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RESUMO

As técnicas de cultura in vitro tém contribuido para a optimizacdo de protocolos de
propagacdo do genero Juglans. Neste trabalho foi testada a técnica de microenxertia de
J. regia em hibrido ‘Paradox’. Foi efectuado o enraizamento ex vitro em simultaneo com
a enxertia. Foi avaliada a influéncia da presenca de folhas no enxerto e no porta-enxerto
na taxa de sucesso da técnica, assim como o despiste de Cherry leaf roll virus. Verificou-
se que a presenca de folhas foi um requisito obrigatorio para o sucesso da enxertia e do
enraizamento. A enxertia apresentou uma taxa meédia de sucesso de 84,6 % e a taxa de
aclimatizacdo aos 60 dias foi 86,4 %. Detectaram-se amostras suspeitas de serem
positivas para a presenca de Cherry leaf roll virus. A técnica de microenxertia apresentada
mostrou-se vidvel tecnicamente e eventualmente com condi¢cdes de competir com as

técnicas tradicionais de enxertia em viveiro.
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ABSTRACT

Trials about walnut (Juglans regia L.) micrografting.

In vitro culture techniques have contributed to the optimization of propagation
protocols of the genus Juglans. Here the micrografting technique was tested with J. regia
grafted in a 'Paradox’ hybrid. Rooting ex vitro was performed simultaneously with
grafting. The influence of the presence of leaves on the graft and rootstock on the success
rate of the technique was evaluated, as well as the screening of Cherry leaf roll virus. It
was found that the presence of leaves, in the graft or in the rootstock, or in both, was a
mandatory requirement for the grafting success. The grafting success presented a final
global average of 84.6% and the acclimatization rate at 60 days was 86.4%. Samples
putatively positive for the presence of Cherry leaf roll virus were detected. The
micrografting technique here presented seems to be technically feasible and maybe able
to compete with the traditional techniques of nursery grafting.

Keywords: ‘Chandler’, CLRV, In vitro culture, ‘Paradox’, Propagation
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1. INTRODUCAO E OBJECTIVOS

A cultura da nogueira-europeia (Juglans regia L.) tem suscitado interesse nos ultimos
anos em Portugal, sobretudo no sul do pais, no perimetro de rega associado ao
Empreendimento de Fins Multiplos de Alqueva (EDIA, 2019).

No entanto, a expectativa criada a instalacdo de novos pomares, tem estado a ser
condicionada pela baixa disponibilidade de plantas no sector viveirista, associada aos
precos altos de venda. Em 2018, em Portugal, o preco médio de venda de nogueiras dos
viveiristas aos agricultores, foi de 10,12 euros, o valor mais elevado de todas as fruteiras
consideradas no inquérito a venda de arvores de fruto e oliveiras (INE,2018).

A espécie, dificil de multiplicar por estacaria convencional, obriga a utilizacdo de
porta-enxertos, em muitos casos de origem seminal, que, devido ao facto de a espécie ser
heterozigotica, ddo origem a populacdes heterogéneas, factor que se reflecte
posteriormente na heterogeneidade dos pomares obtidos. Assim, desde os anos 80 que
tem sido desenvolvida investigacdo sobre a possibilidade de utilizar técnicas de cultura
in vitro, como forma de obtencdo de plantas clonais. Trabalhos nesse sentido foram
desenvolvidos nos Estados Unidos (Driver & Kuniyuji, 1984; Leslie & McGranahan,
1992), Franca (Jay-Allemand et al., 1992), Espanha (Lopez, 1999; Moreno et al., 2012),
Chile (Leal et al., 2007), Irdo (Vahdati et al., 2009) e mais recentemente em Portugal
(Carlos, 2014; Peixe et al., 2015). Daqui resultou o desenvolvimento de protocolos mais
ou menos optimizados, para a producdo in vitro de plantas, sobretudo porta-enxertos.

A multiplicacdo vegetativa de porta-enxertos permite a obtencdo de arvores com maior
uniformidade, sem as desvantagens associadas a variabilidade de plantas de origem
seminal. Mas, se a optimizag&o dos protocolos de cultura in vitro permite a multiplicagéo
clonal dos porta-enxertos, os métodos de enxertia ainda estdo muito dependentes de
técnicas tradicionais. Os processos de enxertia em viveiro e no local definitivo tém
associadas varias condicionantes. As falhas no pegamento do enxerto, 0 tempo de
obtencdo da planta enxertada, a baixa disponibilidade de mao-de-obra qualificada e a
elevada dependéncia das condigdes ambientais, sdo algumas delas.

Do atras referido se compreende que, para aumentar 0 sucesso dos processos de
propagacao da nogueira, é importante melhorar a eficiéncia das técnicas de enxertia. Na
continuidade do trabalho de Carlos (2014), e Peixe et al. (2015), na micropropagagéo in
vitro do genero Juglans, foi objectivo deste trabalho ensaiar a possibilidade de a enxertia
ser efectuada em condicbes de ambiente controlado e numa fase precoce do

desenvolvimento das plantas (microenxertia).



Nos ensaios, foi utilizado como enxerto a J. regia cv. ‘Chandler’ e como porta-enxerto
o hibrido ‘Paradox’ (Juglans regia x Juglans hindsii) cl. ‘Vlach’, ambos provenientes de
plantas produzidas in vitro, tendo-se efectuado uma enxertia de fenda cheia de incrustagéo
de topo.

Os ensaios foram delineados de modo a avaliar a influéncia da presenca de folhas nos
dois biontes (enxerto e porta-enxerto), na taxa de sucesso da técnica. Para identificar a
qualidade do material produzido, foi também efectuado o despiste de Cherry leaf roll
virus (CLRV).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A Cultura da Nogueira no Mundo e em Portugal
2.1.1. Enquadramento da produc¢éo no mundo

A nogueira-europeia (Juglans regia L.) é cultivada em diferentes regides do mundo
com o objectivo de producdo de fruto e madeira. Actualmente é cultivada no hemisfério
Norte em paises como os Estados Unidos da América (EUA), China, Irdo, Turquia,
Ucrania, Roménia ou Franca, entre as latitudes 30 a 55° e no hemisfério Sul, na Argentina,
Chile, Africa do Sul, Austréalia e Nova Zelandia, entre as latitudes 30 e 40° (Pou, 2012;
Vahdati et al., 2019).

As estatisticas de producdo mais recentes indicam uma produgdo mundial de noz de 2
123 487 toneladas, seguindo uma tendéncia crescente nos ultimos dez anos,
acompanhando o dinamismo do sector dos frutos secos no comércio internacional
(FAS/USDA, 2019; Nutfruit.org, 2020). Em percentagem da producdo total, em 2019, a
China representou 47 %, os EUA 26,9%, o Chile 7,5%, a Uni&o Europeia (UE) 5,8%, a
Ucrania 5,6 % e a Turquia 3% (Tabela 1).

A producéo da Peninsula Ibérica é residual no contexto mundial, Portugal e Espanha

representam respectivamente, 0,22 e 0,88 % do total no mundo (Tabelal).

Tabela 1. Estatisticas de producdo dos principais produtores mundiais e de Portugal e Espanha (INE, 2019;
MAPA, 2020; FAS/USDA, 2019).

Origem Producéo (t) e % da producdo mundial
China 1 000 000 (47%)

Estados Unidos 571 527 (26,9%)

Chile 160 000 (7,5%)

Unido Europeia 125 000 (5,8%)

Ucrénia 120 960 (5,6%)

Turquia 65 000 (3%)

Espanha (Mapa 2020) 17 542 (0,82%))

Portugal (INE,2019) 4734 (0,22%)

Mundo 2 123 487 (100%)

Em 2018 os EUA eram o maior exportador, representando mais de 50 % das

exportacBes mundiais. O Chile é o segundo maior exportador, sendo a maior parte da



producdo (mais de 90%) destinada a UE e Turquia. O Chile apresenta a maior taxa de
crescimento das exportagdes a nivel mundial (141%), relativamente ao periodo de
referéncia dos ultimos dez anos. Pelo contrério, a China, apesar de ser o maior produtor,
tem um papel secundario nas trocas internacionais, pois a maior parte da producéo, cerca

de 90%, é para consumo interno (nutfruit.org, 2020).

2.1.2. Evolucdo da area e da producéo em Portugal

A producéo nacional de noz ronda actualmente as 4 mil toneladas, numa area que tem
vindo a crescer gradualmente nos ultimos anos, de 2 698 ha em 2010 aumentou para
3 839 ha em 2018 (INE, 2013, 2019) (Tabela 2). A producdo portuguesa tem uma
contribuicdo bastante modesta no contexto europeu (inferior a 4%) e mundial (inferior a
0,3%) conforme os dados da Tabela 1. O aumento de area ainda ndo se reflecte na
produtividade mais recente, que se presume ser reflexo das novas areas plantadas ainda

ndo terem entrado em plena produgao (Tabela 2).

Tabela 2. Area, producéo e produtividade da nogueira em Portugal (INE, 2013, 2017, 2019).

