizado é a Cobrangosa considerado
também um cultivar nacional, uma vez que as restantes variedades encontram-se
restritas a zonas geograficas bem delimitadas e, como tal, sdo consideradas regionais.
Deste modo a Galega vulgar encontra-se difundida por todo o pais, sendo
particularmente importante nas zonas da Beira Interior, Ribatejo, Alentejo e Algarve
(Jacob, 2011).

No século XV com as expedicdes dos portugueses e dos espanhdis a oliveira foi
além das aguas do Atlantico chegando & América. Contudo, o interesse de cultivar esta
fruteira neste continente sé ganhou importancia recentemente, sendo também cultivada

actualmente no sul de Africa, China, Japao e Austrélia (Barranco et al., 2008).

1.1.4. Importancia econémica

Como é do conhecimento geral, a oliveira é uma arvore de grande importancia
economica devido essencialmente a producdo do azeite, mas também de azeitona de
mesa. Sendo a zona mediterranica aquela onde a cultura desta arvore se encontra mais

expandida, ndo é de estranhar que seja tambeém esta a area onde a oliveira tem um maior
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impacto econémico. De facto, cerca de 95 % do azeite produzido € originario desta zona
e cerca de 73% tem origem na Unido Europeia (Espanha, Italia, Franca, Grécia e
Portugal). Segundo a CEPAAL (Centro de Estudos e Promogédo do Azeite do Alentejo)
outros paises produtores com impacto em termos globais sdo a Tunisia (7,7%), a
Turquia (4,4%), a Siria (3,8%), Marrocos (2,5%) e a Argélia (1,4%).

A partir de meados da década de 90, e em particular entre 1995 e 2005,
verificou-se um aumento consideravel quer no consumo (3,5% por ano) quer na
producdo de (4,6% por ano) de azeite (Fig. 4), em parte devido a um aumento do
interesse neste produto por paises com economias emergentes, como a China, o Brasil e

a Rassia.

3500
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DOProdugao Mundial

3000

2500
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Figura 4: Evolugao do consumo e producdo mundial de azeite entre 1990 e 2007 (Fonte:
MADRP 2007).

Dos estados membros da Unido Europeia aqueles em que se registou um maior
aumento de producdo foram Portugal, Espanha e Franca. No entanto, a producdo de
azeite na Europa tem vindo a aumentar a uma ritmo maior que o aumento do seu
consumo, sendo a Espanha a ocupar o primeiro lugar na lista de paises que mais
contribuem para para a expansdo da producdo de azeite na Unido Europeia (Fig. 5;
MADRP, 2007).
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Figura 5: Evolucdo da producédo de azeite nos Estados Membros produtores entre 1882 e 2005
(Fonte: MADRP, 2007).

Em Portugal, o principal destino da azeitona é a producdo de azeite, com cerca
de 96% da producdo, sendo os restantes 4% utilizados para a producgéo de azeitona de
mesa (MADRP 2007). Tal como na Unido Europeia também em Portugal se tem
verificado um aumento da producéo de azeite, atingindo-se em 2011 niveis de producéo
nunca antes alcancados. Isto apesar de ter havido um decréscimo da produc¢do na regido
interior Norte devido condicGes climatéricas adversas e problemas fitossanitarios. Esta
quebra foi largamente superada pelo aumento da producdo na zona do Alentejo devido

ao aumento das areas de olival, em particular na zona do Alqueva (Fig. 6; INE, 2012).
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Figura 6: Evolucdo da producdo de azeite em Portugal, entre 2007 e 2011 (Fonte: INE, 2012).

O azeite da Galega vulgar é um dos azeites existentes no mercado mais
apreciado pelos consumidores devido ao seu sabor caracteristico, aroma, baixa acidez e
grande estabilidade oxidativa (Carvalho, 2006; Santos, 2010). Outras caracteristicas
deste cultivar que o tornam interessante sdo a sua resisténcia a salinidade, ao

Verticillium e a baixa incidéncia do olho-de-pavao (Santos, 2010). No entanto, é
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suceptivel a outras doencas, como a mosca (Batrocera oleae) (Cardoso, 2006),
cochonilha (Saissetia oleae), fumagina, broca (Barranco, et al., 2008) e gafa (fungo
Colletotrichum spp.). Esta ultima doenga causa danos consideraveis no fruto (Carvalho,
2010) sendo a doenga mais importante do olival em Portugal (Talhinhas, 2006).

1.1.5. Variedades cultivadas em Portugal

Como ja foi referido anteriormente, conhecem-se cerca de 2000 cultivares de
oliveira na bacia do Mediterraneo, embora alguns sejam os mesmos cultivares mas sob
uma denominacao diferente (Gandul-Rojas, 2006). A designacdo dos cultivares, muitas
vezes designados como variedades, tem sido feita com base em caracteres morfologicos
e fisiologicos que podem ser influenciadas pelas condi¢cBes ambientais ou de cultivo.
Assim, é comum que o mesmo cultivar, a crescer em habitats diferentes, possa dar
origem a designagdes regionais diferentes que na realidade sdo a mesma coisa (Lopes,

2004), com o consequente impacto negativo na economia baseada no cultivo da oliveira.

De acordo com Leitdo (1986) sdo cultivadas em Portugal 22 das principais
variedades de oliveira havendo em territério vizinho homonimos de alguns destes
cultivares (Barranco et al., 2008). De entre os cultivares existentes no nosso pais
distinguem-se a Cobrancosa, Cordovil de Serpa, Galega vulgar, Galega Grada
Normal*!, Galega Grada de Evora** e Galega Grada de Serpa, estando as principais

caracteristicas indicadas no quadro 1.
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Quadro 1: Descricdo de aspectos botanicos e fisioldgicos de alguns cultivares de oliveira (adaptado de: Leitéo, et al. 1986).

Arvore e Ramos

Folhas

Inflorescéncias e flores

Frutos e endocarpos

Porte pequeno/médio

Pequenas, estreitas e compridas

Rebordo plano ou encurvado

Comprimento médio/curto

N° de flores por inflorescéncia mediano

Fruto médio, elipsoidal

Epicarpo avermelhado na viragem, vermelho escuro ou

Cobrangosa Arborescéncia mediana o . . negro na maturagéo
L . Consisténcia média/flacida Botdes florais pequenos, sem flores
Ramificacdo média, rugosa/lisa R . . Mesocarpo aderente ao endocarpo grande, alongado ou
Angulo apical e basal fechado supranumerarias o
elipsoidal
. . Comprimento médio . » o
Porte pequeno/médio Médias ou pequenas ) . . Fruto médio, obovoide ou elipsoidal
. . . Ne de flores por inflorescéncia mediano ou . .
Cordovil de Arborescéncia mediana Rebordo encurvado bundants Epicarpo avermelhado na viragem, vermelho escuro ou
abundante
Serpa Ramificagdo média de rugosidade  Consisténcia média . . negro na maturagao
o _ . Botoes florais pequenos, sem flores B . B
média Angulo apical e basal aberto . Mesocarpo nao aderente ao endocarpo médio, obovoide
supranumerarias
) Comprimento médio
o Grandes, compridas e largas . o . o
Porte médio/grande o Ne° de flores por inflorescéncia mediano ou Fruto pequeno, elipsoidal
. . Consisténcia média/flacida . L ) B
Galega Arborescéncia mediana ~ . o abundante Epicarpo violaceo na viragem, negro na maturagdo
L Angulo apical médio ou aberto e . . B o
Ramificagdo curta, rugosa Botdes florais pequenos, com flores Mesocarpo ndo aderente ao endocarpo pequeno, elipsoidal
basal fechado .
supranumerarias
o Comprimento médio/longo Fruto médio, ovéide ou elipsoidal
Porte médio/grande o . . . . .
L. ) Meédias, curtas e largas Ne° de flores por inflorescéncia reduzido ou Epicarpo avermelhado na viragem, vermelho escuro ou
Galega Grada  Arborescéncia mediana e . x
L . Consisténcia flacida mediano negro na maturagéo
de Serpa Ramificacdo média de rugosidade

média

Angulo apical e basal aberto

Botdes florais pequenos, sem flores

supranumerarias

Mesocarpo nao aderente ao endocarpo médio, elipsoidal

*1 O nome Galega Grada Normal é normalmente utilizado como sinénimo da Galega vulgar.

*2 Galega Grada de Evora surge normalmente com a designacio Galega de Evora, mas ndo foi ainda feita uma descricdo sobre os seus caracteres morfolégicos

e fisiologicos.
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1.2. Propagacéo da oliveira

A oliveira produz normalmente sementes viaveis, capazes de gerar uma planta
saudavel. No entanto, ndo é de grande interesse obter plantas por reproducdo sexuada
para uso comercial, uma vez que estas serdo distintas da planta-mae (com genoétipo
desconhecido) (Fabri, 2004) e tém tendéncia a apresentar um longo periodo juvenil
(Oliveira, 2007). No entanto, a propagacdo por semente pode ser utilizada na producao
de porta-enxertos utilizados como cavalos de cultivares dificeis de enraizar por estacaria
e em programas de melhoramento genético (Dutra, 2004). A manutencdo das
caracteristicas das arvores mais interessantes apenas pode ser conseguida por
multiplicacdo vegetativa. Com este proposito podem ser aplicados métodos
convencionais, como a estacaria e a enxertia. No entanto, o recurso a técnicas de

propagacdo in vitro é cada vez mais comum, uma vez que sdo mais rapidas e eficazes.

1.2.1. Estacaria semi-lenhosa

Inicialmente esta técnica de estacaria era feita utilizando estacas lenhosas com
50 a 60 cm, mas actualmente, usam-se estacas mais pequenas - 25 a 30 cm (Oliveira,
2007). Leitdo (2004) defende que as estacas de oliveira enraizam tanto mais facilmente
qguanto mais velhos sdo os ramos de onde provém, estando a Galega vulgar incluida
nesse bom enraizamento por estaca lenhosa. No entanto, esta técnica apresenta, entre

outras desvantagens, a necessidade de muito material vegetal (Peixe, 2008).

Devido aos fracos resultados obtidos com estacas muito lenhificadas, foi
adoptada a propagacdo por estacaria semi-lenhosa, a qual tem sido adoptada pela
maioria dos viveiros comerciais (Sghir, 2005). Neste procedimento, as estacas sao
tratadas com reguladores de crescimento (auxinas), uma vez que a sua concentracdo
enddgena, normalmente, é um factor limitante ao enraizamento (Peixe, 2008). Outros
factores que podem p6r em causa o0 sucesso do procedimento sdo o tamanho das estacas
utilizadas (Fernandez Serrano et al., 2002; Oliveira, 2003) e as sucessivas perdas de

acucares durante o enraizamento (Oliveira, 2010).

No que diz respeito a Galega vulgar, Leitdo (2004) aponta para baixas taxas
médias de enraizamento por esta técnica, por norma entre 20 e 44%. Outros autores

(Peixe, 2008) indicam ainda niveis de enraizamento inferiores com apenas 10% de
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estacas enraizadas, estando o processo de enraizamento de cultivares recalcitrantes

longe de ser resolvido.

1.2.2. Enxertia

Para levar a cabo a técnica da enxertia € necessario ter um porta-enxerto, que
contribuindo com o sistema radicular (assegurando a nutricdo mineral) vai servir de
base ao enxerto, que é retirado da arvore que possui as caracteristicas de interesse que se
pretendem reproduzir. Este processo pode ser feito de varias formas, podendo ser por
encosto, por borbulhia, fenda, T-invertido, entre outros (Ribeiro, 2005). Para a tarefa ser
levada a cabo com éxito é necessario que haja afinidade entre a arvore que se vai utilizar
como porta-enxerto e a que se vai utilizar como enxerto e que os cambios (tecido

meristematico) de ambos (porta-enxerto e enxerto) estejam em contato.

