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Introdugio

Os significativos avangos que tém sofrido as técnicas de propagagdo clonal,
muitas vezes impulsionadas por necessidades de multiplicar rapidamente plantas ob-
tidas por melhoramento genético, tém vindo a permitir aplica-las com éxito a um cada
vez maior niimero de espécies. As razdes e as vantagens da multiplicagio vegetativa
sdo conhecidas de todos, das quais podemos destacar a manutengéo dos clones selec-
cionados quer pelas suas caracteristicas produtivas, quer por resisténcia a doengas, a
possibilidade de propagar plantas que nio produzem sementes viaveis e ainda pelo
facto de permitirem reduzir os periodos de juvenilidade.

A grande maioria, se ndo a totalidade, das arvores produtoras de fruto, sdo de
natureza alogdmica, isto é, de fecundagfio cruzada, pelo que a multiplicag@io vegetativa
¢ a tnica via possivel para assegurar a difusao de material com caracteristicas geneti-
camente seleccionadas, quer sejam porta-enxertos, quer sejam novas variedades ou
cultivares. Também o castanheiro esta incluido neste grupo de espécies vegetais, pelo
que a manutengdo das caracteristicas fenotipicas seleccionadas e a redugio do perio-
do de juvenilidade sdo factores mais do que determinantes para que a propagacdo
desta espécie para a produgdo de fruto seja obrigatoriamente feita por via vegetativa.
Também na produgdo de lenho poderdo advir significativas vantagens na utilizagdo
da multiplicagio vegetativa caso existam programas de selecgéio e melhoramento.

Desde sempre, na Europa, foi utilizado como porta-enxerto das diversas varie-
dades de castanheiro produtor de fruto a propria espécie, a Castanea sativa Miller,
proveniente da germinagio da semente do castanheiro bravo. No entanto, a partir dos
finais do sée. XIX e face ao aparecimento da designada doenga da tinta, provocada
por fungos radiculares do género Phytophtora (P. cinnamomi Rand e P. cambivora
(Petri) Buis) para os quais a C. sativa se mostrou extraordinariamente sensivel, tor-

nou-se necessario utilizar porta-enxertos que mostrassem resisténcia aos referidos
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fungos ja que a luta quimica se revelou muito ineficaz. As primeiras tentativas de
resolver o problema tiveram a ver com a possibilidade de identificar individuos de C.
sativa que pudessem apresentar resisténcia, o que se veio a revelar infrutifero’ . Como
tal, recorreu-se depois a utilizagio das espécies exéticas C. crenata (castanheiro japo-
nés) e C. molissima (castanheiro chinés) como porta-enxertos, uma vez que estas
espécies apresentavam resisténcia 4 doenca. Mas cedo se comegou a verificar uma
certa incompatibilidade nas enxertias com as variedades europeias de castanheiro,
bem como a maior exigéncia edafica destas espécies. Assim, em Portugal, bem como
em Espanha e Franga, iniciou-se uma via promissora de obtengao de porta-enxertos: a
hibridagdo entre a C. safiva com as espécies exéticas, com o objectivo de incorporar
na espécie europeia os genes de resisténcia das espécies exdticas. Deste trabalho. que
em Portugal teve como principal intérprete Columbano Fernandes, durante as déca-
das de 40/60, no extinto Centro de Estudos do Castanheiro, foram obtidos dezenas de
hibridos. No entanto, estes trabalhos sofreram grandes atribulagoes e s6 no inicio da
década de 80 foram retomados por técnicos da Estagdo Nacional de Fruticultura Vieira
Natividade. Nessa altura foi possivel proceder a uma identificagdo e selecgdo dos
hibridos existentes e iniciar campos de testes de compatibilidade para com as princi-
pais variedades nacionais. Estes porta-enxertos foram também distribuidos para Vila
Real, Sergude e Sabugal.