Ano Area (ha) Producéo (t) Produtividade (t/ha)
2010 2698 3350 1,24
2011 2698 3730 1,38
2012 2847 4216 1,48
2013 2922 4609 1,58
2014 2946 4132 1,40
2015 3287 4062 1,24
2016 3315 4315 1,30
2017 3537 4585 1,30
2018* 3839 4734 1,23

*Dados provisorios

As principais areas de produgéo localizam-se no Alentejo com 1507 ha e no Norte com
1305 ha. Estes dados comprovam que o Alentejo é a regido com maior expansdo da
cultura e que apresenta a maior area de nogueiras no pais (39,2%) (Tabela 3). H4 uma
subida ligeira da produtividade no pais no periodo entre 2008 e 2018, no entanto, na
regido do Alentejo, esse aumento ainda ndo se tinha verificado, porque muitos dos novos

pomares ainda ndo se encontravam em producdo. Em 2019, foram inscritos 969 novos
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hectares de area de nogueiras nos perimetros de rega de Alqueva (EDIA, 2019). Uma das
razBes deste aumento € a disponibilidade de novas areas de regadio, associadas a apoios
comunitarios, que se reflecte na reconversdo de areas de culturas anuais, menos rentaveis,

para areas com culturas perenes para a producéo de frutos secos (Almeida, 2017).

Tabela 3. Comparacdo da area, producéo e produtividade da nogueira em 2008 e 2018 por NUTS II (INE,
2009,2019).

Area (ha) Producéo (t) Produtividade (t/ha)

NUTSII
2008 2018 2008 2018 2008 2018
Continente 3158 3839 3752 4734 1,18 1,23
Norte 1624 1305 1398 1224 0,86 0,93
Centro 846 892 937 948 1,10 1,06
Area Met. Lishoa 81 22 105 31 1,29 1,40
Alentejo 536 1507 1153 2257 2,15 1,49
Algarve 71 112 159 273 2,23 2,43

Em 2005, no plano intervencdo para a zona de Alqueva, foi indicada a existéncia de
uma area potencial para a instalacdo de nogueiras, baseada em critérios relacionados com
factores edéaficos: solos com espessura superior a 0,45 m, textura mediana a pesada, pH
entre 6,5 a 8, com boa drenagem e baixa salinidade (sir.dgadr.gov.pt, 2005). Estas
caracteristicas encontram-se sobretudo em solos, que na classificacdo portuguesa estdo
classificados como aluviossolos, calcéarios, mediterraneos pardos e vermelhos ou
amarelos e ainda os barros. Verifica-se que, apesar da area potencial indicada para
nogueira em 2005 ser cerca de 117 000 ha, em 2018 existiam em todo o Alentejo 1507
ha (Tabela 3) isto é, 1,3 % da area potencial. Na actualidade, as areas plantadas estdo
abaixo das espectativas criadas a época. Verifica-se entdo, que a expansdo da area de
nogueira tem sido gradual, sendo que alguns dos motivos que contribuem para a expansédo
lenta da cultura, sdo a pouca disponibilidade de plantas no mercado, os elevados tempos
entre a encomenda do cliente e a entrega das plantas pelos viveiristas e os custos altos
associados a producdo de plantas enxertadas.

A maior parte dos pomares em Portugal sdo ainda constituidos por arvores cujos porta-
enxertos sdo de origem seminal, com enxertias efectuadas em viveiro, ou ja em local

definitivo. A obtengédo de porta-enxertos clonais por cultura in vitro no mundo e em



Portugal (Carlos, 2014) permitiram novas possibilidades para substituir a utilizacdo de
material de origem seminal para a enxertia de cultivares californianas como é o caso da
cv.‘Chandler’.

Na campanha de 2017/2018, foram vendidas em Portugal 21 874 nogueiras, das quais
9 358 no Norte, 7 423 no Centro e 4 240 no Alentejo e a importacao de apenas 330 plantas
(INE, 2019). Estes valores de venda, insuficientes para garantir as necessidades das
planta¢Bes dos Ultimos anos, indicam a possibilidade de existirem dados insuficientes das

declarages de producdo e comercializagdo do sector viveirista.

2.2. Juglans regia L. — Origem, Classificacdo Taxondmica e Caracterizacio Botanica
2.2.1. Centro de origem

O centro de origem localiza-se na Asia Central, abrangendo a provincia de Xinjiang
na China até ao Caucaso. A cultura da nogueira tem estado associada a civilizacbes
euroasiaticas desde a idade do Bronze. Foram identificadas trés regiGes como os primeiros
locais de domesticagdo da espécie, o préximo Oriente, no Sul da Arménia, (6230 — 5790
AC), a Asia central, no vale de Caxemira no Paquistdo (5149 AC), e a China, na bacia do
rio Amarelo (7300 AC). As grandes vias de comunicagdo asidticas como a estrada real
persa e a rota da seda, permitiram o comércio e dispersdo da cultura interligando a China
e a India a bacia do Mediterraneo (Pollegioni et al., 2015).

2.2.2. Classificacdo taxonémica

As nogueiras sdo plantas lenhosas da classe das dicotiledoneas, pertencem a ordem das
Fagales, da familia Juglandaceae, que inclui cerca de cinquenta espécies divididas em
onze géneros. Destaca-se o genero Juglans, que inclui mais de vinte espécies originarias
da América e Eurédsia integrando-se em trés grupos com quatro sec¢des. O grupo das
nogueiras cinzentas abrange as secc¢Ges Trachycaryon, Cardiocaryon, o grupo das
nogueiras negras inclui a sec¢do Rhysocaryon e o grupo das nogueiras brancas abrange a
seccdo Dioscaryon a qual pertence a espécie J. regia de origem euroasiatica. Todas as
espécies do género Juglans sdo diploides com 2n=2x =32 cromossomas, sendo que a

maioria apresenta a possibilidade de hibridar entre si (Pou, 2012; Bernard et al., 2018).

2.2.3. Caracterizacéo botanica
A espécie J. regia é considerada autocompativel sendo todas as cultivares

intercompativeis. E uma planta mondica, sendo que as inflorescéncias masculinas, 0s
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amentilhos, formam-se nos ramos com um ano de idade, aparecendo geralmente em
posicdo axilar. As flores femininas, solitarias ou reunidas em grupos até cinco, surgem
nos raminhos do ano (Ramos & Valério, 2017).

A polinizacdo da espécie ¢ anemdfila e de um modo geral apresenta dicogamia
(desfasamento temporal da floracdo masculina e feminina), que pode ocorrer de dois
modos, conforme as cultivares. Se a floragdo masculina surge antes da feminina,
classifica-se protandria, no caso contrario, denomina-se protoginia (Pou, 2012; Ramos &
Valério, 2017). A dicogamia é do ponto de vista da producdo comercial uma
desvantagem, uma vez que implica a utilizacdo de cultivares polinizadoras, com datas de
floragdo masculina coincidentes com as datas da floragdo feminina das cultivares de
producao.

Existem dois habitos de frutificacdo. O primeiro é o tipo apical ou subapical com a
frutificacdo localizada na posicdo terminal dos ramos. No segundo caso, a frutificacéo
ocorre ao longo do ramo em posicéao lateral (Ramos & Valério, 2017). O primeiro é o
mais vulgar, caracteristico das cultivares tradicionais euroasiaticas, o segundo é mais raro,
mas mais interessante do ponto de vista da producdo. O habito de frutificacdo lateral é
uma das caracteristicas de interesse mais importantes utilizadas nos programas de
melhoramento das cultivares da Califérnia, uma vez que tem influéncia directa na
produtividade (Tulecke & McGranahan, 1994; Bernard et al., 2018).

2.3. Cultivares e Melhoramento

As actuais cultivares de J.regia com o objectivo de producdo de fruto, séo resultantes
de quatro grandes fases de trabalhos de melhoramento em diferentes locais do mundo.
Vadhati et al. (2019) apresentam-nas temporalmente nas seguintes sequéncias; 1700—
1948, 1948-1979, 1979-2009 e de 2009 até a actualidade.

O primeiro periodo iniciou-se em Franga com o desenvolvimento de técnicas de
enxertia e seleccao de cultivares como a ‘Franquette’, ‘Mayette’, ‘Crone’, ‘Grandjean’ ou
a ‘Parisienne’. O melhoramento na California iniciou-se com a introducéo das cultivares
francesas e de germoplasma importado dos centros de origem como 0 Irdo e o
Afeganistdo. Destaca-se o trabalho de Felix Gillet e Josef Sexton. Nesta época surgem as
cvs. ‘Eureka’, ‘Waterloo’, ‘Poe’ e ‘Hartley’ (Vadhati et al., 2019).

George Payne, um agricultor californiano, descobriu no seu pomar uma arvore com
caracteristicas de elevada produtividade associada a habitos de frutificacéo lateral, a partir

dai foi seleccionada a cv.‘Payne’, que durante o século XX se tornou a base do
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melhoramento da nogueira da Universidade da California em Davis (Tulecke &
McGranahan, 1994).

Os principais objectivos desta 12 fase eram melhorar caracteristicas associadas ao
calibre, rendimento de miolo, e obtencéo de casca fina.