A enxertia € uma técnica bastante utilizada na multiplicacdo da oliveira e a
Galega vulgar € muito utilizada como porta-enxerto, pois possui uma boa afinidade para
quase todas as cultivares (Santos, 2010), sendo a alternativa convencional para
cultivares com dificuldades no enraizamento ou quando se pretende substituir um clone
por outro (Canhoto, 2010). Contudo, estes métodos convencionais de multiplicacdo
vegetativa (estacaria semi-lenhosa e enxertia) sdo muito demorosos e exigem muita

mao-de-obra.

1.2.3. Cultura In Vitro

A cultura in vitro apresenta vantagens em relacdo as técnicas anteriormente
descritas, como permitir o cultivo de sementes, embrides ou fragmentos de tecido
vegetal (explante) sob condicGes assépticas, em meios nutritivos adequados e condigdes
ambientais controladas (Street, 1997). Para escolher o explante a utilizar deve ter-se em
conta o nivel de diferenciagdo (quanto mais novo menos diferenciado estard) e a
finalidade da propagacgédo (Erig, 2002). A cultura in vitro permite uma propagacao a
grande escala sem colocar em risco a planta mae, obtendo-se clones desta, que serdo

isentos de pragas e doengas (Fabbri, 2004).
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Devido ao reduzido tamanho do material vegetal utilizado nesta técnica de
multiplicacdo vegetativa ela designa-se por micropropagacdo. Existem trés métodos de
levar a cabo assexuada micropropagacdo, sendo eles: proliferacdo de rebentos
caulinares, inducdo de organogénese e embriogénese somatica. No caso da oliveira, a

organogenese tem sido muito pouco utilizada na propagacéo da oliveira (Rugini, 1988).

1.2.3.1. Proliferacédo de meristemas caulinares

Este método de micropropagacdo, o mais utilizado na oliveira, baseia-se na
proliferacdo de meristemas ja existente no explante, que pode ser um segmento nodal ou
um é&pice caulinar. A utilizacdo de apenas meristemas seria o ideal, mas estes
encontram-se rodeados pelos primdrdios foliares o que torna dificil o seu isolamento.
Estes meristemas encontram-se na planta em estado dormente, e quando colocados num
meio de cultura adequado e livres da accdo inibidora do meristema apical (dominancia

apical), podem desenvolver-se (Cozza, 1997; Gyves, 2008).

Esta técnica é til para estudar o funcionamento do meristema, obter uma
propagac¢do em larga escala (Rugini, 1995), regenerar plantas isentas de virus (associada
a uma termoterapia) (Erig, 2002), microenxertia permitindo ainda a preservacao de

germoplasma (Zacchini, 2004).

A multiplicacdo através deste método ocorre em diferentes fases, como sejam a
preparacdo da planta mée, seguindo-se o estabelecimento, multiplicacdo, alongamento e

enraizamento e, por fim, aclimatizacdo (Barbosa, 1986).

E um método com vantagens consideraveis que passam pelo facto de néo haver
necessidade de induzir novos meristemas, ndo haver o perigo de se obterem variantes,
uma vez que ndo ha a formacdo de calos, e a multiplicacdo da planta de interesse
ocorrer de forma exponencial, visto que novos mertistemas sdo continuamente

produzidos.

Contudo, existem algumas limitacfes associadas a este método. Uma delas é o
elevado custo associado as plantas regeneradas, sendo rentdvel usar este método
preferencialmente em plantas com um elevado valor comercial. Além disso, as lenhosas

sdo especialmente dificeis de multiplicar por este método, verificando-se um aumento
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dessa dificuldade se forem utilizados explantes retirados de plantas adultas. Finalmente,
0 enraizamento de algumas espécies é problematico e surge com frequéncia o

aparecimento de plantas vitrificadas (hiperhidricidade) (Rugini, 1995; Canhoto, 2010).

1.2.3.2. Embriogénese somatica

A formacdo de um embrido implica normalmente a fusédo de dois gametas,
formagdo do zigoto e desenvolvimento deste numa estrutura com dois polos — caulinar e
radicular. No entanto, as plantas tém a capacidade de formar embrifes ndo zigoticos,

quer em condig¢des naturais quer apos inducao em condicdes laboratoriais.

Os embrides formados a partir de células do corpo (soma) das plantas em
condicGes laboratoriais definidas, sdo vulgarmente designados embrides somaticos
(ES), que tal como os embrides zigoticos sdo estruturas bipolares e possuem 0 mesmo

gendtipo da planta mae.

Os ES passam pelas mesmas fases de desenvolvimento que os embrides

zigoticos, fases essa designadas por globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Fig. 7).

Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar

Figura 7: Fases de desenvolvimento dos embrides zigdticos e somaticos (Fonte: Canhoto,
2010).

A formacdo destes embrides ocorre normalmente de forma indirecta ocorrendo
primeiro a formacdo de um calo embriogénico e, em condi¢Bes diferentes, o
desenvolvimento dos embrides, sendo muito poucos o0s casos em se verifica a formagéo
destes sem haver a passagem por uma fase de calo (directa) (Halperin, 1995; Canhoto,
2010). Algumas espécies apresentam ainda uma embriogénese ciclica, que pode manter-
se por longos periodos de tempo, uma vez que os embrides formados tém capacidade de

iniciar novos ciclos embriogénicos (Canhoto, 2010).
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Ha varias etapas pelas quais é necessario passar para executar este método: 1)
inducdo, que requer normalmente a presenca de uma auxina (sendo a mais usada o 2,4-
D) (Halperin, 1995) ou condigdes de stresse; 2) desenvolvimento e maturagdo dos
embrides somaticos, normalmente em meio sem auxina; 3) germinacdo dos embrides
somaticos e conversdo em plantas, em meio sem hormonas e 4) aclimatizacédo (Canhoto,
2010).

Conhecem-se varios factores que afectam e podem comprometer o sucesso da
embriogénese somatica. Os factores que mais condicionam o sucesso da embriogénese
somatica sdo o tipo de explante (embrido zigotico, cotiledones, hipocotilos, folha, raiz,
entre outros), bem como as condi¢cBes em que se encontra, genotipo da planta dadora,
composicdo do meio de cultura, em particular o tipo de reguladores de crescimento
utilizados (PGRs), sendo as auxinas 0s mais importantes.

No caso da oliveira a luz é um factor importante na embriogénese somaética,
obtendo-se melhores resultados com culturas mantidas no escuro (Rugini, 1988).
Também a idade do explante parece ser importante na inducdo de embriogénese
somatica na oliveira. Assim, Rugini (1988) verificou que embrides zigdticos maduros
sd80 muito pouco receptivos aos estimulos embriogénicos, ao contréario do que acontece
com embrides em fases mais precoces de desenvolvimento. Existem, contudo, relatos de
sucesso de inducdo a partir de material adulto. No entanto, este foi previamente
rejuvenescido pela cultura in vitro (Mencuccini et al., 1990). Trabalhos mais recentes
(Rugini e Caricato, 1995) permitiram desenvolver um meétodo de inducdo de
embriogénese ciclica em tecidos adultos, a partir de material rejuvenescido por

micropropagacao (Rugini, 1995; Rugini, 2006).

A inducdo de embriogénese somatica € um método que possibilita a clonagem e
a propagacdo de plantas em larga escala, a regeneracdo de plantas provenientes de
ensaios de transformacdo genética, a obtencdo de sementes artificiais (sintéticas), a
propagacdo de hibridos ou de plantas femininas, e a realizacdo de estudos sobre o
desenvolvimento embrionario, rejuvenescimento e criopreservagdo (Canhoto, 2010).
Para além disso, em algumas espécies os calos embriogénicos podem ser mantidos por
longos periodos de tempo o que permite realizar ensaios de campo para testar o material

propagado e verificar se € de interesse a sua propagacao (Canhoto, 2010).
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1.3. Embriogénese Polinica

Para além das celulas somaticas, existem outros tipos celulares que podem ser
induzidos a formar embrides. E o caso dos microsporos, que sendo células precursoras
dos grdos de polen e, ulteriormente dos gametas, sdo haploides e geneticamente
diferentes da planta mée (Canhoto, 2010). Deste modo, as plantas obtidas por cultura de
micrdsporos serdo, teoricamente haploides e geneticamente diferentes entre si e também
da planta mée. Isto significa que esta técnica ndo pode ser usada como método de
clonagem. No entanto, tem outras aplicacbes muito importantes, como sejam a
producdo de linhas puras (neste caso designados haploides duplos — HD) por duplicacéo
dos hapléides (Kasha & Maluszinsky, 2003; Germana, 2010) ou a obtencdo de mutantes
no estado homozigo6tico (Reed, 2005).

Existem outros métodos de obtencdo de hapldides, no entanto, a embriogénese
polinica (EP), anteriormente mais conhecida como androgénese, é a técnica mais eficaz

para a obtencdo deste tipo de plantas.

Tendo ja sido relatados ensaios de obtencdo de haploides, por embriogénese
polinica, em mais de 200 espécies, a maior parte tem-se centrado em espécies das
familias Poaceae, Brassicaceae e Solanaceae. Todavia, os trabalhos em plantas lenhosas

séo cada vez mais comuns (Canhoto, 2010).

A EP decorre em duas fases: inducdo e desenvolvimento de embrides polinicos.
A obtencdo de plantas haploides pode acontecer por divisdes sucessivas dos
microsporos e posterior formacdo de embrides (directa) ou havendo primeiro a
formacdo de calo que vai depois diferenciar-se em rebentos caulinares ou embrides
(Reinert, 2000). Em qualquer uma destas vias, o contributo do grdo de pdlen para a
formacdo de embrides pode ser diferente: 1) da primeira mitose polinica resulta um
nacleo vegetativo e um generativo, sendo do primeiro que sdo formados 0s embrides; 2)
ha a formac&o de dois nucleos morfologicamente idénticos (B-mitose), podendo um ou
ambos formar estruturas multicelulares; 3) diferencia-se da via 1 pelo facto de os
nucleos se fundirem e depois participarem na embriogénese; 4) o nucleo generativo da

origem aos embrides polinicos (Fig. 8; Canhoto, 2010).
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Figura 8: Diferentes vias pelas quais o grdo de polen da origem a embrides (Fonte: Canhoto,
2010).

Os factores que podem afectar esta técnica estdo relacionados com a planta
dadora (estado de desenvolvimento do polen, parede da antera, gendtipo e estado
fisiol6gico), a composicdo do meio e condi¢des da cultura (luz temperatura, pH, estado
fisico do meio). A constituicdo do meio pode variar de acordo com a espécie, sendo que
para lenhosas a existéncia de auxinas e citocininas € indispensavel. Em algumas
espécies altas concentracdes da fonte de carbono (normalmente sacarose) podem ser
benéficas, sendo que para muitas outras é prejudicial (Ferrie, 1995; Reinert, 2000;
Canhoto, 2010).

Submeter os grdos de polen a condi¢bes de stresse, como temperaturas baixas
(4°C) ou altas (30 — 23°C) ou em meios empobrecidos (sem sacarose, fosfato ou azoto)

séo outros factores que podem ajudar no processo de indugéo (Shivanna, 2003).

Esta técnica apresenta, no entanto, limitacbes que pdem em causa a viabilidade

da mesma. Assim, as plantas resultantes podem apresentar niveis elevados de ploidia,
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pode ocorrer proliferacdo dos tecidos somaticos da antera, formam-se com frequéncia
plantas albinas (com maior frequéncia em gramineas) e, muitas vezes, a percentagem de
inducdo é reduzida (Canhoto, 2010).