Estando definidos quais os hibridos que poderdo ser utilizados como porta-
_enxertos, dada a sua compatibilidade com as variedades mais interessantes, tornava-
_se entdo indispenséavel recorrer & propagacio vegetativa, a fim de poderem ser multi-
plicados em larga escala. Dos métodos de multiplicagdo de porta-enxertos para as
espécies fruteiras em geral, também para o castanheiro sdo, a mergulhia (amontoa)
e a estacaria. E é aqui que desde logo surgiu um grave estrangulamento na multiplica-
¢do em larga escala. A estacaria, método mais produtivo mostrou-se ineficaz, face a
ineficiéncia dos métodos e condigdes de rizogénese aplicados. S6 por amontoa foi
possivel promover rizogénese, com base na aplicagdo de auxinas e de anilhamento,
mas com valores sempre relativamente baixos (de cada touga ¢ possivel retirar entre
10 a 12 plantas enraizadas). A juntar a este aspecto, também a viabilidade destas

plantas ao fim do primeiro ano €, por vezes, bastante reduzida.

| Recentemente a Universidade de Tras os Montes e Alto Douro referiu possuir um clone de
C. sativa com resisténcia.
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A micropropagacao ou propagacao in vitro

O desenvolvimento de novas técnicas de multiplica¢do de plantas apareceram
no inicio da década de sessenta, associadas aos estudos sobre o controlo € os modelos
de diferenciagdo dos tecidos vegetais bem como na tentativa de eliminag@o de doen-
¢as, em sistemas de cultura artificiais, isto €, onde era possivel controlar os factores
quimicos, nutritivos e fisicos indispenséveis ao desenvolvimento de estruturas vege-
tais. Estes métodos de multiplicagdo vieram a ser chamados de micropropagagdo ou
propagacao in vitro pelo facto de se utilizarem partes vegetativas das plantas de pe-
quenas dimensdes (meristemas, apices e gomos axilares com ou sem caule associado)
que eram colocadas em meios de cultura de composigdo definida (com macro e
micronutrientes, vitaminas, reguladores de crescimento e sacarose) em condigdes de
luz e temperatura controladas. Tudo isto processado em condigdes assépticas.

O processo em si pode ser desenvolvido em cinco fases, com mais ou menos
alteragdes, de acordo com a metodologia de regeneragdo utilizada (rebentamento axi-
lar, rebentamento adventicio ou embriogénese somatica). Estas cinco fases, definidas
por Murashige (1974) e Debergh ¢ Maene (1981) sdo (Fig.1):

Fase 0: Selecgdo da planta mae e preparagdo do explante’ que envolve toda a
fase de manipulagao do material vegetal, desde a recolha até ao estabeleci-
mento in vitro.

Fase 1: Estabelecimento de uma cultura asséptica que inclui o isolamento do
explante e a sua colocagio em condigdes assépticas num meio de cultura
com formulagdo definida.

Fase 2: Multiplicagdo, cujo objectivo é conseguir propagar sem perda de esta-
bilidade genética, no caso da multiplicag@o clonal.

Fase 3: Preparagdo para o crescimento em ambiente natural onde se inclui a
formagdo de um sistema radicular funcional.

Fase 4: Transplante e aclimatizagdo onde se pretende adaptar gradualmente a
planta produzida in vitro as condig¢des de temperatura e humidade naturais

por forma a promover a sua autotrofia.

? Qualquer estrutura vegetal que ¢ utilizada para iniciar um programa de multiplicagdo in
vitro.



Fase | - Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacio

Fase 17 4 - Enraizamento
Aclimatizagio

Crescimente em
{ampo ambicnte natural
Hovitry

Figura 1. Representagdo de um sistema de micropropagagdo por rebentamento axilar. Sdo
referidos os dois sistemas alternativos de enraizamento, in vitro e ex vitro. No segundo caso,
a expressdo e desenvolvimento radicular ocorre em condi¢oes autotrdficas, podendo conside-
rar-se as plantas em pré-aclimatizagdo. A utilizagdo das plantas micropropagadas pode
direccionar-se para a sua colocagdo no campo, para o estabelecimento de novas culturas ou
para a sua utilizagdo como pés-mdes para estacaria. (extraido de Gongalves, 1998)