O segundo periodo na California esta relacionado com o trabalho de Serr e Forde entre
1948 e 1979, com a utilizagdo em cruzamentos das cultivares francesas com germoplasma
de material recolhido nos centros de origem na Asia Central. Os principais objectivos
desta fase foram a obtencdo de caracteristicas associadas ao abrolhamento tardio,
frutificacdo lateral, producdo precoce, vigor méedio e tolerancia a doencas. Sdo deste
periodo as seguintes cultivares, ‘Midland’, ‘Vina’, ‘Pioneer’, ‘Pedro’, ‘Amigo’, ‘Chico’,
‘Serr’, “‘Chandler’, ‘Howard’ e ‘Sunland’. Em Franga, o programa de melhoramento foi
dirigido por Eric Germain no Institut National de la Recherche Agronomique (INRA)
com a utilizacao de cruzamentos entre cultivares francesas ¢ californianas. A cv. ‘Lara’
descente da cv. ‘Payne’, serviu como principal progenitor nos cruzamentos. Por exemplo,
o cruzamento entre as cvs. ‘Franquete’ e ‘Lara’ resultou no langamento da cv. ‘Fernor’.

As 32 e 42 fases correspondem respectivamente, ao periodo entre 1979 a 2009 dirigido
por Gale McGranahan e Charles Leslie e ao periodo entre 2009 até a actualidade, liderado
por Charles Leslie.

Na California, na 3*fase os principais objectivos foram a obtencdo de cultivares com
colheita precoce, tolerancia a doenca da linha negra associada ao Cherry leaf roll virus
(CLRV) e auséncia de abciséo do pistilo da flor pistillate flower abscission (PFA). As
principais cultivares langadas foram a ‘Tulare’, ‘Robert Livermore’, ‘Sexton’, ‘Gillet’ e
‘Forde’. Nesta fase foram utilizadas ferramentas de biologia molecular, como marcadores
moleculares associados ao melhoramento classico.

Na 42 fase, os principais objectivos definidos continuam a ser a data de colheita
precoce, elevada produtividade e resisténcia ao CLRYV, tendo sido langadas as cvs.
‘Ivanhoe’, ‘Solano’ e ‘Durham’. Este periodo ¢ caracterizado pela utilizagao de técnicas
de biotecnologia como mapeamento genético ou a sequenciagdo do genoma da espécie J.
regia. Em Franca, o programa continuou com alguma irregularidade, destacando-se o
langamento de cultivares como a ‘Ferjean’, ‘Feradam’, ‘Ferbel’, ‘Ferouette’ e ‘Fertignac’.

Paralelamente as fases mais recentes dos programas franceses e americanos, paises
como a China, a Turquia e o Irdo, paises com uma elevada diversidade genética,

coincidente com os centros de origem da espécie, iniciaram 0s seus projectos de



melhoramento, que sdo baseados na identificacdo e seleccdo de caracteristicas de

interesse existentes no elevado nimero de cultivares tradicionais (Vahdati et al., 2019).

2.3.1. A cultivar ‘Chandler’

A cv. ‘Chandler’ foi obtida através de um cruzamento efectuado por Serr e Forde em
1963 entre as cvs. ‘Pedro’ e ‘56-224’, sendo patenteada e langada no mercado pela UC
Davis em 1979. E uma variedade produtiva com frutificagdo lateral com algum vigor,
frutificando bem na presenca de cultivares polinizadoras como a cv. ‘Franquette’. E na
actualidade a variedade mais utilizada na California, representando % da produgéo sendo
ainda a mais importante oriunda do programa de melhoramento americano (Tulecke &
McGranahan, 1994; Bernard et al., 2018).

Nos dados de 2017, a Califérnia, local de referéncia da producéo da cultura, apresenta
uma producdo média de 4,87 ton/ha numa area produtiva de 141 639 ha, onde cerca de
48 % desta area corresponde a cv. ‘Chandler’ (Nass.usda.gov, 2018).

Esta cultivar encontra-se em expansdo em Espanha, no Chile e actualmente em
Portugal (Pou, 2012, Aleta & Abelld, 2020).

Com o aumento da area disponivel de regadio no Alentejo e com a intensifica¢do das
técnicas culturais dos novos pomares, também do ponto de vista das cultivares hd uma
mudanga no paradigma da utilizacéo de cultivares californianas mais produtivas como é
0 caso da cv. ‘Chandler’ em detrimento das portuguesas e francesas (EDIA,2019).

Cerca de 80 % das novas areas plantadas nos Gltimos 10 anos na Peninsula Ibérica
correspondem a esta cultivar. A expansdo para novas areas tem alguns problemas
associados, que correspondem por vezes a localizagdes desenquadradas, como por
exemplo, em relacdo as exigéncias relativas as horas de frio da cultivar. Também a
intensificacdo monocultural, acarreta maiores dificuldades na gestao de pragas e doencas
e na logistica associada as datas de colheita, processamento e venda da noz (Aleta &
Abello, 2020).

2. 4. Porta-enxertos no género Juglans

Os porta-enxertos utilizados para a cultura da nogueira europeia podem ser de origem seminal
ou clonal e ter trés origens distintas; - a nogueira europeia J.regia, - 0 grupo das nogueiras negras, -
0 grupo dos hibridos de J. regia cruzados com nogueiras negras. Todos apresentam vantagens e
desvantagens em fun¢do das caracteristicas dos locais de plantacéo (Catlin, 1998; Pou, 2012; Ferreti
etal., 2017).



2.4.1. Porta-enxertos de origem seminal
2.4.1.1. Juglans regia L.

Tradicionalmente as nogueiras eram obtidas por reproducéo sexuada. No inicio do século XX
comecaram-se a utilizar as técnicas de enxertia em porta-enxertos seminais de J. regia (Reil et al.,
1998). Este € 0 porta-enxerto mais utilizado no mundo, com excepcédo da California. A utilizacdo
de J. regia tem a vantagem desta espécie ser tolerante a presenca de CLRV, mas apresenta
desvantagens quanto a menor tolerancia ao encharcamento, ao défice hidrico e a uma maior
susceptibilidade a doencas causadas por fungos no solo como Armilaria spp. e Phytophthora spp.
(Pou, 2002).

Para além disso, a utilizacdo dos porta-enxertos obtidos por via seminal, da origem a pomares
com arvores que apresentam forte heterogeneidade, no que respeita ao vigor e a produtividade
(Catlin, 1998).

2.4.1.2. O grupo das nogueiras negras

O grupo das nogueiras negras pertence a sec¢do Rhysocaryon, incluindo-se neste grupo
cerca de dezasseis espécies como J. nigra, J. hindsii J. rupestris, J.major, J. californica, J.
microcarpa, entre outras, todas originarias da América (Bernard et al., 2018).
Destacam-se neste grupo na utilizacdo de porta-enxertos, as espécies J. nigra e J. hindsii.

J. nigra é proveniente do Centro Leste dos Estados Unidos, € um porta-enxerto exigente,
necessitando de solos profundos, bem drenados e isentos de calcario. Proporciona um vigor inferior
as cultivares enxertadas, comparativamente a J. regia. E mais resistente a doengas do solo e tolerante
ao frio de Invernos muito rigorosos, a sua principal desvantagem € a hipersensibilidade a doenca da
linha negra (Pou, 2002).

J. hindsii provem do Norte da Califérnia, comegando a ser utilizada neste estado em substitui¢do
de J. regia no inicio do século XX. As vantagens estavam associadas ao crescimento mais
vigoroso e maior toleréncia a algumas doencas do solo e maior resisténcia a condicoes de
salinidade e encharcamento. As principais desvantagens séo a sensibilidade a fungos do
género Phytophthora e a hipersensibilidade & doenca da linha negra. A utilizacdo deste
porta-enxerto foi gradualmente substituida por hibridos ‘Paradox’ (Catlin, 1998; Pou,
2002; Grant & MacGranahan, 2005).
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2.4.1.3. Porta-enxertos hibridos

No século XIX, cultivares francesas de J. regia, como a ‘Franquette’ foram
introduzidas no norte da Califérnia onde ja existia uma espécie autdctone, a nogueira
negra da California (J. hindsii). Décadas depois, observou-se que alguma da descendéncia
de J. hindsii ocasionalmente demonstrava alto vigor, mas pouca ou nenhuma frutificacao.
Foi esta descendéncia, resultante do cruzamento de J.regia com J. hindsii, que chamou a
atencdo de L. Burbank, que tinha ouvido falar de um hibrido de nogueira europeia
naturalizado, tendo-o observado por volta de 1878. A maioria das espécies de Juglans séo
interférteis e Burbank iniciou 0s seus ensaios com cruzamentos (J. hindsii x J. nigra) e
(J. hindsii X J. regia) tendo obtido hibridos que chamou respectivamente ‘Royal’ ¢
‘Paradox’ (Buzo et al. 2009; Pou, 2012; Preece & McGranahan, 2015). Actualmente sdo
conhecidos com a designacdo de ‘Paradox’ os hibridos que possam resultar do
cruzamento de uma das seis espécies de nogueiras negras (sect. Rhysocaryon), i.e., J.
hindsii, J. californica, J. major, J. nigra, J. microcarpa e J. hirsuta com a nogueira
europeia (J. regia). Burbank pensava que o hibrido ‘Paradox’ seria sobretudo utilizado
para producdo de madeira, mas na actualidade ele é utilizado sobretudo na Califérnia
como porta-enxerto de cultivares de J. regia com o objectivo de obtencao de fruto (Suo
etal., 2012).