Na oliveira ainda ndo foram obtidas plantas haploides (Jacob, 2011), no entanto
foram ja apresentados protocolos com resultados positivos na obtencao de pré-embrides
a partir da cultura de micrdésporos (Pintos, 2007). Tendo sido também descritas as
condicGes ideais dos tratamentos de temperatura a que o micrdsporo deve ser sujeito
antes de colocado em cultura (Pintos, 2007). O estado de desenvolvimento dos
micrésporos ideal para a inducdo foi tambeém determinado (Shivanna, 2003; Pintos,
2007).

1.4. Marcadores genéticos

Os marcadores utilizados até & década de 60 eram baseados em caracteristicas
morfoldgicas, uma vez que estavam associados a caracteristicas de identificacdo visual
facil (a cor, a morfologia da folha, entre outros). Como estdo, normalmente, ligados a
genes de importancia econOmica, limitam a sua utilizagdo em programas de
melhoramento uma vez que estas caracteristicas fenotipicas dependem da interac¢édo de
varios genes. Este tipo de marcadores encontram-se restritos a espécies modelo em
estudos genéticos, como o milho, tomate, ervilha, entre outros. A sua viabilidade €é
dificultada por varios factores, tais como a existéncia em ndmero reduzido, o baixo
nivel de polimorfismo, condi¢cdes ambientais, accdo dos genes dominantes, interaccao

entre genes e idade da planta (Hummer, 2011).

Foi entdo necessario desenvolver novos marcadores para contornar estes
problemas. Surgiram assim os marcadores bioquimicos, como é o caso das isoenzimas,
que vieram tornar possivel aplicar marcadores a todas as plantas. No entanto, apresenta
limitacbes como o facto de serem influenciados pelas condi¢Ges ambientais e por

mecanismos epigenéticos.

Posteriormente, surgiram os marcadores moleculares que vieram revolucionar a
aplicacdo de marcadores e baseiam-se em DNA nuclear, regides expressas ou ndo no
genoma herdados geneticamente. Um marcador molecular pode ser também

denominado de marcador genético quando respeita as leis de Mendel. Para ser um bom
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marcador tem que ser polimorfico, reprodutivel, co-dominante, uniformemente
distribuido por todo o genoma, discriminativo, facil de detectar, barato e ndo estar
sujeito as condi¢bes ambientais (Vicente, 2004).

Surgiram também marcadores moleculares baseados em DNA cloroplastidial e
mitocondrial (utilizados quando se quer estudar genes herdados pela linha materna).
Nem o DNA do cloroplasto (cpDNA), nem mitocondrial DNA (mtDNA) sdo muito
usados pelos biélogos populacionais porque o primeiro é altamente conservado e 0
ultimo sofre frequentemente mutacdes estruturais, tornando dificil a identificacdo de

regides homologas (Parker et al., 1998).

Os marcadores moleculares sdo hoje utilizados em areas muito diversas, desde
genética das populacbes, variacdo genetica intra e inter-populacional, mapeamento,
analise de similaridade, com o objectivo de conservar e melhorar 0s recursos genéticos
(Zamani, 2010).

1.4.1. Marcadores baseados na amplificacdo de DNA in vitro

A amplificacdo do DNA in vitro permite a sintese de um grande nimero de
copias de um segmento de DNA especifico pela presenca da enzima Taqg DNA
polimerase. Esta técnica (PCR — Polymerase Chain Reaction) ocorre em trés fases:
desnaturacdo (abertura da cadeia em dupla-hélice de DNA com elevacdo da temperatura
para 92°C a 95°C); renaturacdo (diminuicdo da temperatura para 35°C a 60°C para 0s
primers se ligarem as cadeias simples de DNA — annealing); e sintese (alongamento por
adigdo de nucledtidos no sentido 5’-3' pela Tag DNA polymerase a uma temperatura de
72°C). Este procedimento é repetido varias vezes, sendo que no final de cada ciclo

devera ter-se 0 dobro do DNA que se tinha no inicio desse mesmo ciclo.

A reacgdo de PCR requer varios componentes: DNA molde (o que se pretende
amplificar), primers complementares a uma ou varias regides do DNA molde,
trifosfatos de deoxinucleotidos (ANTP’s), enzima Taq polymerase (obtida da bactéria
Thermus aquaticus), tampédo de reaccdo, magnésio e agua ultra pura estéril (Antonini,
2004).

18



Introducao

A descoberta desta técnica em meados da década de 80, por Kary Mullis, veio
revolucionar a compreensdo de processos biolégicos na area vegetal e animal e
actualmente aplica-se em muitas areas do conhecimento cientifico, como a genética
forense e biologia molecular, (McPherson, 2006). Para além de ajudar a estudar o DNA,
permitiu também o aparecimento de novos marcadores moleculares, os RAPD, AFLP,
SSR, ISSR entre outros (McPherson, 2006).

A técnica de PCR tem como vantagens o facto de ser rapida e de fécil execucéo.
No entanto, requer alguns cuidados no que diz respeito a contaminagfes da mistura de

reaccao e sensibilidade da Taq polymerase (McPherson, 2006; Harvey, 2008).

1.4.1.1. Marcadores baseados na técnica de PCR com uso de primers arbitrarios

Este grupo de marcadores inclui os RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), os DAF (DNA Amplification Fingerprinting) e AP-PCR (Arbitrary Primed
Polymerase Chain Reaction) (Castiglioni, 2003).

Os RAPD sdo marcadores dominantes (ndo permitem distincdo entre
homozigdticos e heterozigoticos) que amplificam DNA polimdérfico ao acaso
(Castiglioni, 2003; Albertini, 2011) utilizando um Unico par de primers de sequéncia
curta (cerca de 10 nucledtidos) e arbitréaria, eliminando a necessidade de ter um
conhecimento prévio da sequencia a ampliar (Bered, 1997). Os primers vao ligar-se ao
DNA molde em dois sitios diferentes em cadeias com sentidos convergentes em que, se
houver a formacdo de um fragmento com algumas centenas de pares de bases, obtém-se

um fragmento detectavel num gel de electroforese (Fig. 9) (Castiglioni, 2003).
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Primer

Amplified band =

= DNA molecule

Gel

Figura 9: Representacdo esquematica da tecnologia de anélise RAPD (Fonte: Vivente,
2003).

O elevado polimorfismo produzido pela técnica de RAPD (Belaj, 2001) aparece
sob a forma de presenca ou auséncia de bandas num gel, sendo que apenas um par de
bases diferente é suficiente para causar a ndo complementaridade do primer com o sitio

de iniciagéo e assim impedir a amplificacdo de um segmento.

Esta técnica tem aplicacbes muito variadas como a obtencdo de fingerprints
genomicos de individuos, variedades e populagdes, a analise da estrutura e diversidade
genética em populagbes naturais, populacdes de melhoramento e bancos de
germoplasma, o estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes
espécies, a construcdo de mapas genéticos de alta cobertura gendmica e a localizacéo de
genes.

A sua reprodutibilidade pode ser afectada por vérios factores, passando pela
qualidade e concentracdo do DNA, temperatura de annealing, tamanho do primer,

contaminantes, entre outros (Castiglioni, 2003).

Até alguns anos atras, o germoplasma de Olea europaea era identificado por
descri¢des morfoldgicas. Desde que surgiram os marcadores bioquimicos e moleculares,
0 uso de isoenzimas e RAPDs tém sido utilizados principalmente na identificacdo de
cultivares, para estudar a taxonomia dentro do género e as relacbes entre arvores
cultivadas e silvestres, para determinar a origem das cultivares e para mapear e
identificar os marcadores ligados a caracteristicas agrondmicas mais importantes
(Rugini, 2008; Albertini, 2011).
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1.5. Objectivos

A oliveira tem, cada vez mais, sido alvo de estudos que visam o melhoramento
da producdo e qualidade desta, devido & notavel importancia econémica do seu cultivo.
No entanto, ha ainda muitos obstaculos a serem ultrapassados, em estudos laboratoriais,

para se proceder ao melhoramento desta espécie e produzi-la em larga escala.

Assim, 0s objectivos deste trabalho visam o melhoramento dos protocolos
existentes para propagar a oliveira, bem como para o seu melhoramento. Dadas as
conhecidas desvantagens da obtencdo desta espécie através da germinagédo de sementes,
que ndo permitem fazer frente as exigéncias do mercado, pretendeu-se desenvolver
protocolos mais eficientes e rapidos, nomeadamente para a inducdo de embriogénese
somatica e polinica. Por outro lado, pretendeu-se estudar a preferéncia da oliveira para

determinados componentes utilizados nos meios de cultura.

Num estudo complementar, analisou-se também a variabilidade entre algumas

variedades cultivadas em Portugal, utilizando marcadores RAPD.

Parte deste trabalho, nomeadamente no que diz respeito a indugdo de ES, foram,

ja apresentados no VI Simposio Nacional de Olivicultura (2012).
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2. Materiais e métodos

Material vegetal

O material vegetal para a micropropagacdo através da proliferacdo de
meristemas axilares foi fornecido pela Escola Superior Agréria de Santarém (Dra. Paula
Jacob), pertencente a uma colecgéo in vitro de germoplasma de Galega. Sendo as trés
linhas: A (20/2051), B (20/1061) e C (20/501).

Frutos para O isolamento dos embriGes foram também fornecidos pela mesma
instituicdo. Os frutos foram obtidos a partir de trés clones diferentes: 1061, 2052 e 502.
Ensaios de ES foram também realizados com embrides de frutos de material colhido em
Ponte de Lima e em Coimbra (St.° Antdnio dos Olivais).

Para a inducdo de embriogénese polinica, as flores foram obtidas a partir de
arvores a crescer em Ponte de Lima e Coimbra.

As analises de RAPDs foram realizadas em material previamente recolhido
(folhas jovens) e mantido a -80°C. Foram utilizadas folhas jovens das variedades
Cobrancosa, Cordovil de Serpa, Galega vulgar, Galega Grada Normal, Galega Grada de
Evora, Galega Grada de Serpa e uma Galega X.

Ao longo do trabalho € utilizada a designacao variedade e cultivar, sendo feita

com a mesma finalidade.

2.1. Proliferacdo de meristemas caulinares na oliveira

O material fornecido pela Escola Superior Agréria de Santarém ja se encontrava
estabelecido in vitro tendo sido mantido por subculturas mensais no laboratério de
Biotecnologia do departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra.
Inicialmente as repicagens das trés linhas foram feitas no sentido de obter plantulas
livres de contaminacdes. Essas subculturas foram realizadas utilizando sempre 0 mesmo
meio de cultura e apices caulinares com dois n6s bem distintos (cerca de 1 a 1,5 cm).
Quando as plantulas apresentavam um tamanho razoavel eram utilizados segmentos
nodais da mesma plantula, contendo igualmente dois nés. O meio de cultura base
utilizado foi o meio OM (Olive Medium, Rugini, 1984), tendo-se apenas modificado o
teor da fonte de carbono (manitol), que passou de 30 mg/L para 20 mg/L. Os meios
possuiam ainda duas citocininas: 2 mg/l de BA (benziladenina) e 1 mg/l de zeatina. A

todos os meios foram adicionados 6 g/l de agar (Cultimed) e o pH ajustado para 5,8 com
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HCI e NaOH (ambas de 0,01 - 1,0 M). Depois de adicionados todos 0s componentes, 0
meio foi aquecido até dissolver o &gar e distribuido por tubos de ensaio que foram
autoclavados a 120°C durante 20 min.

Em alguns ensaios a fonte de carbono utilizada foi a sacarose a 2,5% (w/v), de
forma a verificar se existiam diferencas no comportamento dos explantes na presenca
dos dois tipos de actcares. Também os reguladores de crescimento foram modificados,
sendo utilizado 1 mg/l de BA e 0,1 mg/l de IBA.