A micropropagacao no castanheiro

Os primeiros ensaios com castanheiro foram desenvolvidos por Jacquiot (1 950,
1970) a partir do estabelecimento in vitro de tecidos cambiais. As primeiras manifes-
tagdes de organogénese foram observadas por Vieitez ef al. (1978) que conseguiram
obter rizogénese adventicia a partir de calli com origem em tecidos cotiledonares. As
primeiras plantas completas foram obtidas a partir do desenvolvimento do embrido
seminal (Vieitez e Vieitez, 1980a). Os trabalhos que se seguiram permitiram o estabe-
lecimento e multiplicagdo in vitro de varios tipos de explantes provenientes de plantas
com caracteristicas juvenis, tais como gomos axilares (Vieitez & Vieitez, 1980b, 1982:
Chevre et al., 1983) e 4pices caulinares (Rodriguez, 1982).

A utilizagdo de explantes com origem em material de caracteristicas adultas

deparou, com algumas dificuldades, quer no estabelecimento quer na sua multiplica-
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¢do. Os primeiros resultados com algum éxito foram referidos por Biondi et al. em
1981, e por Vieitez et al. em 1983. Esta (iltima equipa utilizou como explantes seg-
mentos nodais e apices caulinares de rebentos axilares de varas de amontoa. Na se-
quéncia deste trabalho, algumas condigdes gerais quanto a formulag@o dos meios de
cultura vieram a ser obtidas, no sentido de permitir tornar a fase de multiplicagao
vidvel, pelo menos, para alguns clones (Vieitez et al., 1986; Gongalves, 1991: Gon-
calves et al., 1993).

Na fase de enraizamento utilizaram-se meios cuja concentragdo em
macronutrientes era normalmente reduzida a metade da sua concentragio (Vieitez et
al., 1983; Vieitez et al., 1986), sendo indispenséavel a utilizagdo de uma auxina em
concentragdes e tempo de aplicagdo que variam segundo a metodologia utilizada
(Vieitez et al., 1983; Gongalves et al., 1994, 1998).

Em relagdo a fase de transplante e aclimatizagdo existe pouca informagao dis-
ponivel. Vieitez et al. (1986) referem valores de sobrevivéncia na ordem dos 35% e
Mullins (1987) refere que para rebentos enraizados in vitro se registaram elevadas
taxas de mortalidade, embora em rebentos com enraizamento in vivo se tivessem ve-
rificado melhores resultados, mas sem qualquer quantificagdo, e tudo com material
juvenil. Em material adulto, Gongalves ef al. (1994) referem taxas de sobrevivéncia
na ordem dos 50% em rebentos com enraizamento in vitro. Com a utilizagdo de siste-
mas de enraizamento ex vitro, Miranda & Fernandez (1992) referem taxas de
enraizamento na ordem dos 90% e com elevada taxa de sobrevivéncia das plantas na
aclimatizagdo. Com idéntica metodologia Gongalves et al., (1998) referem percenta-
gens de enraizamento de 87% com 100% de sucesso na aclimatizagfo, isto em condi-
¢des de laboratorio e muito controladas. Como factores de sucesso referem-se nio s
o bom estado fisioldgico das plantas regeneradas in vitro, a funcionalidade do sistema
radicular e o tipo de substrato utilizado, mas também as condi¢des ambientais, em
particular a humidade e a temperatura.

A investigac@o realizada, em especial, nestas Gltimas duas décadas com esta
espécie e anteriormente referida, definiu, de uma forma mais ou menos eficaz, para
um niimero relativamente elevado de clones, protocolos para a fase de estabelecimen-
to e multiplicagdo que se podem considerar como comercialmente aplicaveis. No en-
tanto, a fase de enraizamento e aclimatizagdo tém permanecido, ainda, como fases

possiveis de sofrerem aperfeigoamento. Neste sentido tornava-se necessario desen-



volver metodologias de enraizamento eficazes e susceptiveis de viabilizar elevadas
taxas de sobrevivéncia na aclimatizagdo, com caracterizagdo de alguns aspectos
morfoldgicos, anatémicos e bioquimicos da fase de enraizamento, bem como avaliar a
influéncia do tipo de sistema radicular formado, in vitro ou ex vitro, na sobrevivéncia e
desempenho fisiologico das microplantas na fase de aclimatizag¢io. Com base nestes re-
sultados seria entdo possivel definir um protocolo de micropropagagao para o castanheiro.