Para a obtengdo da semente hibrida eram estabelecidos campos com J. hindsii com
algumas J. regia que serviam como arvores polinizadoras, as nozes resultantes deste
cruzamento eram recolhidas e semeadas. Os hibridos obtidos de forma seminal eram
depois seleccionados para serem transplantados posteriormente em viveiro (Reil et al.,
1998).

2.4.2. Porta-enxertos clonais
2.4.2.1. Seleccao e Melhoramento dos hibridos ‘Paradox’

Os hibridos ‘Paradox’ tornaram-se desde o0s anos 50, 0 grupo de porta-enxertos mais
importantes para a nucicultura californiana. As cultivares de J. regia enxertadas em
‘Paradox’ apresentam maior vigor e resisténcia a algumas doengas como a bacteriose da
nogueira causada por Xanthomonas e a armilaria (Armillaria mellea), algumas espécies
de Phythophthora e mais tolerantes a presenca de nematodos no solo (Grant &
MacGranahan, 2005).

A UC Davis tem ao longo das Gltimas décadas investigado e seleccionado a partir da

sua coleccdo de germoplasma diferentes espéecies do género Juglans, com o objectivo de
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determinar quais as solu¢cdes mais adequadas a utilizar nas combinacdes entre cultivares
e porta-enxertos (Tulecke & McGranahan, 1994). Neste sentido, e com a utilizacdo da
micropropagacdo, ja& se conseguiram disponibilizar comercialmente, trés hibridos
‘Paradox’ clonais, o ‘Vlach’, 0 ‘RX1’ e 0 ‘VX211’ (Buchner et al., 2010).

O cl. “Vlach’ foi obtido a partir de um hibrido ‘Paradox’ localizado na cidade Modesto
na California. Foi seleccionado devido ao crescimento invulgar desta arvore, sendo a
origem de algum material vegetal para a micropropagacéo de porta-enxertos, assim como
para o programa de melhoramento de porta-enxertos de nogueira da UC Davis. Este clone
encontra-se disponivel comercialmente desde o inicio do ano 2000 nos Estados Unidos
(Hasey et al., 2014) e também ja se encontra disponivel comercialmente no Chile e na
Europa e Asia (Portugal, Espanha, Turquia) (Peixe, comunicagio pessoal).

Os clones ‘RX1’ e VX211’ foram disponibilizados comercialmente em 2007,
protegidos por direitos de obtentor e comercializa¢do associados a UC Davis. O cl. ‘RX
1’ é um cruzamento entre J. microcarpa (nogueira negra do Texas) e J. regia,
moderadamente resistente a Phytophthora cinnamomi e P. citricola. O cl. ‘VX211’ é um
cruzamento entre J. hindsii e J. regia apresenta tolerancia a nematodos e tolerancia
moderada a Phytophthora spp. (Buzo et al., 2009).

Sendo as doencas provocadas por agentes patogénicos do solo e de virus de dificil
controlo, um dos objectivos na obtencdo de porta-enxertos, é aumentar a tolerancia a
doencas nos programas de melhoramento. Por exemplo, Kluepfel et al. (2017) verificaram
através de mapeamento genético que o hibrido F1 J. microcarpa x J.regia cv. ‘Serr’ ,
resultante do programa de melhoramento de UC Davis que apresentou resisténcia a A.
tumefaciens, P. citricola, e P. cinnamomi no cromossoma 11. Além da toleréncia aos
fungos do solo, outro dos desafios é a obtencdo de porta-enxertos tolerantes a CLRV
(Leslie et al., 2017).

A enxertia da nogueira europeia (J. regia) em espécies do grupo das nogueiras negras
(J. nigra, J. hindsii, J. major ou hibridos associados), apresenta um risco associado a
eventual presenca de CLRV no material de enxertia. Este € um problema conhecido ha
varias décadas nos Estados Unidos, associado a doenca da linha negra que se caracteriza
pelo declinio e morte da arvore varios anos ap0ds a plantagdo (Grant & MacGranahan,
2005; Grant et al., s/d).
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2.4.3. Problemas fitossanitarios associados ao uso das nogueiras negras e Sseus
hibridos como porta-enxertos do género Juglans

O CLRV é o agente infeccioso associado a presenca da doenca da linha negra (Black
Line Disease) em Juglans. Trata-se de um virus, membro do subgrupo C do género
Nepovirus da familia Secoviridae (Ferretti et al., 2017).

Geralmente, nos hospedeiros infectados com CLRV surgem sintomas nas folhas como
enrolamento do limbo ou cloroses associadas a circulos ou manchas. A espécie J. regia é
susceptivel ao CLRV permanecendo as plantas assintomaticas, excepto se forem
enxertadas em porta-enxertos hipersensiveis (Ferretti et al.,2017; Grant et al., s/d).

Quando ocorre a infecgdo ndo surgem inicialmente sintomas evidentes nas folhas.
Posteriormente a doenca provoca na arvore sintomas semelhantes aos causados por
doencas originadas por agentes patogénicos do género Phytophthora, caracterizados por
um fraco crescimento terminal, clorose e queda de folhas em especial nos ramos apicais,
sendo por vezes acompanhadas pela emisséo vigorosa de rebentos emitidos pelo porta-
enxerto. Quando a infeccdo progride e alcanca a zona de unido de enxertia, os tecidos
tornam-se necréticos, sendo acompanhado pela morte destes na zona envolvente com o
colapso dos feixes vasculares. Ocorre uma linha negra coincidente com a unido da
enxertia que rodeia o tronco, podendo provocar a morte da arvore num periodo de 2 a 6
anos. As arvores podem ser infectadas em qualquer idade, mas a doenca é mais comum
em arvores com 15 a 40 anos (Mircetich et al., 1980; Mircetich & Rowhani, 1984; Ferretti
etal., 2017; Grant et al., s/d).

As espécies mais sensiveis sdo as pertencentes ao grupo das nogueiras negras (sec¢ao
Rhysocaryon) como J. nigra, J. major, J. hindsii e os hibridos como J. hindsii x J. regia;
J. regia x J. major ou J. regia x J. nigra (Ferretti et al.,2017).

O virus transmite-se sobretudo através de pélen, podendo ocorrer através utilizagdo de
material vegetal infectado utilizado em enxertia (Mircetich et al., 1980, Mircetich &
Rowhani, 1984; Ferretti et al., 2017).

A transmissdo através do polen (polinizagdo anemofila) ocorre em J. regia através da
infeccdo de arvores infectadas para arvores saudaveis. A doenga manifesta 0s seus
sintomas apenas com a enxertia de J. regia nas espécies sensiveis. Aparentemente, as
necroses dos tecidos junto ao ponto de enxertia, devem-se a uma hipersensibilidade dos

porta-enxertos ao virus (Mircetich & Rowhani, 1984).
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A primeira referéncia ao aparecimento da doenca da linha negra no género Juglans
ocorreu com J. regia cv. ‘Franquette’ enxertada em J. hindsii no Oregon nos EUA em
1933 (Schuster & Miller, 1933).

Delbos et al. (1983), referem que, em 1954 em Franca, se descreveram sintomas
semelhantes, ao que, actualmente se reconhece como doenca da linha negra. Os mesmos
autores referem que nos anos 70 em Itélia, foram isolados de nogueira, virus associados
a CLRV e que existe relacdo directa da presenca de CLRV com a doenca da linha negra
em J. regia enxertadas em J. nigra.

Ozturk et al. (2008) confirmam a presenca do virus na Turquia tendo sido também
referenciada na peninsula Ibérica, na regido da Catalunha por Aleta & Rovira em 2014,
numa arvore de 12 anos de J. regia enxertada em J. nigra. Ferretti et al. (2017) também
referem a presenca do virus e da doenca associados ao declinio e morte de arvores entre
os dez e os vinte anos, no Norte de Italia em cultivares californianas de J.regia enxertadas
em hibridos ‘Paradox’.

N&o sendo possivel evitar a contaminacdo com o polen, o problema pode ser evitado
com a utilizacdo de J. regia como porta-enxerto. No entanto esta opcdo tem pouco
interesse do ponto de vista da condu¢do do pomar (Grant & MacGranahan, 2005).

Aramburu et al. (1997) indicam que, depois de seis meses da arvore estar infectada
com o virus, este se encontra disseminado por toda a planta. Estes autores destacam a
importancia de se realizarem testes de despistagem, para a amostragem da presenca do

virus, nas arvores méae dadoras de material de enxertia.

2.5. Propagacgédo em Juglans sp.
2.5.1. Propagacao por via seminal

O processo tradicional de obtencdo de plantas de nogueira, antes de os franceses
desenvolverem técnicas de enxertia no século XIX, era através de semente (Pou, 2012).
Na California, desde 1915 que se utilizam cultivares seleccionadas para serem enxertadas
em porta-enxertos (Reil et al.,1998). Assim, 0 processo associado a obtencdo de uma
nogueira enxertada compreende as seguintes etapas: recolha e escarificagéo das sementes,
sementeira das nozes em viveiro, emergéncia das plantas, crescimento, enxertia em vaso,
viveiro ou local definitivo. No hemisfério Norte, as nozes sdo recolhidas entre Setembro
e Novembro, necessitando de um processo de secagem, sendo usual a desinfeccéo para
eliminar organismos patogenicos, utilizando solugdes desinfectantes ou agua quente. As

nozes podem ser semeadas em viveiros no Outono, ou serem estratificadas para
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sementeiras de Primavera. Alternativamente num campo de pés maes, sdo seleccionadas
as melhores plantas germinadas junto de uma arvore mae (por exemplo uma nogueira
negra) e dois ou trés anos depois sdo enxertadas. Com as nozes semeadas em viveiro no
Outono, as necessidades de horas de frio para a quebra da dorméncia fisioldgica da
semente sdo garantidas no Inverno, assegurando-se assim uma estratificacdo natural. Caso
a opcéo seja sementeira na Primavera, as nozes terdo de ser estratificadas artificialmente
em camaras de frio (Reil et al.,1998).