Os segmentos mudados para meio fresco eram mantidos a 25°C com um
fotoperiodo de 16h luz / 8h escuro e uma intensidade luminosa de 15-20 pmol m? s™ de

radiacdo fotossinteticamente activa.

2.2. Inducédo de embriogénese somatica

Os ensaios de embriogénese foram iniciados com os frutos maduros dos clones

de oliveira 1061, o 2052 e 0 502, dos quais foi retirado o embrido zigético.

Ap06s remocdo do mesocarpo, os endocarpos foram desinfectados em hipoclorito
de célcio 7% (w/v) (Sigma), durante 10 minutos, e de seguida, lavados 3 vezes com
agua destilada esterilizada, com agitacdo. Com o auxilio de um torno, previamente
pulverizado com etanol procedeu-se a abertura dos endocarpos e remocdo das sementes.
Estas foram também esterilizadas durante 10 minutos com hipoclorito de calcio 5%
(w/v) com agitacdo, seguida de trés lavagens com &gua destilada esterilizada, numa
camara de fluxo laminar. As sementes foram mantidas overnigth numa quantidade
reduzida de agua. No dia seguinte era feita uma terceira esterilizacdo com etanol 70%
(v/v) durante um minuto e depois durante 10 minutos com hipoclorito de calcio 5%
(w/v) de acordo com o procedimento ja descrito.

Mesocarpo Endosperma

Endocarpo Embrido zigdtico

Figura 10: Fruto de oliveira mostrando os diferentes componentes do pericarpo e a semente

(adaptado de http://bio.mq.edu.au/dept/centres/pirel/petercuneo.html)
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Apos esterilizacdo, e utilizando uma camara de fluxo laminar, procedeu-se a
separagdo do embrido zigotico (Fig. 10) do endosperma e subsequente cultura em caixas
de Petri com 6 cm de didmetro contendo os meios indicados na tabela 1. Os embrides
zigoticos (EZ) foram colocados nas caixas intactos ou seccionados em trés partes:
radicular, meristematica e cotiledonar (Fig. 11), sendo estas imediatamente colocadas
no escuro a 25°C (Fig. 12).

Secgdo cotiledonar

s,

Seccdo meristematica

J— D Secgdoradicular

Embrido zigbticointacto

Figura 11: Esquema representativo do embrido zigotico intacto e seccionado em trés porgoes
(cotiledonar, meristematica e radicular).

Figura 12: Aspecto da cultura dos embrides zigoticos em meios de indugdo de embriogénese
somatica. O explante localizado na parte inferior € um embrido intacto. Na parte de cima, da

esquerda para a direita: parte cotiledonar, parte meristematica e parte radicular.
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Tabela 1: Constituicdo dos meios utilizados para inducdo de ES em EZ maduros.

Meio de inducéo de ES (meio base OM com 2,5% de

Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
OMa IBA (2)
OMb IBA (5)
OMc 2,4-D (2)
Embrido zigdtico oMd 2,4-D (5)
2IP (0,5)
maduro OMe NAA (2)
OMf NAA (5)
OMi Picloram (2)
OMj Picloram (5)
Meio de inducéo de ES (meio base OM com 8%
Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
Embrido zigético OMg NAA (2)
2IP (0,5)
maduro OMh NAA (5)

Nota: 2IP (dimetil-alil-amino-purina), IBA (acido indolbutirico), NAA (acido naftaleno-acético)

2,4-D (écido 2,4-diclorofenoxiacético).

Num ensaio ulterior foram utilizados embriGes zigéticos imaturos (estado

cotiledonar) estando os meios de cultura indicados na tabela 2.

Tabela 2: Constituicdo dos meios utilizados para inducdo de ES em EZ imaturos.

Meio de inducéo de ES (meio base OM com 3% de

Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
oM ---

) OMA 2,4-D (1)

Embrido zigdtico

_ OMB IBA (1)

imaturo
OoMC 2,4-D (1) o

Cinetina (0,2)

OMD NAA (1)
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Meio de indugéo de ES (meio base OM com 4% de

Explante sacarose)

Meio PGR (mg/l)

OMa4 IBA (2)
Embrido zigdtico OMg4 NAA (2)
) 2IP (0,5)
imaturo OMh4 NAA (5)

OMi4 Picloram (2)

Meio de inducéo de ES (meio base OM com 8%
Explante sacarose)

Meio PGR (mg/l)

OMa8 IBA (2)
Embrido zigotico OMg8 NAA (2)
) 2IP (0,5)
imaturo OMh8 NAA (5)

OMi8 Picloram (2)

Apo6s um més, nestes meios procedeu-se a transferéncia dos calos obtidos para
meio fresco com a mesma composicdo mas, em alguns casos, contendo 50 mg/l de
acido ascérbico. Os embrides formados foram transferidos para meio OM base com 0,5

mg/l de NAA e a mesma concentracgdo de 2IP com 4% de sacarose.

A percentagem de inducdo de embriogénese somatica foi determinada apds dois

meses e os resultados analisados estatisticamente (seccéo 2.4).

2.3. Ensaios de inducao de embriogénese polinica

Para os ensaios de EP, as inflorescéncias foram colhidas no més de Maio e
Junho, sendo o material normalmente utilizado no préprio dia da colheita ou no dia
seguinte. Em algumas situac¢bes houve necessidade de manter as inflorescéncias no frio

(4°C) por periodos de cerca de 3, 4, 7 e 9 dias, antes de realizar as culturas.

As flores (Fig. 13) eram escolhidas de acordo com o aspecto morfolégico e
tamanho, sendo utilizadas flores totalmente fechadas, com as sépalas ainda totalmente
verdes e cerca de 2 mm de comprimento, e flores com as sépalas proximas da fase de
abertura, com uma cor amarelo-esverdeado e com cerca de 3 mm de comprimento. Esta
escolha foi feita com base num estudo de inducéo de EP na cultivar Arbequina (Pintos,

2007), em que foi verificado que é na fase em que a flor tem 2 mm, que a antera possui
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microsporos no estado uninucleado tardio e/ou grdo de pdlen no estado binucleado

precoce, sendo a fase ideal para a indugéo de EP.

Figura 13: Flores de oliveira em diferentes estados de desenvolvimento.

Antes de iniciar a inocula¢do do material, foi feita uma analise microscopica dos
micrésporos das anteras do tamanho 1 ao 7, referentes a cada uma das flores
representadas na figura 13, tendo para isso sido feitos esmagamentos em carmim

acético.

As flores foram divididas pelos dois tamanhos referidos anteriormente para
posterior esterilizacdo, que foi feita com hipoclorito de célcio 7% (w/v), durante 20
minutos, seguida de trés lavagens em agua esterilizada, numa camara de fluxo laminar.
Também aqui, foram isoladas as duas anteras de cada flor, sendo colocadas nas caixas
de Petri (6 cm de diametro) com o meio previamente preparado (Tabela 3), sendo
colocadas seis anteras de cada tamanho em cada caixa conforme se pode observar na
figura 14. Foram utilizadas dez caixas para cada meio testado, sempre com o0 meio OM,
mas alterando os reguladores de crescimento e o agente gelificante. As caixas foram

colocadas no escuto a 25°C.

Figura 14: Aspecto das anteras colocadas em cultura, em meio OM2b. Do lado esquerdo estdo
as anteras das flores com 2mm e do lado direito as anteras das flores com 3mm.
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Tabela 3: Composi¢do dos meios para inducéo de IP.

Meio de inducéo de EP (meio base OM com 9%

Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
OoM1 2,4-D (1)
Oom3 2,4-D (1)
BA (0,5)
OM5 NAA (1)
OM6 NAA (2)
Anteras com 2 ou 3 mm
om2 2,4-D (2)
Oom4 2,4-D (2)
BA (1)
om7 NAA (1)
OoM8 NAA (2)
Meio de inducéo de EP (meio base OM com 6%
Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
OMa Cinetina (0,5)
OMb Cinetina (1)
OMe Zeatina (0,5)
IBA (1) )
oMf Zeatina (1)
OMi 21P (0,5)
OMj 2IP (1)
Anteras com 2 ou 3 mm _
OMc Cinetina (0,5)
OMd Cinetina (1)
OMg Zeatina (0,5)
IBA (2) )
OMh Zeatina (1)
OMk 2IP (0,5)
oMl 2IP (1)

Diferentes agentes gelificantes foram testados nos meios OM1 a OM8: 1) agar
(6 g/l, Cultimed) nos meios OM1a a OM8a, 2) fitagel (2,5 g/l, Sigma) nos meios OM1b
a OM8b, 3) agarose (8 g/l, Sea — Plague) nos meios OM1c a OM8c. Para além de

diferencas no agente gelificante, foram também testados tratamentos pelo frio (Tabela

4).
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Tabela 4: Diferentes tratamentos pelo frio, duracdo e meio onde as respectivas anteras foram

cultivadas.
Duracéo do tratamento pelo frio (4°C) Meios
OM3b
OMl1c
3 dias OM4b
OM2c
OM3c a OM6¢c
4 dias OM5b a OM8b
OMTc
7 dias OM3c a OM6¢
OMS8c
9 dias OMa a OMI OMa a OMI

Com o0 objectivo de seguir o comportamento do material em cultura foram
utilizadas diferentes técnicas para visualizar os ndcleos dos microsporos. Assim, algum
do material foi tratado com DAPI ou iodeto de propideo e observado em microscopia de
fluorescéncia. Noutros ensaios, utilizou-se a coloragdo com o reagente de Schiff pela
técnica de Feulgen (Schifino-Wittmann, 2001), que foi adoptada para corar as anteras
ndo cultivadas e depois as anteras em cultura. As anteras foram hidrolisadas em HCI 1N
em banho-maria a 60°C, durante 6 e 10 minutos e transferidas para HCI 1IN a
temperatura ambiente para depois serem coradas com o reagente de Schiff durante 1-3
h, no escuro. De seguida fez-se o esmagamento do material em &cido acético a 45%
(v/v) e a preparacgdo foi observada num microscépio optico (Nikon Eclipse E400), sendo
as imagens captadas com a camara Nikon Digital Sight DS-U1 e com o software Act-
2U. Algumas anteras em cultura, foram também esmagadas em carmim acético e, apos,

remocao dos restos da parede da antera, 0s microsporos observados ao microscopio.

Os calos obtidos, com aspecto de terem origem nos graos de pélen, foram mantidos em

quatro meios diferentes, apresentados na tabela 5.
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Tabela 5: Constituintes do meio de manutencéo dos calos obtidos da cultura de anteras.

Meio de manutencéo (meio base OM com 6%

Explante sacarose)
Meio PGR (mg/l)
OoMI NAA (0,5) o
Cinetina (2)
OoMII NAA (1)
Calos da cultura de anteras
OMIII NAA (0,5) o
Cinetina (1)
OoMIV NAA (1)

As culturas foram analisadas ap6s um més a um més e meio, sendo

contabilizadas as anteras onde se observou formacao de calo.

2.4. Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos na inducdo de embriogénese

somatica e polinica foi realizada atraves de uma ANOVA (Statistica 7.0).

2.5. Ensaios com marcadores genéticos
2.5.1. Extraccao de DNA gendmico

Na extraccdo de DNA os factores de contaminacdo tém que ser minimizados
(RNA, polissacarideos, outras enzimas, etc...), de forma a que posteriormente ndo seja

posta em causa a execuc¢do da técnica de PCR.

Assim, recorreu-se a um método simples e eficaz de extracdo de DNA, que
minimiza e elimina todos os constituintes intrinsecos da plantas que poderiam interferir

de forma negativa nos resultados desejados.