Os resultados obtidos com esta investigagdo, nao s6 no ambito deste projecto,
foram divulgados em vérias publicagdes e que s encontram referidas na bibliografia.
No ambito desta comunicagao iremos abordar o protocolo de micropropagagdo que
foi possivel estabelecer para alguns dos clones que tém vindo a ser utilizados, deven-
do no entanto referir que ele ndo ¢ universal, pois a nossa propria experiéncia nos tem

revelado que continuam a existir clones considerados como recalcitrantes.

Protocolo de micropropagagao

A apresentagdo do protocolo € feita de acordo com a sequéncia de fases defini-
das para um sistema de micropropagagdo de plantas por rebentamento axilar e que

atréas foram referidas.

Fase 0. Selecgio das plantas mde e material vegetal utilizado

Face ao objectivo pretendido, multiplicag@o de porta-enxertos, foram seleccio-
nados varios clones hibridos de C. sativa x C. crenata considerados como resistentes
a doenga da tinta, obtidos no ex-Centro de Estudos do Castanheiro. Estas plantas tém
sido multiplicadas por amontoa. A escolha dos clones tem sido feita com base nos
resultados ja conhecidos das compatibilidades com as diferentes variedades bem como
no seu comportamento vegetativo/produtivo e que foram também objecto de estudo
neste projecto.

O procedimento com melhores resultados consiste na recolha das varas dos
rebentos do ano durante a sua fase de repouso, de Novembro a Janeiro. Cortadas em
estacas de 20/30 cm sio desinfectadas por imersdo em Benlate 2 gl'. Ap6s secagem
sio envolvidas em plastico e colocadas no frio a 4 °C durante 2/3 meses. Apds este
periodo colocam-se as varas em estufa com a base imersa em agua, a 25°C ‘e

fotoperiodo de 16 horas (Fig. 1). Para facilitar e acelerar o processo de abrolhamento
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dos gomos dormentes as varas podem ser pulverizadas com uma solugdo de

benzilaminopurina 100 mgl".

Fase 1. Estabelecimento de uma cultura asséptica

Apds 4 semanas os rebentos axilares atingem uma dimensao de 4 a 6 cm, sendo
entdo destacados da estaca, retiradas as suas folhas e bracteas e colocados em dgua
corrente durante um tempo minimo de 10 minutos. Antes de se iniciar o processo de
desinfecgdo sdo parafinadas as bases dos rebentos a fim de evitar a absorgao das
substancias desinfectantes. A desinfec¢do inicia-se por uma passagem por alcool a
70% durante 30 s, seguida da imersdo dos rebentos numa solugdo de hipoclorito de
sodio a 1:3 (v:v) (lixivia comercial com 5% de cloro activo e detergente incorporado)
durante 10 minutos. De seguida efectuam-se trés passagens sucessivas por dgua des-
tilada e esterilizada, a fim de remover o agente desinfectante, permanecendo os re-
bentos na quarta agua.

Os explantes primarios sdo os apices e gomos nodais (com 8 a 10 mm) dos
rebentos que apds seccionamento sdo mantidos, durante 15 minutos, numa solugdo de
100 mgl"! de 4cido citrico com 150 mgl' de acido ascorbico. O estabelecimento in
vitro é feito pela colocagao do explante assim tratado em tubo de ensaio no meio
nutritivo que tem por base a formulagdo de Murashige e Skoog (1962) com 0,5 mgl']
de BAP (Fig. 2).

Com este procedimento temos obtido taxas de viabilidade na ordem dos 70 a

80% com um n#o significativo nimero de inviaveis.