Na actualidade, nos paises euroasiaticos, a propagacao por semente é apenas utilizada
para a obtencdo de porta-enxertos provenientes normalmente de J. regia, e na Califérnia
provenientes de sementes de hibridos ‘Paradox’, ¢ J. hindsii do grupo das nogueiras

negras ou J. regia (Reil et al.,1998).

2.5.2. Propagacao vegetativa
2.5.2.1. Técnicas tradicionais
2.5.2.1.1. Estacaria

A estacaria pode ser usada para propagacéo de porta-enxertos do género Juglans, mas,
por norma ndo é aplicada, porque a viabilidade comercial desta técnica para os viveiristas
é reduzida. Este género é dificil de enraizar através dos métodos tradicionais de
multiplicacdo vegetativa, sendo que o sucesso da estacaria € muito condicionado pelo
gendtipo, condi¢bes ambientais e dependente da aplicacdo de reguladores de crescimento
como auxinas (Reil et al.,1998). No entanto, apesar das dificuldades, é possivel a
obtencg&o de plantas enraizadas a partir de material semilenhoso e lenhoso.

No primeiro caso, utilizam-se ramos do ano em inicio de lenhificacdo e que tenham
terminado o seu crescimento vegetativo. As estacas sdo preparadas com a aplicacdo de
auxinas e colocadas a enraizar em vasos ou tabuleiros com substrato adequado,
permanecendo depois em estufa com sistema de nebuliza¢do, numa temperatura entre 0s
24°C e 0s 27°C. Apos 30 a 35 dias, a frequéncia de nebulizacdo deve ser reduzida de modo
a permitir a aclimatizacao das estacas enraizadas. Uma das condicionantes do processo é
que o enraizamento ocorre numa fase tardia da actividade vegetativa, quando a nogueira
se prepara para entrar em dorméncia (Reil et al.,1998).

Sutter e Mckenna (1995), utilizando hibridos ‘Paradox’ indicam taxas de enraizamento
entre 40-79%.

Com a estacaria de material lenhoso, a recolha de estacas ocorre na fase de dorméncia.

As necessidades ambientais de humidade sdo menos exigentes do que as necessarias as
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estacas semi-lenhosas, dispensando a necessidade de equipamentos de nebulizacdo. As
estacas devem ser recolhidas logo ap6s a queda da folha, uma vez que a utilizacdo de
material recolhido mais tardiamente, no Inverno, implica uma diminuicdo das taxas de
enraizamento. A preparacdo das estacas requer a aplicacdo de auxinas, sendo
aconselhavel a utilizacdo de alvéolos individuais e colocados em ambiente humido
durante 30 a 50 dias. As temperaturas devem enquadrar-se entre 0s 24°C e 0s 27°C. Ap6s
este periodo, as estacas enraizadas podem seguir para 0 Vviveiro onde prosseguem 0
crescimento em plena época vegetativa (Reil et al., 1998).

Sutter e Mckenna (1995), utilizando este tipo de estacaria com hibridos ‘Paradox’,
apontam taxas de enraizamento entre 0s 10 e os 80%. Apesar de alguns bons resultados
obtidos por estes autores, verificou-se ocorrer uma elevada variabilidade no sucesso do
enraizamento e com taxas de sobrevivéncia de 27 % das plantas no campo, um ano apés

plantacéo.

2.5.2.1.2. Enxertia

As primeiras referéncias relativas a enxertia em nogueiras realizaram-se em Franca no
século XIX para a multiplicacdo de genotipos de qualidade superior (Vadhati et al., 2019)
e na actualidade, esta € uma das técnicas mais utilizadas e disseminadas para a propaga¢do
vegetativa do género.

Consoante a metodologia, de gomo ou de garfo, a enxertia pode ser efectuada em
estufas, abrigos, ou instalacdes agricolas e também em viveiros ao ar livre, ou no local
definitivo.

As técnicas associadas a enxertia de gomo sdo a enxertia de placa e gomo em T. A
enxertia de placa € uma das mais antigas e mais utilizadas no campo. Consiste em retirar
um fragmento rectangular de periderme do porta-enxerto, sendo substituido por um
fragmento idéntico proveniente do enxerto, contendo 0 gomo a enxertar. A zona de
enxertia é ligada e protegida com material que permita a unido e a coincidéncia dos
tecidos cambiais e de modo a garantir a humidade adequada para evitar a sua desidratagéo
(Reil et al., 1998). Pode ser efectuada no fim da Primavera/ inicio do Verdo, de gomo
pronto, ou fim do Verdo/inicio do Outono, de gomo dormente.

Ha diferentes dados de eficiéncia da técnica em diversos paises, sendo muito
dependente da localizagdo geografica e respectivas condi¢cdes ambientais, associadas as

amplitudes térmicas entre o dia e a noite, e a eventos como geadas (Gandev, 2015). Solar
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etal. (2001) indicam taxas de pegamento de apenas 16 % na Eslovénia. Em contrapartida,
Ebrahimi et al. (2007) indicam cerca de 91 % de sucesso no Iréo.

A outra opgdo € a utilizacdo da enxertia de gomo em T, em condi¢des de campo. Nesta
técnica ¢ efectuado um pequeno corte em ‘T’ num entrené do porta-enxerto no qual é
colocado um gomo da variedade de interesse. Os periodos de execucdo sao idénticos a
enxertia de placa, podendo ser realizada de borbulha ou de gomo destacado (Carlos,
2014).

Por exemplo, Ebrahimi et al. (2007) utilizando enxertia de gomo destacado obtiveram
19,1 %. Achim & Botu (2001) com a mesma técnica alcangaram resultados entre 0s 40 e
0s 78 % de pegamentos, respectivamente para porta-enxertos plantados no ano anterior e
no préprio ano da enxertia.

Quanto as enxertias de garfo, elas sdo uma alternativa as enxertias de gomo, ainda que
de um modo geral apresentem menores taxas de sucesso em condi¢bes exteriores
(Gandev, 2007).

As técnicas mais utilizadas sdo as de cunha, fenda-inglesa e 6mega. Conforme a
modalidade escolhida, poderdo ser executadas em condicdes exteriores em viveiro ou
local definitivo e em condicgdes de interior, em estufa ou em bancada (Carlos, 2014).

Barut (2001) indica taxas de 20 a 32% de pegamento com a utilizacdo da enxertia em
cunha, Achim & Botu (2001) obtiveram resultados de (50-70%) com a enxertia em fenda
inglesa realizada no campo e Dehghan et al. (2010) alcancaram entre 67 a 71 % de
pegamentos com a utilizacdo de enxertia 6mega.

Nas enxertias em condicOes exteriores, as mais utilizadas séo a cunha e a fenda inglesa,
e, neste caso, a enxertia realiza-se no inicio da Primavera, preferencialmente ap6s o
abrolhamento do porta-enxerto (Van Zyl, 2009).

Em condigbes de interior, as enxertias de garfo sdo realizadas no periodo de
dorméncia, podendo ser utilizada qualquer uma das técnicas anteriormente referidas
(cunha, fenda inglesa e a dmega). De acordo com Gandev (2015) as vantagens associadas,
sdo a possibilidade de serem realizadas durante o repouso vegetativo, e a maior
disponibilidade de tempo para esta operagdo, numa época do ano em que ha menor
oportunidade de trabalho no exterior. Nestas condigdes, hd ainda a possibilidade de
mecanizar e padronizar operacfes, como € o0 caso da enxertia 6mega, podendo ser
utilizadas maquinas instaladas em bancada ou ferramentas para utilizar manualmente.

A heterogeneidade dos resultados do sucesso da enxertia em nogueira esta associada a

variabilidade de pardmetros como a temperatura e humidade, sobretudo em condigdes
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exteriores, sem a possibilidade de controlo das condi¢cdes ambientais. Por esse motivo,
nos ultimos anos tem sido ensaiada a possibilidade de utilizar algumas técnicas em
condigdes ambientais controladas, especialmente o controlo da temperatura. Existem
duas formas de obter este controlo, com o aquecimento da planta completa em salas
climatizadas (estratificacdo) ou com o0 aquecimento apenas da zona do ponto de enxertia
(Van Zyl, 2009; Gandev, 2015).