Folhas jovens de cada um dos cultivares foram colocadas num almofariz e
maceradas com azoto liquido (-196°C) e, posteriormente, o macerado (100 mg)
transferido para um eppendorf. Para extrair o DNA foi utilizado o kit de extracgéo
DNeasy® Plant Mini Kit da Qiagen, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Ao

material macerado adicionou-se um tampao de lise e uma RNase para hidrolisar as
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células e 0 RNA, respectivamente, numa incubacédo a 65°C. Posteriormente, procedeu-se
a precipitacdo dos polissacaridos e proteinas, que juntamente com o0s restos celulares
foram removidos através da adicdo de tampdes e filtracdo na coluna QlAshredder. Ap6s
passagem por uma nova coluna O DNA foi finalmente eluido num tampéo (cerca de

100ml) e sujeito a quantificacdo (Fig. 15).

Material macerado

Disrupgdo mecanica,
lise 2 precipitagdo

Centrifugagdo
atraves da coluna
OlAshredder

Adic3o de etanol 2
ligaggo do DNA 2
membrana

Limpeza do DA

Eluigdo

g 4 axd 9 omd 9 amd - b —

DNA pronto para ser utilizado

Figura 15: Esquema de extraccdo de DNA, segundo o protocolo de DNeasy® Plant Mini Kit
(adaptado de Qiagen).

2.5.2. Quantificacéo de DNA

Numa fase inicial procedeu-se & confirmagdo da existéncia de DNA nas
amostras através de uma separacdo electroforética num gel de agarose (Bioron) a 1%

com GelRed (5 pul/100 ml; Biotium) incorporado, durante uma hora a 80 volts, numa
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tina Biorad Mini-Sub Cell GT. Tendo-se feito a quantificagdo comparando as bandas
obtidas com o marcador de DNA HyperLadder-11 (Bioline). No entanto, desta forma
apenas se obtém uma estimativa da concentragdo de DNA existente nas amostras,
tendo-se recorrido a espectrofotometria (ND-1000, NanoDrop Technologies), também

com o intuito de saber se as amostras tinham um nivel de pureza aceitavel.

2.5.3. Protocolo de RAPDs

Para este trabalho foram utilizados vinte primers decameros, os que compdem o
kit C (Operon Technologies) (Tabela 6), sendo considerados bons marcadores genéticos

para fazer distingdes entre cultivares (Gemas, 2004).

Tabela 6: Sequéncia no sentido 5’-3" dos 20 primers do Kit C.

Primer Sequencia 5'-3’ Primer Sequencia 5'-3’
OPC-1 TTCGAGCCAG OPC-11 AAAGCTGCGG
OPC-2 GTGAGGCGTC OPC-12 TGTCATCCCC
OPC-3 GGGGGTCTTT OPC-13 AAGCCTCGTC
OPC-4 CCGCATCTAC OPC-14 TGCGTGCTTG
OPC-5 GATGACCGCC OPC-15 GACGGATCAG
OPC-6 GAACGGACTC OPC-16 CACACTCCAG
OPC-7 GTCCCGACGA OPC-17 TTCCCCCCAG
OPC-8 TGGACCGGTG OPC-18 TGAGTGGGTG
OPC-9 CTCACCGTCC OPC-19 GTTGCCAGCC
OPC-10 TGTCTGGGTG OPC-20 ACTTCGCCAC
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2.5.3.1. Polymerase Chain Reaction

A reacdo de PCR foi preparada de acordo com a o que esta decrito na tabela 7.

Tabela 7: Constituintes da mistura para a reaccédo de PCR (20 pul).

o ] Solucéo Concentracao

Constituintes da mistura )
Stock final (20 pl)

Tampdo (Bioron) 5X 1X
Magnésio (Bioron) 100 mM 2,5 mM
dNTPs (Bioline) 100 mM 0,2 mM
Primer 100 uM 0,2 uM
Taq Polimerase (Bioron) 5U 05U

DNA gendmico
Agua ultrapura estéril

2.5.3.2. Condicdes de amplificagdo

A amplificagdo de DNA foi feita num Termo Ciclador (BioRad),

utilizando as condicBes descritas na tabela 8, tendo sido realizadas duas réplicas para

cada primer.

Tabela 8: Sequéncia de procedimentos da reac¢do de PCR.

Passos T (°C) Tempo

Desnaturagdo inicial 94 5 minutos

Desnaturagéo 94 30 segundos

Annealing 35 45 segundos 35 ciclos
Extensdo 72 90 segundos

Extens&o final 72 10 minutos

Terminus 15 Forever

2.5.3.3. Separacdo e visualizagéo dos produtos de amplificacao

Os produtos resultantes da reac¢do de PCR foram separados por electroforese,

num gel de agarose (Bioron) a 1% com GelRed (5 ul/100 ml; Biotium) incorporado,

utilizando-se o tampdo TBE 1x (Biorad). A electroforese foi corrida a uma voltagem de

90 V durante 10 minutos e depois a 80 V durante 2 horas e 20 minutos, numa tina
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Biorad Mini-Sub Cell GT utilizando 10 ul do produto de PCR para cada amostra, igual
volume do controlo negativo e positivo e 4 pl de um marcador de referéncia
(HyperLadder I1 - Bioline).

No final de cada electroforese, o gel foi observado em UV e a imagem foi
captada no aparelho Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (BioRad), com o software

Image Lab™,

2.5.4. Analise de dados

Quando todas as reaccdes de amplificacdo necessarias estavam realizadas e 0s
seus produtos corridos em gel de electroforese, as respectivas imagens foram analisadas.
Com base nesta informacdo construiu-se uma matriz binaria com a presenca (1) e a
auséncia (0) de bandas polimdrficas, sendo posteriormente feita uma andlise
multivariada, com o auxilio do programa NTSYSpc. v2.02 (Numerical Taxonomy and

Multivariate Analysis System).

Nessa andlise multivariada, foram estimados os coeficientes de similaridade,
utilizando o coeficiente de Dice (Dice, 1945), em que o numero de bandas comuns a
ambos os individuos é dividido pela soma do mesmo com o ndmero total de bandas

presentes num e noutro individuo (Andreia, 2002).

Os valores do coeficiente variaram entre 0 e 1 (quanto mais proximos de 1 forem
os valores dos indices, maior sera a semelhanca entre os individuos). Com estes valores
do coeficiente foi realizada uma analise de conjuntos (“clusters”), utilizando o método
de agrupamento UPGMA (unweight pair-group method using arithmetic averages),
obtendo-se assim um dendrograma. Para testar a confianca dos resultados obtidos no
dendrograma, foi realizado o teste de mantel. Posteriormente, realizou-se uma analise de
componentes principais (APC) com base na matriz binaria de dados das sete variedades

a analisar.
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3. Resultados
3.1. Proliferacédo de meristemas caulinares na oliveira

Nas culturas dos trés clones de plantulas (A, B e C), mantidas em meio base OM
com BA e zeatina (Fig. 16A), estava presente uma grande contaminagdo pelas bactérias
enddgenas, que condicionava o crescimento dos apices repicados para meio fresco,
sendo que os clones com uma contaminacao maior tinham um menor crescimento (Fig.
16B). O clone C foi 0 que apresentou uma maior contaminacgéo, seguida do A e depois
do B.

Figura 16: Micropropagacgdo de plantas de oliveira. A — Culturas iniciais. B- Segmento nodal

apos subcultura.

Com o objectivo de verificar o seu efeito na multiplicacdo alguns constituintes
do meio foram modificados. Assim, utilizaram-se combinacGes de BA e IBA e sacarose
como fonte de carbono. Cinco semanas apés estas modificagOes, as plantulas estavam
com um verde ainda vi¢oso, apesar de terem evidenciado um crescimento menor (Fig.
17A) relativamente a periodos de tempo semelhantes em meio OM com BA e zeatina
(Fig. 17B). Na semana que se seguiu, as plantulas demonstraram uma grande perda de
vigor, havendo um grande nimero de individuos a secarem repentinamente (Fig. 17C).
Foram entdo colocados em meio fresco, voltando a utilizar-se o meio OM com BA e

zeatina.
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Figura 17: Aspectos da propagacdo de oliveira. (A) Plantula do clone B em meio com BA,
zeatina e manitol. (B) Plantula do clone C em meio com BA, IBA e sacarose. (C) Plantula do

clone B, nas mesmas condicGes que (B).

Curiosamente, o clone C, que inicialmente era 0 mais contaminado, por isso
mais dificil de manter, depois de ter estado em meio diferente foi 0 que demonstrou um

aspecto melhor durante mais tempo, seguindo-se o clone B e depois 0 A.

Nos ensaios seguintes foram efectuadas varias subculturas com o objectivo de
manter e multiplicar as plantas. No entanto, 0s ensaios mostraram que ocorria sempre
uma intensa contaminacdo dos explantes apds alguns dias de cultura (7-14 dias),
tornando assim inviavel a realizacdo de ensaios ulteriores com vista a analise do efeito

dos reguladores de crescimento e da fonte de carbono na multiplicacéo.

3.2. Inducéo de embriogénese somatica

Embrides zig6ticos maduros

Nos ensaios de inducdo de ES em embribes zig6ticos maturos, foram utilizados
varios meios, com combinagfes de auxinas e citocininas diferentes, tendo a resposta
sido condicionada pela composi¢do em reguladores de crescimento. Apds cerca de um
més de cultura registaram-se diferencas notorias no que diz respeito a formacao de calo
e ao aspecto que as proliferacGes celulares apresentavam. Assim, alguns explantes
permaneciam ainda verdes e mostravam um forte alongamento. Em algumas zonas

destes explantes eram visiveis pequenos calos (Fig. 18A). Noutros casos, 0s calos
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apresentavam um crescimento acentuado e uma coloracdo acastanhada. A anélise
microscopica dos calos mostrou que havia alguma diferenciacdo celular, pois alguns
deles mostraram a presenca de elementos traqueais (Fig. 18C) juntamente com as
células vacuolizadas tipicas dos calos. Alguns explantes formaram ainda calos com
capacidade de crescimento mais reduzido e que oxidavam muito mais rapidamente (Fig.
18D). A formacdo de raizes adventicias nos calos ocorreu com frequéncia e a analise
citologica destes calos apenas revelou a presenca de células muito alongadas e

vacuolizadas (Fig. 18E).

Figura 18: Resposta dos explantes as condi¢es de cultura. (A) Cultura de embribes zigéticos
do clone 1061 em meio OMb sendo visivel o alongamento e a formagdo de pequenos calos. (B)
Calos obtidos pela cultura de embribes zigéticos do clone 1061 em meio OM;j. (C) Elementos
traqueais presentes num calo do clone 1061 no meio OMf. (D) Resposta dos embribes zigoticos
pertencentes ao clone 2052 em meio OMd. (E) Formacao de raizes adventicias em embrides do
clone 502 cultivados em meio OMh. (F) Células alongadas e vacuolizadas observadas por

esmagamento em carmim acético de uma porg¢éo de calo obtida em OMg, no clone 2052.

A formacéo de estruturas embrionérias, embora anomalas, foi observada quando
se procedeu a cultura de embrides zigdticos, nos seguintes meios: OMg (2,0 mg/l de
NAA, 0,5 mg/l de 2IP e 8% de sacarose) e OMh (5,0 mg/l de NAA, 0,5 mg/l de 2IP e
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8% de sacarose), apds cerca de dois meses de cultura. A maior percentagem de indugéo

foi conseguida no meio OMg com o clone 502 (Fig. 19).