Fase 2. Multiplicagdo

Os explantes primérios vidveis da fase de estabelecimento entram depois na
fase de multiplicagdo com repicagens sucessivas de 4 em 4 semanas. Os explantes
secundarios continuam a ser apices e segmentos nodais com um minimo de 2 gomos
axilares provenientes da proliferagio e alongamento dos rebentos axilares ja diferen-
ciados in vitro. Importante nesta fase é a formulag@o nutritiva utilizada e que tem por
base os macronutrientes de Greshoff e Doy (1972) ou de Heller modificado
(macronutrientes de Heller x 1,25) com os micronutrientes de MS e com 0,2 mgl'l de
BAP. Com estas formulagdes obtém-se taxas de multiplicagdo entre 2e 4 eentre 4 € 6

explantes secundarios de multiplicagdo para os clones com melhor capacidade de
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regeneragdo (Fig. 3). Para termos ideia do valor prético destes valores podemos dizer
que se partirmos de algumas dezenas de explantes primarios estabelecidos podere-
mos, ao fim de alguns meses de multiplica¢ao, obter milhares de rebentos.

Q iiltimo subcultivo de multiplicagdo, também por vezes designado de alonga-
mento, é feito no meio de cultura que tem por base os macro e micronutrientes de
Murashige e Skoog com 0,1 ou 0,2 mgl'l de BAP. Com esta formulagdo nutritiva
obtém-se rebentos com maior vigor fisiologico, comparativamente com a formulagao
de multiplicagdo que tem por base os macronutrientes de Greshoff e Doy ou de Heller
modificado.

Fase 3. Enraizamento
Para o enraizamento utilizam-se os rebentos com alongamento superior a 4 cm
20s quais se retiram as folhas basais e se decapitam'. A fase de enraizamento desen-
volve-se em duas sub-fases: a fase de indugdo e a fase de expressdo. A fase de indugio
exige o contacto dos rebentos com uma auxina, a que se mostrou mais eficaz para a
maioria dos gendtipos foi o acido indol butirico (AIB). A sua aplicagdo pode ser feita,
de acordo com os gendtipos, pelas seguintes formas:
i) imersdo dos rebentos numa solugdo concentrada de AIB a 1 gl durante 30 a
60s (Fig. 4):
i) colocagdo dos rebentos num meio de cultura® com 25 ou 50 mgl"' de AIB du-
rante 48 ou 24 horas respectivamente (Fig. 5).
Qualquer das metodologias € executada em condigdes ndo assépticas pelo que
a facilidade e rapidez de execugio sdo elevadas diminuindo significativamente o0s
custos. De qualquer forma, sendo viavel, o primeiro método €, sem davida, o de

menores custos.

3 A decapitagdo do apice ¢é feita para evitar o aparecimento da necrose apical, uma desordem
fisiolégica ao nivel do apice e que se traduz pela morte deste bem como do proprio rebento
no seu todo. Esta operagio, onerosa sob o ponto de vista de mao de obra, pode ser facil e
rapidamente executada se o procedimento de enraizamento for feito ja em condi¢des ndo

assépticas.

“ Com macronutrientes de MS reduzidos a "2 e os nitratos a Ya.
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A fase de expressdo, periodo durante o qual se assiste ao desenvolvimento das
raizes que vao sendo diferenciadas, ¢ executado ja em condigdes muito proximas das
condigdes naturais. A metodologia que desenvolvemos consiste na colocagdo dos re-
bentos numa mistura de turfa e perlite (1:2, v:v) humedecida a 70% da sua capacidade
de reten¢fo com uma mistura nutritiva de macronutrientes de Murashige e Skoog redu-
zidos a metade da sua concentragdo e o nitratos a um quarto. Os contentores utilizados
consistem em caixas de poliestireno expandido (vulgar esferovite) de 60x40x20 cm,
onde ¢ possivel colocar 70 rebentos (Fig. 6). As caixas sdo tapadas com uma tampa de
plastico acrilico alveolar transparente e colocadas durante 4 semanas sob condigoes de
luz com fotoperiodo de 16 horas e uma intensidade na ordem dos 150 pmol m?s™'. As
plantas sdo pulverizadas com agua diariamente e fertilizadas semanalmente.

Com estas metodologias, e dependendo dos clones, obtemos percentagens de

enraizamento na ordem dos 85%10%.