No primeiro processo, as temperaturas sdo homogéneas e elevadas nas salas de
estratificacdo, esta condicdo promove o abrolhamento tanto do enxerto como do porta-
enxerto, levando ao consumo de reservas que deveriam ser utilizadas para a formacéao do
callus de enxertia, 0 que representa uma desvantagem deste processo (Van Zyl, 2009).
No segundo processo sdo utilizadas tubagens aquecidas. Apds a enxertia, normalmente
de garfo, a tubagem é colocada junto do ponto de enxertia de modo a garantir uma
temperatura constante de 26-27°C, na area em redor do enxerto, mas mantendo 0s gomos
e o sistema radicular expostos as condi¢cBes da envolvente ambiental, ndo sujeitos a
aquecimento (Van Zyl, 2009). O mesmo autor refere a enorme variabilidade dos
resultados obtidos na Europa, com as técnicas tradicionais de enxertia de gomo e garfo,
muito dependentes das condi¢Ges ambientais exteriores e compara-0s com 0s resultados
promissores da técnica das tubagens aquecidas, indicando este método como alternativa
as técnicas mais tradicionais.

Com o controlo das condi¢Ges ambientais, existe ainda a possibilidade de efectuar as
enxertias de hipocotilo e epicétilo em porta-enxertos de origem seminal.

No caso da enxertia de hipocotilo, a enxertia é efectuada abaixo do ponto de insercdo
dos cotilédones, podendo ser realizadas enxertias de garfo durante o periodo vegetativo
com a técnica de fenda de incrustacdo de topo (Gandev, 2015). Gandev & Dzhuvinov
(2006) utilizaram plantas envasadas e envoltas em sacos de polietileno de modo a manter
niveis elevados de humidade relativa, tendo obtido 83 % de taxa de pegamentos, também
Vahdati & Zareie (2006) obtiveram resultados aceitaveis com cerca de 70 % de sucesso.

Relativamente a enxertia de epicotilo, a enxertia é efectuada acima do ponto de
insercdo dos cotiledones. Gandev & Arnaudov (2011) com este método utilizaram
enxertos no periodo de dorméncia, tendo colocado as plantas enxertadas em salas com
temperatura controladas de 25-27°C, e com as raizes tapadas com substrato em caixas
envoltas em filme plastico para a manutengdo de uma elevada humidade relativa. Apos o
abrolhamento e a formagdo do callus de enxertia, as plantas foram envasadas. Estes
autores obtiveram 42 a 75 % de sucesso. Estes resultados dependeram da cultivar e da
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data de enxertia. Com 0 mesmo processo, Suk-In et al. (2006) obtiveram valores entre 0s
65 a 85 % de pegamentos bem-sucedidos.

Independentemente da técnica utilizada, as condi¢cBes ambientais (temperatura e
humidade) condicionam significativamente o sucesso das mesmas. A temperatura é um
dos principais factores que influéncia a formacéo de callus (Van Zyl, 2009). Com 22 °C
a formacdo de callus comeca 6 dias ap0s a enxertia, enquanto com 27°C, inicia-se ao 7°
dia, com o aumento para 32° C, a formagé&o inicia-se ao 4° dia, mas com menos tecido
caloso produzido (Rongting & Pinghai, 1993).

Assim sendo, a temperatura padrdo adoptada por diversos investigadores nos seus
ensaios em condicGes ambientais controladas tem sido 27°C (x 2°C) (Van Zyl, 2009;
Gandev, 2015), sendo importante manter a temperatura constante apds a enxertia, para
uma formacéo adequada do callus de cicatrizacdo (Hartmann et al., 2014).

O controlo de temperatura pode ser efectuado no ponto de enxertia, como referido no
método do aquecimento localizado na zona do callus ou criando condi¢des integrais de
temperatura controlada a planta enxertada (Van Zyl, 2009).

O conhecimento da importancia da temperatura, neste processo, permite definir para
cada regido, as melhores épocas de realizacdo da enxertia nos casos onde as condicdes
climatéricas ndo podem ser controladas, como é o caso das enxertias de campo em viveiro
ou em local definitivo, havendo casos em que a Primavera € a melhor altura e outros em
que as condi¢des sdo mais indicadas no Verdo ou no Outono.

No que a humidade diz respeito, a manutencdo deste parametro em niveis elevados no
periodo ap6s a enxertia, € fundamental para evitar a desidratacdo do ponto de enxertia.

Rongting & Pinghai (1993) nos seus ensaios verificaram que, quando os niveis de
humidade no ponto de enxertia atingiam um nivel critico minimo de 38% de humidade,
n&o ocorria a formacéo de callus.

Farsi et al. (2016) indicam que a humidade relativa deve ser mantida a 80-90%
imediatamente a seguir a operacdo de enxertia, uma vez que a células do callus estdo
sujeitas a desidratacdo em ambiente seco.

A escolha adequada dos materiais de unido e proteccdo do enxerto que garantam 0s
niveis adequados de humidade é um aspecto determinante no sucesso das diferentes

técnicas quer em condi¢cfes de campo quer em espacos interiores (Sadeghi et al., 2018).
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2.5.2.2. Propagacao in vitro
2.5.2.2.1. Microestacaria

A primeira referéncia a utilizacdo da micropropagacao no género Juglans deve-se a
Chalupa (1981) (Leslie & McGranahan, 1992). Desde entdo, diversos trabalhos foram
desenvolvidos para melhorar os processos de micropropagacdo nestas especies e seus
hibridos (Driver & Kuniyuki,1984; McGranaham et al., 1988, Jay-Allemand et al., 1992;
Leslie & McGranahan, 1992; Lopez, 1999; Leal et al., 2007;VVahdati et al., 2009; Moreno
etal., 2012; Peixe et al., 2015).

O protocolo de micropropagacdo com o objectivo de obtencdo de plantas enraizadas
abrange as seguintes fases; - estabelecimento da cultura em assepsia, - multiplicacéo, -
alongamento, - enraizamento e aclimatizacdo (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).

2.5.2.2.1.1. Estabelecimento da cultura em assepsia

O estabelecimento in vitro pode ser iniciado a partir de material proveniente de
embrides zigoticos, ou originario de material vegetal de plantas mée, numa fase juvenil
ou adulta. O processo é mais simples utilizando material proveniente de tecidos mais
herbaceos em estado juvenil durante o crescimento vegetativo (Leslie & McGranahan,
1992).

A iniciacdo da cultura em assepsia implica que todo o material vegetal deve ser sujeito
a processos de desinfeccdo. No caso da multiplicacdo por rebentacdo axilar, o material a
desinfectar consiste em fragmentos de caules contendo gomos axilares ou terminais
retirados de uma planta mae seleccionada (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).

O sucesso do estabelecimento e a manutencao em condicdes assépticas de cada espécie
e tipo de explante requer ensaios, com diferentes combinacdes de desinfectantes, com
varias concentragoes e diferentes tempos de contacto. Os melhores resultados séo aqueles
que apresentem um bom compromisso entre a desinfeccdo e a sobrevivéncia dos
explantes. A desinfeccdo actua apenas na superficie dos tecidos vegetais, ndo eliminando
infeccOes no seu interior e na sua realizagdo podem ser utilizadas diferentes produtos
como hipoclorito de célcio, bicloreto de mercurio, mercurobutol, adicionados ou ndo de
detergentes tensioactivos como o Tween (Carlos, 2014).

O processo de desinfecgédo para Juglans inicia-se geralmente com uma passagem dos
explantes em agua corrente durante 4-6 horas para lavagem dos exsudados fendlicos.
Seguidamente utiliza-se etanol a 50-70% por 20 a 30 segundos, seguido de hipoclorito de
sodio com 3-5% de cloro activo adicionado de Tween 20 a 0,01% por 10-20 minutos.
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Finalmente, realizam-se vérias lavagens com agua estéril para eliminar os residuos dos
desinfectantes (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011; Carlos, 2014).

Apos a desinfeccdo, o material vegetal é segmentado e colocado em meio de iniciag&o,
com repicagens frequentes, num periodo de varias semanas ou meses, rejeitando 0s
explantes contaminados, até a obtencdo de segmentos vidveis que possam seguir para a
fase sequinte (McGranaham et al., 1988).

Apesar de ser utilizada para a eliminacdo de bactérias e fungos na superficie de tecidos
vegetais, a desinfeccdo ndo é eficiente para a eliminacgéo de virus presentes no seu interior.
Para iniciar um processo de seleccdo de material de isento de virus, é necessaria a
utilizacdo de técnicas como a culturas de meristemas ou a termoterapia, que por si, s6 ndo
garantem a obtencdo de material isento de virus. Em combinagdo com estas técnicas, é
necessaria a utilizacdo de testes de despistagem. A regeneracao de plantas isentas de virus,

ndo implica imunidade a uma posterior infeccdo viral (Canhoto, 2010).

2.5.2.2.1.2. Multiplicacdo

Os explantes, que durante a fase de instalacdo evoluiram favoravelmente, sdo
fragmentados em segmentos com um ou dois gomos, e colocados em meio de
multiplicacdo, onde, em condi¢6es adequadas, irdo evoluir e originar 0s novos explantes
(Leslie & McGranaham, 1992).

Os principais factores que influenciam o processo sdo, a formula¢do mineral do meio
de cultura, os tipos e niveis dos reguladores de crescimento, a fonte de carbono, o agente
gelificante, as condi¢Ges ambientais, o gendtipo e a posicdo do gomo no explante.