O numero de estruturas embrionarias por explante induzido era, em geral baixo,
sendo 0 mais comum a formagédo de 1-2 embrides por explante. Em casos excepcionais

foram detectados seis ou sete embribes por explante.
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Figura 19: Efeito de diferentes meios de cultura na inducdo de embriogénese somatica em
oliveira. Resultados obtidos apds cerca de dois meses de cultura. Cada valor é a média em
percentagem, e o0 respectivo desvio padrdo, para um numero variavel de réplicas. Nao se

verificaram diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

No que diz respeito a forma como se procedeu a cultura dos explantes, os
resultados indicaram que os melhores resultados foram obtidos com embriBes zigdticos
do clone 502, independentemente dos explantes serem cultivados intactos ou
seccionados. Ainda neste clone, os explantes intactos ou as seccOes cotiledonar e
meristematica (apical caulinar) foram aquelas onde se obtiveram as maiores frequéncias
de indugéo (meio OMg com 100% de inducdo nos explantes intactos). Em todos os

meios testados, a seccdo radicular foi aquela onda a inducéo foi mais reduzida.

Como ja foi referido, as estruturas embrionarias formadas tinham um aspecto

anomalo, normalmente sem a diferenciacdo dos cotilédones (Fig. 20). Este aspecto,
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verificou-se em todos os ES formados, independentemente do meio de cultura em que

se encontravam e do clone a que pertencia o explante.

Figura 20: Aspecto das estruturas embrionarias formadas em diferentes meios de cultura e a
partir de diferentes clones: (A) Seccéo radicular do clone 502 no meio OMa. (B) EZ intacto do
clone 1061 no meio OMg. (C) Seccédo cotiledonar do clone 2052 no meio OMg. (D) Seccdo
cotiledonar do clone 2052 no meio OMh. (E) Seccéo cotiledonar do clone 2052 no meio OMi.

(F) EZ intacto do clone 502 no meio OMg.
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Os embrides somaticos que se formaram, foram transferidos para 0 meio OM
base com 0,5 mg/l de NAA e a mesma concentracdo de 2IP com 4% de sacarose, ndo se
tendo verificado a proliferacdo das estruturas embrionérias tendo ocorrido, pelo

contrario, a desdiferenciacdo dos embrides e consequente formacéo de calo (Fig. 21).

4

Figura 21: Comportamento dos embrides somaticos apds transferéncia para meio OM com 0,5

mg/l de NAA e 2IP. (A) Embrido somatico inicialmente formado na sec¢do meristematica do
clone 502 em meio OMg. (B) Embrido somatico formado num EZ intacto do clone 1061 em
meio OMh.

Embrides zigbticos imaturos

Nos ensaios de inducdo de ES em embrides imaturos ndo se observou uma
discrepéncia tao acentuada no aspecto do calo desenvolvido em funcdo dos diferentes
tratamentos. No meio OM, sem reguladores de crescimento, praticamente ndo ocorreu
formacéo de calo (Fig. 22A) enquanto nos outros meios os calos apresentaram uma

reduzida capacidade de proliferacdo e tendéncia para oxidar (Fig. 22B).

Figura 22: Aspecto dos EZ em cultura no meio OM (A), e OMA (B) ap6s um més em cultura.
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Cerca de dois meses depois do inicio das culturas, estas foram analisadas para

ser determinada a percentagem de indugdo de embriogénese somaética. Esta foi muito

reduzida (Fig. 23), havendo poucos explantes a formarem embrides somaticos e,

naqueles em que este tipo de resposta se verificou, 0 numero nunca foi superior a um.
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Figura 23: Inducdo de embriogénese somatica em embrides zigoticos imaturos cultivados em

diferentes meios. Cada valor é a média em percentagem, e o respectivo desvio padrdo, para um

numero variavel de réplicas. Ndo houve diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Os embrides somaticos formados tinham um aspecto idéntico aos obtidos a partir

dos EZ maduros e, tal como se verificou nesses ensaios, na transferéncia para meio OM

com NAA e 2IP néo se originaram novos embrides, apenas calo (Fig. 24).

Figura 24: Embrido somatico ap6s duas semanas em meio OM com 0,5 mg/l de NAA e 2IP e

4% de sacarose.
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3.3. Ensaios de inducéo de embriogénese polinica

Na analise microscépica dos diferentes tamanhos (Fig. 25), quando utilizado o
carmim acetico, o DAPI e o iodeto de propideo ndo foi possivel ver com clareza o

nucleo, para assim ter a nocao do estado de desenvolvimento do micrésporo.

Anédlises citologicas realizadas com carmim acético com o0 objectivo de
determinar o estado de desenvolvimento do pdlen mostraram que este corante permitia
visualizar o ndcelo do micrdésporo (Fig. 25A), embora por vezes de forma ndo muito
nitida (Fig. 25B). Observacdes com DAPI permitiram também observar por vezes o
nucleo do micrésporo (Fig. 25C) enquanto com iodeto de propideo tal ndo se verificou
(Fig. 25D), pois todo o grdo era corado, aparecendo tudo azul ou vermelho,
respectivamente, havendo apenas um namero muito infimo com o nucleo distinguivel

corado com DAPI.

Figura 25: Graos de pélen corados utilizando diferentes técnicas. (A e B) Micrdsporos corados
com carmim acético. Notar na figura A, a formacdo de duas células semelhantes. (C)
Microésporos corados com DAPI, indicados pelas setas. (D) Micrésporos corados com iodeto de
propideo. (E) Micrdsporo corado com reagente de Schiff.
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Tendo em conta a dificuldade em observar de forma nitida os ndcleos dos
microsporos, procedeu-se também a uma coloracdo com reagente de Schiff. Neste caso,
foi possivel visualizar bem os ndcleos (Fig. 25E), ndo sendo corado o resto do

micrésporo como acontecia com 0S outros corantes.

Nos ensaios de cultura de anteras ndo se observou a formacdo de embrides
polinicos. No entanto, em muitas anteras, verificou-se a formacéo de calo e, em algumas
delas, os calos pareciam surgir do interior das anteras, sugerindo um possivel
envolvimento dos micrésporos/pdlen na sua formacéo (Fig. 26A). Apds cerca de um
més de cultura, das 2100 anteras inoculadas no tamanho 3 (2 mm), 288 apresentaram
formacdo de calo, sendo que apenas 12 poderiam ter origem nos grdos de polen (Fig.
26A). O mesmo numero de anteras inoculadas no tamanho 6 (3 mm), mostrou que 186
formaram calo e, destes, 21 pareciam ter origem no grdo de polen, sendo que 0s
restantes teriam origem em tecidos da antera ou do filete (Fig. 26B). Os calos
apresentavam uma cor amarelada, e as suas células um aspecto arredondado (Fig. 26C)
Isto d&-nos uma percentagem de inducdo reduzida, 13,7% para o tamanho mais pequeno
(3) e 8,9% para o tamanho maior (6). N&do houve formacéo de calo nos meios de OM5c
a OM8c, e nos meios de OMa a OMg e de OMi a OMI.

Apesar de apenas se ter obtido calo, squashes de material em cultura, corados
com o reagente de Schiff, mostraram que em alguns casos havia presenca de grdos de
polen multinucleados, como se verificou em anteras do tamanho mais pequeno, nos
meios OM4a (Fig. 26D) e OM5b.
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Figura 27: Anteras em cultura. (A) Calo (seta) formado numa antera do tamanho 6 no meio
OM2b, com possivel origem gréos de poélen, apés trés semanas em cultura. (B) Calo formado a
partir de tecidos da antera e filete. (C) Aspecto arredondado das células do calo apds coloracéo
pelo reagente de Schiff. (D) Grao de p6len multinucleado corado pelo reagente de Schiff (meio
OM4a apds cerca de més e meio de cultura.

A manutencdo das anteras a baixas temperaturas mostrou que quanto maior o
numero de dias de tratamento menor foi a formacdo de calo. Nos meios com anteras
submetidas a 4°C durante 9 dias, apenas se verificou a formacdo de calos em anteras do

tamanho 3 cultivadas em meio OMh.

As anteras que supostamente apresentavam formacdo de calos com origem
polinica foram transferidas para meios de manutencao oxidando rapidamente ap0s cerca

de 3 semanas.
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3.5. Ensaios com marcadores genéticos
3.5.1. Quantificacdo de DNA

A quantificacdo de DNA foi feita em gel de agarose (Fig. 27A), por comparagédo
com um marcador de concentracdo conhecida (HyperLadder™ 11) (Fig. 27B) do qual
foi adicionado 4 pl no primeiro poco e a mesma quantidade de cada a amostra nos
seguintes (da esquerda para a direita: Cobrangosa — Cb, Cordovil de Serpa — Cd, Galega
vulgar — Gal, Galega Grada Normal — GGN, Galega Grada de Evora — GGE, Galega
Grada de Serpa — GGS e uma Galega X — Gal X).

HL Cb Cd Gal GGN GGE GGS Gal X

il B

il

LR LU

A - ‘ B
Figura 27: (A) Gel de agarose (1%) onde se pode visualizar o0 DNA das diferentes amostras,

(imagem invertida). (B) Ladder com a quantidade de DNA em ng/Banda.

As mesmas amostras foram quantificadas no NanoDrop, tendo-se confirmando a
existéncia de DNA suficiente para realizar as reac¢fes de PCR, sendo que a variedade
Cb era a que apresentava um nivel de pureza menos aceitavel (Tabela 9), tendo sido
necessario proceder a novas extracgdes de DNA até obter um valor préximo do ideal
(1,82).

Tabela 9: Quantificacdo do DNA no NanoDrop.

Amostra Nucledtidos (ng/pl) Grau de pureza (260 ng/280pl)
Cb 15,5 -0,71
Cd 34,1 1,61
Gal 120,1 1,95
GGN 95 1,83
GGE 72,4 1,71
GGS 50,6 1,81
Gal D 30,6 1,61
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3.5.2. Separacdo e visualizacao dos produtos de amplificacdo

Para todos os primers utilizados, o numero total de bandas formado foi de 140,
sendo que dessas, 133 eram polimdrficas. De todos o0s primers em estudo, nenhum deles
apresentou exclusivamente bandas monomorficas. Assim a percentagem de

polimorfismo foi muito elevada.

Tabela 9: Relagédo do nimero de bandas (polimérficas e monomérficas)/primer.

. Bandas Bandas Total de %
Primer g S . .
monoma@rficas polimorficas bandas polimorfismo
OPC1 2 7 9 77,7
OPC2 0 11 11 100
OPC3 0 0 0 0
OPC4 3 3 6 50
OPC5 0 7 7 100
OPC6 1 12 13 92,3
OPC7 0 10 10 100
OPCS8 0 3 3 100
OPC9 0 0 0 0
OPC10 1 11 12 91,7
OPC11 0 3 3 100
OPC12 0 7 7 100
OPC13 0 6 100
OPC14 0 11 11 100
OPC15 0 6 6 100
OPC16 0 6 6 100
OPC17 0 0 0 0
OPC18 0 9 9 100
OPC19 0 7 7 100
OPC20 0 14 14 100
7 133 140 0,95

Existe um elevado nimero de primers que apresentaram 100% de polimorfismo
- OPC14 (Fig. 28A), OPC-2, OPC-5, OPC-7, OPC-8, OPC-11 a OPC-16 e OPC-18 a
OPC-20. No entanto verifica-se também a existéncia de primers cuja taxa de
polimorfismo é mais reduzida, nomeadamente 0 OPC4 com 50% bandas polimérficas
(Fig. 28B). Houve no entanto primers em que néo se verificou qualquer amplificacdo de
DNA, sendo eles 0 OPC3, OPC9 e OPC17.
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Figura 28: Imagem invertida do gel de electroforese. (A) Produto de amplificacdo do primer

OPC14. (B) Produto de amplificacdo do primer OPC4.

3.6. Analise de dados

Tendo por base a analise de todas as bandas (polimérficas e monomorficas), foi
elaborada uma matriz binaria (1,0) compativel com o software NTSYs pc no qual foi
introduzida e analisada. A analise da similaridade genética, foi feita através do

algoritmo de Dice’.