Fase 4. Aclimatizacio

No final das quatro semanas as microplantas apresentam um sistema radicular
com uma morfologia e anatomia em tudo normal (Fig. 7) e idéntico aos sistemas
radiculares desenvolvidos por estacas convencionais. Apesar da fase de enraizamento
ter decorrido ja em condigdes de autotrofia, o desempenho fotossintético e de contro-
lo de perdas de 4dgua destas plantas é incipiente, uma vez que as folhas que possuem
sd0 ainda as folhas desenvolvidas em condigdes artificiais in vitro.

Neste contexto a fase de aclimatizagdo, que consiste em preparar as plantas
para crescerem e se desenvolverem em condigdes ambientais naturais, exige um con-
trolo em dois factores importantes: a humidade e a luz. Assim, as plantas enraizadas
sdo entdo repicadas para sacos plasticos com volume de 1000 cm?, cheios de terra e
colocadas em taneis de aclimatizagio com controlo de humidade (Fig. 8) que de um
valor na ordem dos 95% vai sendo gradualmente reduzida durante 4 semanas até
humidade ambiente (+50%). As percentagens de sobrevivéncia sdo superiores a 80%.
Apos este periodo (Fig. 9), as plantas podem entfo ser transferidas para uma bancada
de estufa convencional, com rega por micro-aspersdo, onde se mantém em cresci-
mento até ao inicio do periodo de repouso vegetativo apés o que sdo transferidas para
0 exterior para ai entrarem em dorméncia (Fig. 10). Nesse Inverno poderéo ser insta-

ladas no seu local definitivo.



Termina-se assim este ciclo de multiplicagdo de plantas que, no caso do
castanheiro, permite j4 uma significativa rentabilidade do processo para alguns dos
gendtipos considerados interessantes.

No ambito deste projecto, o objectivo de micropropagar estes hibridos néo
foi o de fornecer directamente estas plantas aos produtores, pois essa tarefa, no nosso
entender, ndo cabe a uma instituigio de ensino e investigagdo, mas sim a iniciativa
privada, mas foi o de produzir plantas para constituir um campo de pés-mée que
possa vir a ser utilizado para obtengdo de material vegetativo para enraizamento por
estacas, método muito mais acessivel e econdmico de obtengao de plantas compara-
tivamente com os que acabdmos de descrever. Diversos estudos em diversas espéci-
es, inclusive castanheiro, tém demonstrado que estas plantas micropropagadas apre-
sentam caracteristicas mais juvenis, o que, como € sabido, é um factor determinante
na capacidade de rizogénese.

Esse campo de pés-mie é, ja hoje, uma realidade na Colonia Agricola de
Martim-Rei, Sabugal, propriedade da Direc¢éio Regional de Agricultura da Beira In-
terior (Fig. 11). Embora ainda nio completo, vai ser possivel ainda este ano estabele-
cer os primeiros ensaios de enraizamento por estacas por forma a verificarmos a via-
bilidade futura de obtengo de plantas por este método com o objectivo de poderem
ser distribuidas aos produtores.

Fora dos objectivos tragados neste projecto, mas face a inexisténcia de infor-
magdes sobre o comportamento de variedades regionais de castanha enxertadas em
clones hibridos de castanheiro micropropagados. estd também a ser instalado na Co-
lénia Agricola de Martim-Rei, um campo de demonstracdo utilizando dois dos porta-

-enxertos micropropagados e quatro dessas variedades regionais.
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Fig. 1. Aspecto das varas de amontoa no inicio do abrolhamento.
Fig. 2. Explante primario apos duas de belecimento em meio de cultura.

Fig. 3. Rebentos regenerados na fase de multiplicagdo e alongamento.
Fig. 4. Rebentos na fase de indugdo de raizes por imersdo em AIB.

Fig. 5. Rebentos na fase de indugdo de raizes por AIB no meio de cultura.
Fig. 6. Fase de expressdo e desenvolvimento radicular ex vitro.
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Fig. 7. Aspecto da morfologia radicular dos rebentos apés rizogénese ex vitro
Fig. 8. Microplantas no tinel de aclimatizagao.

Fig. 9. Aspecto de uma microplanta no final da fase de aclimatizagdo.
Fig. 10. Plantas micropropagadas no periodo de repouso vegetativo.

Fig. 11. Vista geral do campo de pés-mae de plantas micropropagadas.
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