Relativamente a formulacdo mineral do meio de cultura, tém sido testadas para a
nogueira diversas formulacdes, sendo o DKW (Driver & Kuniyuki, 1984), o WPM (Lloyd
& McCown, 1981) e 0 MS (Murashige & Skoog, 1962) os mais utlizados. A formulagéo
do meio DKW foi desenvolvida para os hibridos ‘Paradox’ (Driver & Kuniyuki,1984),
mas também tem apresentado bons resultados na maioria das Juglandaceas, sendo na
actualidade, a mais usual na cultura in vitro do género Juglans (Leslie & McGranaham,
1992; Saadat & Hennerty, 2002; Vahdati et al., 2019).

No que respeita aos reguladores de crescimento, 0s principais sdo as auxinas, e as
citocininas, que intervém em diferentes processos fisioldgicos como a formacao de callus,
0 alongamento dos explantes ou abrolhamento dos gomos. As auxinas intervém na

divisdo, alongamento, diferenciacdo celular e dominancia apical, enquanto as citocininas
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intervém na divisao celular, quebra da dominancia apical, estimulo da rebentacao axilar
e multiplicacdo celular (Davies, 2013).

Desde os anos 80, que tém sido utilizadas auxinas como o AIB, 0 AIA,0 ANAe02,4-
D e citocininas como 0 BAP, a Ki ou 0 TDZ, sendo a combinacdo AIB/BAP a mais
utilizada (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).

Saadat & Hennerty (2002) referem que a combinac&o de 0,01 mg L1 AIBe 1 mg L
BAP se tem revelado a mais adequada, sendo indicado também que concentraces mais
baixas de BAP ndo se adequam devido a baixa qualidade morfolégica dos explantes.

No que diz respeito as fontes de carbono utilizadas na formulacdo do meio, a mais
referenciada para a composicdo dos meios DKW e MS € a sacarose, com concentracao
de 3% (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).

Existe ainda a possibilidade da utilizacdo da frutose em substituicdo da sacarose
(Leslie et al., 2006).

No que respeita aos agentes gelificantes, poderdo ser utilizadas formulagcGes
comerciais de agar, Phytagel®, ou Gelrite (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011).
Existem algumas diferencas na composicdo mineral dos gelificantes. Por exemplo, a
Gelrite contem uma maior quantidade de Ca, Mg, K e Fe comparativamente a uma
formulacéo de agar como o Difco Bacto, que contem mais Na. No caso das formulagdes
de agar com maiores teores de Na, poder&o ocorrer inconvenientes com a acumulacéo de
Na nos tecidos vegetais, acelerando o envelhecimento da cultura da nogueira estabelecida
in vitro (Barbas et al., 1993).

Leslie & McGranahan (1992) referem que alguns utilizadores do meio DKW evitam a
utilizacdo de Gelrite, devido a problemas de vitrificagdo, no entanto, estes autores referem
que, tal pode ser evitado com a utilizacdo de recipientes de cultura que permitam um
maior fluxo de trocas gasosas.

Relativamente as condi¢des ambientais, as que influenciam os processos de
multiplicaco in vitro sdo a luz e a temperatura.

Payghamzadeh & Kazemitabar (2011) referem que, os melhores resultados sdo obtidos
com um fotoperiodo de 16 a 18 horas e uma intensidade luminosa entre os 40 e os 90
umol m s, normalmente garantidos por lampadas fluorescentes.

No que diz respeito a temperatura, Payghamzadeh & Kazemitabar (2011), indicam que
nesta fase ha referéncias entre os 25 e os 28 °C. No caso do hibrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’,

Carlos (2014) utilizou temperaturas entre os 24-22 °C, dia e noite, respectivamente.
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Para a propagacdo comercial da nogueira, a taxa de multiplicacdo deve garantir um
compromisso entre o material disponivel para manutencdo dos explantes em
multiplicacdo e o material destinado ao enraizamento. O genotipo e a posi¢do dos gomos
ao longo dos explantes desenvolvidos in vitro apresentam-se como factores importantes
que influenciam esta taxa.

Relativamente ao genotipo, Cornu & Jay-Allemand (1989), para clones de hibridos
J.nigra x J. regia, obtiveram diferencas nas taxas de multiplicacdo e niUmero de gomos
ao longo de seis semanas, tendo os melhores clones obtido uma taxa de multiplicacédo de
1,5.

No que diz respeito a posicdo do gomo ao longo do explante, Campos et al. (2017)
verificaram que a taxa de multiplicagdo do hibrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ foi influenciada
significativamente por este factor. Novos explantes, provenientes sucessivamente de
gomos entre o apice e o 3° entrend, quando submetidos a sucessivas subculturas a cada
30 dias, foram perdendo gradualmente a capacidade de multiplicacdo, tornando-se esta
praticamente quase nula ap6s cinco subculturas. Pelo contrério, os novos explantes
provenientes dos gomos abaixo do 3° entreno, alcancaram uma taxa de multiplicacéo de

5,5, ndo se tendo observado diferencas significativas entre a 12 e a 52 subculturas.

2.5.2.2.1.3. Alongamento

A fase de alongamento ndo é necessaria em todas as espécies. Tal como acontece com
outras fruteiras, a nogueira é uma espécie que apresenta uma forte dominancia apical, ndo
sendo necessario um meio de cultura diferenciado para estimular o alongamento. No
entanto, importa referenciar alguns dos factores que durante a fase de multiplicagédo
podem condicionar o alongamento dos explantes. De entre estes, destacam-se a
formulacdo mineral do meio de cultura e a concentragéo de reguladores de crescimento.

No que respeita a formulacdo do meio de cultura, Driver & Kuniyuki (1984)
verificaram que, efectuando subculturas no hibrido ‘Paradox’, em meio WPM, a cultura
tinha tendéncia para formar callus em detrimento do crescimento dos explantes,
mantendo-se estes com crescimento reduzido.

Heile-Sudholt et al. (1986) observaram o mesmo comportamento em J. nigra na
comparagdo dos meios DKW e WPM, tendo verificado maior alongamento, expanséo
foliar e melhor aspecto qualitativo dos explantes em meio DKW.

Saadat & Hennerty (2002) comparando os meios DKW, MS e WPM comprovaram a
viabilidade da utilizacdo dos meios DKW e MS em cultivares de J. regia, no entanto, com
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0 meio MS a distancia entre gomos foi menor e consequentemente com entrenos mais
curtos e no caso do meio WPW ndo ocorreu alongamento dos explantes, mas apenas
formacéo excessiva de callus.

No que respeita a influéncia associada aos reguladores de crescimento, Chalupa (1981)
cit. por Payghamzadeh & Kazemitabar (2011) refere o sucesso no alongamento de gomos
axilares, originarios de segmentos nodais em J. regia de origem seminal, em meio MS
contendo 0.4 uM (0,09 mg Lt) de BAP ¢ 0.8 uM (1,48 mg L) de ANA.

Scaltsoyiannes et al. (1998) analisaram a producdo de gomos axilares e alongamento
dos explantes em J. regia. Testando diferentes concentracdes e combinagdes de BAP e
AIB, foi verificado que a combinacéo 4,44 uM BA (1 mg L) e 0,005 uM AIB (0,001
mg L) foi a que melhor conjugou o alongamento, com explantes com altura média de 3
cm, com uma média de 3 novos gomos axilares. Uma das tendéncias observadas foi que
a medida gue aumentou a concentragdo em BAP, aumentou também o nimero de gomos
axilares, verificando-se uma tendéncia de diminui¢do do comprimento dos explantes.

Saadat, & Hennerty (2002) testaram a concentracdo de BAP adequada para o
alongamento de J.regia tendo sido analisadas concentra¢fes que variaram entre 0s 0,2 e
1 mg I't. A concentracdo de 0,2 mg I apresentou diferencas estatisticamente
significativas, com explantes muito finos com entrends longos. A medida que a
concentracdo aumentava, 0 comprimento dos explantes diminuiu, mas o nimero de
lancamentos/rebentos axilares, peso fresco do callus e nimero de folhas aumentou.
Observou-se uma tendéncia do alongamento do langcamento principal a medida que
diminuia a concentracdo de BAP, tendéncia que se verificou também nos dados registados
por Scaltsoyiannes et al. (1998).

Parece pois que, a multiplicacdo e o alongamento dos explantes, condi¢fes necessarias
para um bom compromisso entre a reposicdo do material em cultura e a disponibilidade
de bons explantes para a fase de enraizamento, estdo dependentes de uma boa relacdo
auxina/citocinina e que esta deve ser estudada caso a caso, uma vez que 0 gendtipo

influencia determinantemente o comportamento da nogueira.

2.5.2.2.1.4. Enraizamento
Caso se consiga uma adequada taxa de multiplicacdo, que permita a manutencdo de
ciclos regulares de multiplicagdo com explantes com caracteristicas adequadas, segue-se

a fase do enraizamento.
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Nesta fase, decorrem os processos fisioldgicos associados ao enraizamento adventicio,
estando estes organizados numa sequéncia de trés fases, a inducédo, associada a eventos
moleculares e bioquimicos, a iniciagdo, compreendendo 0s primeiros eventos
histologicos, e a expressdo, com a emergéncia dos primeiros primordios radiculares. A
duracdo das fases é varidvel consoante a espécie, sendo que a compreensdo dos
mecanismos bioquimicos e moleculares que influenciam estes processos ainda
permanecem relativamente desconhecidos (Porfirio et al., 2016).