1 .. . 2a
Coeficiente Dice =

2a+b+c
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Foi entdo possivel agrupar as amostras em trés grupos distintos. No grupo |
foram incluidos os cultivares Cobrangosa e a Cordovil com um indice de similaridade
de 60% (Grupo I); 2) no grupo Il Galega vulgar, Galega Grada Normal, Galega Grada
de Serpa e Galega X com um indice de similaridade de 46%; e num ultimo grupo foi

colocada a Galega Grada de Evora (Fig. 29).
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Figura 29: Dendograma obtido através do coeficiente Dice, utilizando o método de

agrupamento UPGMA, para as sete amostras.

A representatividade da andlise dos grupos foi determinada calculando os
valores cofenéticos. Deste modo, comparou-se a matriz dos dados cofenéticos do
coeficiente de Dice com a respectiva matriz de similaridade genética tendo-se obtido um
grau de relacdo entre as duas matrizes, ou seja, uma correlacdo cofenética ou correlacéo
do teste de Mantel (r). O grau de confianga da andlise foi determinado aplicando o teste
de boostrap (1000 repeticbes). O valor de r usa-se como medida de qualidade na
correlagdo da andlise de grupos efectuada, ou seja, permite verificar se o dendrograma
representa de forma correcta a matriz de similaridade original. Para o caso em que a
analise foi feita com base no coeficiente de Dice, o valor de r foi de 0.81132 (isto é para

um nivel de confianga de 81%).
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Foi também efectuada a analise das componentes principais (PCA), a partir da
matriz binaria para as sete variedades analisadas. Nesta representacdo (Fig. 31), os
grupos | e 111 obtido no dendograma encontram-se associados (Grupo A), ja o grupo Il
dividiu-se, ficando a Galega vulgar isolada (Grupo B) e num grupo C as GGN, GGS e
Gal X.

042 *GGN
Grupo C
*=Gal X
0,29
*GGS
Grupo B
N
£ 0,16-
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0,03 «Ch
*GGE
«cd | Grupo A
-0,10
-0,20 -0,05 0,10 0,25 0,40

Dem-1

Figura 31: Representagdo bidimensional da analise das componentes principais, para as
sete variedades analisadas.
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4. Discussao
4.1. Proliferacédo de meristemas caulinares na oliveira

A proliferacdo de meristemas caulinares, como técnica de micropopagacéo,
comecou a ser utilizada na oliveira, nos anos 80, por Rugini (1984), sendo formulada a
composicdo do meio OM, o qual se tem revelado como o mais adequado e 0 que
melhores resultados tem permitido obter (Zacchini, 2004). Esta técnica ja foi utilizada

em muitas variedades de oliveira, inclusive na Galega vulgar (Peixe, 2007).

Os PGRs utilizados, para executar a técnica na oliveira, com melhores resultados
sdo a zeatina e BA, em conjunto (Ali, 2009), havendo no entanto referéncia que esta
ultima ndo é muito eficaz (Therios, 2009). No entanto tém sido feitos estudos com o
intuito de substituir a zeatina, pois esta € muito dispendiosa, apesar de ser a que tem

demonstrado melhores resultados em trabalhos de micropropagacéo (Peixe, 2007).

Nos meios utilizados para a cultura in vitro da oliveira, normalmente o OM, é
utilizado manitol como fonte de carbono, uma vez que este é o aglcar com maior
eficacia nesta espécie (Connor, 2005). Para muitas espécies o manitol é considerado
uma fonte de carbono ndo metabolizavel (Dunwell, 2010). No entanto, na oliveira, tem-
se revelado como mais eficiente que outros, como a sacarose (Therios, 2009). Isto,
apesar de haver cultivares em que € utilizada a sacarose com bons resultados (Farahabi,
2008; Villa, 2010).

No trabalho agora realizado com a Galega vulgar, a combinacdo da BA e IBA e
a utilizacdo da sacarose nao permitiu obter resultados satisfatérios, podendo esta
situacdo ser explicada pela substituicdo brusca nas culturas do manitol pela sacarose
(Jacob, 2011). Esta situacdo podera ser devida a uma utilizacdo mais eficaz do manitol
ou, a um efeito osmotico, visto que a degradacdo da sacarose por autoclavagem pode
originar glucose e frutose, baixando assim o potencial hidrico dos meios. A razéo pela
qual o manitol se tem mostrado tdo eficaz na micropropagacdo da oliveira ndo esta
determinada e estudos mais detalhados necessitam de ser realizados para esclarecer este

aspecto.

Outro factor que condicionou a multiplicacdo dos explantes, foi o aparecimento
de consecutivas contaminagdes, uma vez que tal como muitas lenhosas a oliveira

coexiste com muitas bactérias endogenas (Rugini, 2006), que ndo sdo afectadas pela
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desinfeccdo superficial. Este tipo de contaminagdes sdo muito dificeis de combater. No
entanto, seria também interessante verificar em ensaios futuros que tipos de bactérias

estdo presentes e qual o seu possivel efeito no desenvolvimento da oliveira.

E portanto, necessario proceder a uma optimizacdo dos protocolos de
desinfeccdo inicial dos segmentos nodais aquando do seu estabelecimento, de forma a
diminuir a taxa de contaminacdo em fases posteriores de multiplicacdo. Por outro lado,
é essencial proceder-se a novos ensaios no ambito da compreensdo da resposta da
oliveira a sacarose e perceber as vias que estdo implicadas na utilizacdo dos agucares

pela oliveira.

4.2. Inducdo de embriogénese somatica

Os embrifes somaticos passam pelas mesmas fases de desenvolvimento que 0s
embribes zigoticos (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) e, tal como estes, sdo
estruturas bipolares e possuem o mesmo genotipo da planta mée. A formacdo destes
embrides ocorre normalmente por via indirecta, havendo a passagem pela fase de calo
(Canhoto, 2010), tendo-se verificado este tipo de embriogénese no presente trabalho,

independentemente dos meios testados.

Na oliveira, ndo ha ainda um controlo na inducdo de embriogénese somatica,
uma vez que ndo sdo ainda conhecidas as condicdes técnicas que devem ser aplicadas
nas diferentes etapas efectuadas in vitro e na fase da aclimatizacéo das plantas obtidas.
No entanto, ttém vindo a ser feitos alguns trabalhos com o intuito de estabelecer
protocolos eficazes na aplicacdo deste método de micropopagacao nesta espécie (Jacob,
2011).

A inducdo de embriogénese somatica é influenciada por varios factores, como o
tipo de explante (embrido zigotico, cotilédones, folha, raiz, entre outros), as condi¢oes
de cultura, o genotipo da planta dadora e a composic¢do do meio de cultura. No caso da
oliveira a luz foi considerado por Rugini (1988) um factor importante na embriogénese

somatica, obtendo-se melhores resultados em culturas mantidas no escuro.

Também a idade do explante tem sido também indicada como factor importante

em Varios estudos de indugdo de embriogénese somatica na oliveira. Assim, Rugini
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(1988) verificou que embrides zigoticos maduros sdo muito pouco receptivos aos
estimulos embriogénicos, ao contrério do que acontece com embrides em fases mais
precoces de desenvolvimento. Existem, no entanto, relatos de sucesso de indugéo a
partir de material adulto. Apesar de este ter sido previamente rejuvenescido pela cultura
in vitro (Mencuccini et al., 1990). Trabalhos mais recentes (Rugini e Caricato, 1995)
permitiram desenvolver um método de inducdo de embriogénese ciclica em tecidos
adultos, a partir de material rejuvenescido por micropropagacao (Rugini, 1995; Rugini,
2006). Mais recentemente, foi descrito por Capelo (2010) a inducdo de embriogénese
somatica a partir de material adulto, utilizando peciolos e folhas, sem necessitar de

proceder ao seu rejuvenescimento.

Nos ensaios realizados neste trabalho foram utilizados embrides maduros e
imaturos para a inducdo de embriogénese somatica, sendo que os primeiros deram
origem a uma maior formacdo de embrides soméaticos comparando com o material
imaturo. No caso dos embries maduros foram testadas, NAA e 2IP e duas
concentracdes de sacarose (2,5% e 8%) tendo-se verificada uma maior percentagem de
indugdo para a concentragdo mais elevada de sacarose, mesmo comparando com 0S
outros meios com hormonas diferentes e 2,5% de sacarose. J& para 0S ensaios com
explantes de embrides imaturos, ocorreu inducdo de embriogénese apenas nas
concentracdes de 3 e 8% de sacarose, com um numero de embrides formados similar ao
que se observou com embrifes mais desenvolvidos. Seria interessante testar novos
niveis de osmolaridade em material imaturo, para verificar se este factor é

condicionador na indu¢do de embriogénese somatica.

A variagdo da capacidade de inducdo de embriogénese somatica de acordo com
a idade do explante ndo € igual para todas as lenhosas, havendo diferentes respostas de
acordo com a espécie. Na oliveira ha variedades onde os melhores resultados foram
obtidos utilizando como explantes embrides zig6ticos imaturos (Rugini, 1988),

enquanto noutras foi na utilizacdo de embriBes zigdticos maduros (Trabelsi, 2003).

Para as combinacGes de hormonas utilizadas, os melhores resultados obtidos
foram nos meios com utilizacdo de NAA e 2IP (OMg) para os embries zigoticos
maduros e para os imaturos foram a utilizacdo de IBA (OMB), IBA com 2IP (OMa8) e
NAA com 2IP (OMh8). De notar que tanto para os embrides maduros como para 0S

imaturos s6 houve formacdo de embrides somaticos em meios com as auxinas IBA e
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NAA, tendo ocorrido também uma resposta reduzida com a auxina Picloram em
explantes maduros. A auxina NAA ja foi assinalada como eficaz na inducdo de
embriogénese somatica na oliveira (Rugini, 1988). Ja o IBA foi indicado como inibidor
da inducdo de embriogénese somatica para concentracfes superiores a 0,5 mg/l
utilizando como explantes os cotiledones (Trabelsi, 2003). Neste trabalho a
concentracdo de IBA utilizado foi de 1, 2 e 5 mg/l, mas s6 nas concentracfes mais
baixas se obteve a formacdo de embrides somaticos. Em ensaios futuros seria
importante testar concentracdes mais reduzidas. Nos meios contendo 2,4-D ndo foi
observada a resposta pretendida, situacdo idéntica a que tem sido referida por outros
autores (Rugini, 1988).

Diferentes gend6tipos (1061, 2052 e 502) foram também utilizados nos ensaios de
embriogénese somaética. Apesar de diferencas na resposta, estas ndo se revelaram
significativas. Esta situacdo pode, em parte, ser explicada pela grande variabilidade
observada nos resultados e ao reduzido nimero de explantes de algumas culturas,

devido & ocorréncia frequente de contaminagdes.

Os embriGes somaticos obtidos apresentavam aspecto andmalo, situacdo ja
verificada noutros estudos (Trabelsi, 2003). Estas anomalias, muito comuns na
embriogénese somatica, podem estar relacionadas com a composi¢cdo do meio de
cultura, devendo ser feitos novos ensaios com manipulacdo dos meios de forma a obter
embribes somaticos viaveis e em maior numero. Os meios de inducdo devem também
ser optimizados para que seja possivel um aumento das taxas de inducdo, quer no que
diz respeito aos explantes induzidos quer em relacdo ao nimero de embribes por

explante.

Em alguns meios foi observada a formacéo de raizes adventicias, normalmente
em meios contendo IBA ou NAA, PGRs que sdo vulgarmente utilizadas na inducdo de
enraizamento na oliveira (Ali, 2009). Pode-se verificar, no entanto, que a formacéo
destas estruturas ndo interfere na capacidade do explante desenvolver embrides
somaticos, uma vez foi precisamente em meios onde uma destas hormonas estava

presente que se obteve maior resposta.

Como € sabido, a formacdo de embrides somaticos a partir de explantes
embrionarios ndo assegura a manutencdo das caracteristicas das arvores que formaram

0s embrides. Nessa perspectiva, a obtencao de plantas por embriogénese somatica, seria
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uma extensdo da propagacdo sexuada, pois 0 que se esta a clonar é o embrido e ndo a
planta. No entanto, este tipo de ensaios com material embrionario sdo muito
interessantes para testar as condi¢cBes que podem levar a inducdo de embriogénese,
embora elas possam variar de forma acentuada quando de utiliza outro tipo de material,
por exemplo folhas. Dadas as dificuldades em induzir embriogénese a partir de tecidos
das arvores adultas e o interesse reduzido da inducéo a partir de explantes embrionarios,
uma alternativa interessante poderd passar pela indugdo a partir de material adulto
estabelecido in vitro com ulterior inducdo de embriogénese em segmentos foliares nas
folhas ou noutro tipo de explante. Protocolos deste tipo foram aplicados na inducdo de

embriogénese somatica de tamarilho (Correia, 2011) e de medronheiro (Gomes, 2009).

4.3. Ensaios de inducdo embriogénese polinica

A embriogénese polinica permite a obtencdo de hapldides a partir da cultura de
anteras ou microsporos (Canhoto, 2010). Esta técnica tem aplicagdes muito importantes,
como sejam a producédo de linhas puras (neste caso designados hapléides duplos — HD)
por duplicacdo dos haploides (Kasha & Maluszinsky, 2003; Germana, 2010) ou a
obtencdo de mutantes no estado homozigético (Reed, 2005), muito Uteis para programas
de melhoramento. A semelhanca do que foi referido para a embriogénese somatica, s&o
também varios os factores que podem afectar a resposta das anteras ou do polen a
cultura, tais como o estado fisioldgico da planta dadora, o estado de desenvolvimento do
polen na altura da inoculacdo a parede da antera, o genétipo, a composi¢do do meio e as
condicdes da cultura (Ferrie, 1995; Reinert, 2000; Canhoto, 2010).

Na oliveira ainda ndo foram ainda obtidas plantas hapléides (Jacob, 2011), no
entanto foram ja apresentados protocolos com resultados positivos na obtencdo de proé-

embribes a partir da cultura de micrdsporos (Pintos, 2007).

Como foi ja relatado para outras espécies (Shivanna, 2003) e também para a
oliveira (Pintos, 2007), existe uma correlacdo entre o estado de desenvolvimento do
microsporo e a morfologia floral. Neste trabalho foram cultivadas anteras de acordo
com essa informagéo, sendo inoculados dois tamanhos diferentes de anteras (2 e 3 mm).
No entanto, ndo houve a formacéo de embriBes polinicos, apenas o desenvolvimento de

calo. Assim sendo, para o tamanho de 2 mm, 288 das 2100 anteras cultivadas
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apresentaram formacdo de calo, com apenas 12 a poderem eventualmente ter origem
nos grdos de polen. Uma situacdo semelhante verificou-se para o tamanho 3mm. A
realizacdo de estudos histolégicos ou a cultura de pdlen isolado com vista a

determinacéo da origem dos calos é fundamental em ensaios futuros.

Por esmagamento das anteras e coloracdo com o reagente de Schiff, foram
observados grdos de pdélen aparentemente multinucleados, nhomeadamente em meios
com BA conjugado com NAA, utilizando o agar como agente gelificante, ou 2,4-D,
utilizando o fitagel. Todavia, é necessario proceder a novos ensaios, com vista a
optimizacgao das condicdes de cultura, no que toca a concentracdo das hormonas, agente
gelificante e fonte de carbono, que podem ser factores condicionantes (Shivanna, 2003).
Tem sido observado que altas concentra¢des de sacarose podem ser benéficas ou ndo no
processo de inducdo, dependendo da espécie. No entanto, concentragdes muito elevadas
podem levar a sua degradacdo por autoclavagem e consequente libertacdo de compostos
inibitérios no meio de cultura (Ferrie, 1995; Reinert, 2000; Canhoto, 2010). Uma
possivel resolucdo deste problema seria a utilizacdo de carvao activo (Thomas, 2008).

A inexisténcia da formacdo de embrides polinicos pode ser devido a inadequada
composicdo do meio ou, também pode ser devida a um efeito negativo de substancias
libertadas para o meio de cultura resultantes da degeneracdo dos tecidos da antera,
principalmente na fase de desenvolvimento de embrides polinicos. Os calos que se
desenvolvem a partir dos tecidos das anteras podem também competir com os calos
formados a partir do pélen (Shivanna, 2003). De forma a evitar estes obstaculos seria
importante efectuar novos ensaios de indugdo de embriogénese polinica utilizando a

cultura directa dos micrésporos.

4.4. Ensaios com marcadores genéticos

Os marcadores moleculares, nomeadamente os RAPDs, tém vindo a ser cada vez
mais utilizados na oliveira, principalmente no sentido de promover uma melhor
caracterizagdo das diferentes cultivares existentes, uma vez que esta espécie € um bom
exemplo das limitagbes impostas pela identificagdo com base em marcadores
morfologicos, havendo muitos cultivares que embora sejam os mesmos cultivares estdo

sob uma denominacéo diferente (Gandul-Rojas, 2006).
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Também neste trabalho se tentou clarificar a variabilidade de algumas das
muitas cultivares de oliveira - Cobrancosa, Cordovil de Serpa, Galega vulgar, Galega
Grada Normal, Galega Grada de Evora, Galega Grada de Serpa e uma Galega X.

Ap0s serem obtidos os perfis, em gel de agarose, dos diferentes cultivares com
os primers do kit C foi analisada a presenca/auséncia de polimorfismo e obteve-se uma
taxa de 95% de polimorfismo. Esta elevada taxa coincide com outros trabalhos em que
este valor estd sempre acima do 80% (Belaj, 2004; Martins-Lopes, 2006; Cordeiro,
2008; Sesli, 2009; Sesli, 2010). Esta percentagem pode indicar que as cultivares
analisadas neste trabalho ndo sdo tdo proximas umas das outras como se especula tendo

em conta os nomes que Ihes foram aplicados.

De acordo com os resultados obtidos para a andlise de similaridade, com o
coeficiente Dice, as cultivares foram distribuidas por trés grupos: Grupo | — Cobrancosa
e Cordovil de Serpa, Grupo Il - Galega vulgar, Galega Grada Normal, Galega Grada de
Serpa e a Galega desconhecida, e Grupo 11 - Galega Grada de Evora.

O grupo | ndo esta de acordo com resultados obtidos anteriormente, onde a
Cobrancosa e a Cordovil sdo colocados em grupos diferentes (Belaj, 2001; Martins-
Lopes, 2006) e vem fortalecer a hipdtese de que a Cobrancosa e Cordovil sdo muito
préximas uma da outra. O grupo Il contraria um pouco a ideia que existe relativamente
a GGS, sendo que neste estudo estd muito proxima da Gal e GGN, apesar de noutros
estudos esta se separar do grupo das Galegas (Martins-Lopes, 2006; Figueiredo, 2007).
Ja a Galega Grada de Evora que nestes mesmos trabalhos aparece junto da Gal e da
GGN, aqui aparece mais distante, apresentando uma menor similaridade com as outras
Galegas, podendo ser indicativo de que a sua classificacdo possa estar errada. Estes
resultados sdo suportados por um estudo em que a GGE se separa das outras Galegas
muito antes da GGS (Lopes, 2004).

O teste para medir a qualidade na correlagdo da analise de cluster originou um r
de 0.81132, dando-nos um nivel de confianca de 81%. Este valor remete para uma boa

interpretacdo dos resultados, assim considerada para valores de r entre 0,5 e 0,9.

Relativamente a analise das componentes principais (PCA), a GGE mostrou-se
associada ao grupo da Cb e Cd, podendo mesmo estar mais proxima destas
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comparativamente com as outras Galegas. J& a Gal apareceu isolada das restantes

Galegas, podendo por-se em causa se a GGN, GGS e a Gal X serdo mesmo Galegas.

Os primers utilizados mostraram-se bastante discriminativos, apresentando
polimorfismos acima dos 50%, & excepcao dos primers OPC3, OPC9 e OPC17, onde

ndo se verificou ampliacdo de DNA.

De futuro, é necessario realizar novos ensaios com a introducdo de mais
exemplares por cultivares, de forma a obter-se uma analise mais completa. A utilizagéo
de um maior nimero de primers e de outras técnicas de analise molecular poderédo

também ser interessantes para complementar os dados obtidos.
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5. Conclusbes e perspectivas futuras

A optimizacdo de protocolos para a micropopagacao e melhoramento da oliveira
é urgente, sendo este trabalho um contributo para tal. Assim sendo, no que se refere a
micropopagacéo pela proliferacdo de meristemas axilares, os ensaios efectuados vieram
confirmar o facto de que a substituicdo do manitol, nomeadamente pela sacarose, ndo é
tecnicamente possivel nesta variedade de oliveira, tendo este procedimento levado a
necrose dos segmentos nodais. Da mesma forma concluiu-se que a substituicdo da

zeatina pelo IBA néo é benéfica para este tipo de micropopagacéo.

Nesta espécie, ndo ha ainda muitas certezas sobre qual a idade do explante ideal
para uma eficaz inducéo de embriogénese somatica, havendo autores que defendem ser
0 material em fases mais jovens de desenvolvimento a apresentar melhores resultados,
enquanto outros defendem terem tido sucesso utilizando material em fases mais
avancadas de desenvolvimento sem a necessidade de proceder ao seu prévio
rejuvenescimento. Nos ensaios efectuados, os resultados obtidos corroboram o facto de
ser possivel obter embrifes somaticos a partir de embrides zigéticos maduros, embora
se tenha verificado a presenca de um aspecto anémalo, ainda muito comum na aplicacéo
desta técnica a esta espécie. Relativamente aos PGRs utilizados, pode afirmar-se que o
2,4-D ndo promove a formacdo de embribes zigoticos, ao contrario do IBA e NAA.
Estas Gltimas auxinas podem vir a ser o ponto de partida para novos estudos, sendo
portanto, necessarios novos ensaios para estabelecer quais as concentracGes ideais a
serem utilizadas, de forma a maximizar o seu potencial contributo para 0 sucesso da

aplicacdo da embriogénese somatica na oliveira.

Relativamente ao contributo para o melhoramento da oliveira, através da
obtencdo de haploides pela inducdo de embriogénese polinica, apesar de ndo se terem
formado embrides polinicos, foram visualizados grdos de podlen presumivelmente
multinucleados em culturas de anteras com 2 mm, podendo este resultado ser levado em

conta na escolha do tamanho das anteras em futuros estudos com a mesma finalidade.

Para a analise molecular efectuada nos sete cultivares foi observada uma elevada
taxa de polimorfismo tendo também sido possivel estabelecer trés grupos de acordo
com o seu indice de similaridade: Grupo | — Cobrangosa e Cordovil de Serpa, Grupo Il -
Galega vulgar, Galega Grada Normal, Galega Grada de Serpa e a Galega X e Grupo Il
- Galega Grada de Evora. De acordo com a representagio bi-dimensional da PCA, foi
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possivel isolar a Gal das restantes Galegas e associar a GGE ao grupo da Cb e Cd,
podendo apontar-se que as cultivares GGN, GGS e a Gal X poderem ndo ser mesmo
Galegas e que a GGE seja mais proxima da Cb e Cd do que das restantes Galegas. De
futuro, serdo necessarios mais estudos com outros primers de RAPDs, mais
discriminativos, e também novas técnicas de analise molecular, bem como proceder-se a
uma nova selecdo de novo material vegetal, de forma a despistar classificagOes

morfolodgicas erradas, muito comuns nesta espécie.
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