Alguns dos factores que influenciam os processos de enraizamento sao, a formulacao
do meio de cultura, a fonte de carbono, os reguladores de crescimento, a luz, o tipo de
explantes colocados em inducgdo, o geno6tipo, substrato e as condi¢bes ambientais.

Relativamente a formulagdo dos meios de cultura, € usual a utilizacdo de meios com
uma concentracdo ionica mais baixa do que os usados na fase de multiplicacdo, ou a
utilizacdo do mesmo meio com uma reducdo da concentragdo em macronutrientes.
(Carlos, 2014). Payghamzadeh & Kazemitabar (2011), por exemplo, referem a
necessidade de reducdo de macronutrientes como 0 azoto ou célcio, apontando 0s
exemplos da utilizagdo de % do meio MS ou % do meio DKW.

No que diz respeito as fontes de carbono, a mais indicada é a sacarose, sendo que a
concentracdo mais referenciada é de trés por cento, uma vez que concentragdes superiores
podem provocar necrose dos apices (Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011). Os resultados
obtidos por Peixe (comunicacgdo pessoal cit. por Carlos 2014), que testou no enraizamento
do hibrido ‘Paradox’ cl. “Vlach’ e de J. regia cv. ‘Chandler’, em meio de indugdo DKW,
concentragdes de sacarose de 10, 20, 30 e 40 g L™, também foram nesse sentido, tendo
obtido os melhores resultados com a concentracio de 30 g L.

Relativamente a utilizacdo de reguladores de crescimento com o objectivo de
promover o enraizamento, apenas se utilizam auxinas, ndo sendo utilizadas citocininas,
uma vez que a sua presenca inibe a formacéo de raizes (Carlos, 2014).

As auxinas sdo utilizadas nos meios associados a subfase de inducdo, sendo
dispensaveis na subfase de expressdo radical que utilizam métodos de enraizamento in
vitro, isto porque de um modo geral, 0 seu contacto prolongado com o explante,
condiciona o desenvolvimento posterior das raizes em especial nas espécies dificeis de
enraizar, como € o0 caso de espécies e hibridos do genero Juglans (Caboni & Damiano,
2006; Carlos, 2014).

A auxina mais utilizada na inducdo do enraizamento é o AIB, embora existam

referéncias da utilizacdo de ANA (Driver & Kuniyuki, 1984; Leslie & McGranahan,
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1992). De acordo com diferentes autores (Scaltsoyiannes et al., 1997; Vahdati et al., 2009;
Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011; Carlos, 2014), a concentragcdo mais adequada é
variavel conforme o genotipo e as condi¢bes de inducdo do enraizamento, existindo
referéncias na utilizagio de AIB que podem variar entre os 3 e 0s 15 mg L.

Relativamente a presenca ou auséncia de luz, na formacdo de raizes adventicias, 0s
aspectos que determinam a capacidade de enraizamento, sdo a intensidade da luz e o seu
tempo de exposicdo. A sua influéncia na capacidade de enraizamento é variavel em
diferentes espécies, sendo que a presenca de luz aparenta ter um efeito inibidor no
enraizamento (Porfirio et al., 2016), devido a efeitos de foto oxidacdo associados a
degradacdo das auxinas, no entanto, os mecanismos fisioldgicos associados, ainda ndo
séo bem claros (Taiz & Zeiger, 2010).

Para a inducdo de raizes no género Juglans é utilizado usualmente um periodo de
alguns dias no escuro (Driver & Kuniyuki, 1984; Gruselle et al., 1987; Cornu & Jay-
Allemand, 1989; Carlos, 2014).

Diversos trabalhos tém analisado o periodo temporal do efeito do escuro nas taxas de
enraizamento em nogueira durante a subfase de inducdo. Gruselle et al. (1987) nédo
obtiveram enraizamento com quatro ou menos dias de escuro, obtendo enraizamento
apenas com oito e doze dias respectivamente 11 e 33 %. No mesmo sentido, Pei et al.
(2007) indicam taxas de enraizamento de 75 % no escuro e de 0% com a presenca da luz.
Também Carlos (2014) obteve para a cv. ‘Chandler’, com nove dias de escuro e para o
cl.“Vlach’ com sete dias de escuro, taxas de enraizamento de respectivamente 85 e 78 %.

No que se refere a seleccdo do tipo de explantes colocados em enraizamento, este
factor depende de alguns critérios de selec¢do de qualidade em funcdo do aspecto visual.
McGranahan et al., (1987) para o hibrido ‘Paradox’ seleccionando explantes vigorosos
com 3 a 10 cm obtiveram mais de 90 % de enraizamento. No entanto, Vahdati et al. (2004)
indicam que explantes de menor dimenséo também poderdo ser enraizados.

Campos et al. (2017) analisaram as taxas de enraizamento do cl.”’Vlach’ comparando
explantes de origem basal e apical. Os primeiros apresentaram uma taxa de enraizamento
de 43 % e os segundos cerca de 75%.

No caso do gendtipo, a sua influéncia é determinante na capacidade de enraizamento
dos explantes. Diferentes ensaios no género Juglans assim o tém demostrado. Leslie et
al. (2006) comparando dezoito genotipos de hibridos ‘Paradox’, observaram uma elevada
variabilidade na capacidade de enraizamento, compreendida entre os 100 e os 0 % entre
os diferentes gendtipos. Vahdati et al. (2009) compararam as respostas de material
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estabelecido in vitro originario de plantas-méae de gendtipos de J. regia com alto e baixo
vigor. Foi verificado que as melhores taxas de enraizamento, assim como o0 maior nimero
médio de raizes se conseguiam nos genoétipos de baixo vigor.

Relativamente aos substratos, as primeiras propostas de formulacdes para esta fase
consistiam na utilizacdo de um substrato composto por um meio DKW gelificado com
Gelrite e vermiculite nas proporcgdes 250/200 (v/v) (Jay-Allemand et al., 1992). Ripetti et
al. (1994) referem um enraizamento de quase 100% em meio de expressdo radical DKW
(¥a macronutrientes) gelificado com gelrite e adicionado de vermiculite, na proporcao
160/200 (w/v) sem auxinas e na presenca de luz.

O sucesso da utilizagdo da vermiculite misturada no meio gelificado, deve-se a um
efeito que garante um bom arejamento e humidade, criando condi¢fes adequadas para
uma boa formacdo de raizes. Este € um aspecto fundamental para garantir a transicdo
adequada da parte aérea das plantas, das condic¢des in vitro para ex vitro.

Em todos os processos de enraizamento in vitro, 0 mesmo é feito em condicfes de
assepsia e as plantas produzidas séo transferidas de raiz nua para aclimatizacdo, situagéo
que compromete o sucesso dessa fase, pois, como serd referido no ponto relativo a
aclimatizacdo, o género Juglans € particularmente sensivel a transferéncia das condicdes
in vitro para ex vitro. Tendo em conta este aspecto, Carlos (2014) testou a utilizacdo de
substratos que permitissem o transplante dos explantes com raiz protegida num processo
de enraizamento ex vitro apds a inducdo radical. Os substratos utilizados foram Jiffy
Preformas®, pastilhas de turfa prensada, cubos de Ia de rocha, e comparados com o
procedimento mais comum estabelecido por Jay-Allemand et al. (1992), utilizando a
vermiculite e meio DKW gelificado, e em que o transplante é feito de raiz nua. Os
melhores resultados foram obtidos com substrato organico comercial com 78% de
enraizamento médio, significativamente superior ao método tradicional com vermiculite
com um enraizamento de 30%.

Peixe et al. (2015) indicam que um dos factores de sucesso para taxas de enraizamento
e consequente aclimatizagdo, € a utilizacdo de substratos que protejam a raiz e garantam

niveis de humidade adequados.
2.5.2.2.1.4. Aclimatizacéo

A aclimatizacdo é uma das fases mais sensiveis do processo de cultura in vitro para a

obtencéo de nogueiras. E nesta fase que ocorre a perda de um elevado nimero de plantas,
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aspecto que pode ter condicionado o interesse dos laboratorios comerciais de propagacéo
na multiplicacdo do género Juglans (Peixe et al.,2015).

Ha& vérios factores que influenciam as condi¢fes de cultura da nogueira nesta fase,
como as caracteristicas ambientais dentro dos recipientes onde se encontrava o material
vegetal in vitro e as caracteristicas morfoldgicas do género Juglans.

Relativamente ao factor ambiental da cultura in vitro, este é caracterizado por uma
atmosfera saturada, com fluxos fotonicos fotossintéticos inferiores a 150 umol m2 s, e
reduzidas trocas gasosas. Estas caracteristicas implicam condicGes especiais para 0S
explantes colocados em recipientes relativamente estanques ao ar, sendo que estas
condi¢des ambientais resultam na formacdo de explantes com morfologia, anatomia e
fisiologia anormais (Pospdsilova et al.,1999).

Do ponto de vista fisiologico, verifica-se que as elevadas taxas de transpiracdo das
plantas cultivadas in vitro estdo associadas ao funcionamento irregular do aparelho
fotossintético e desenvolvimento insuficiente da cuticula, cera cuticular e estomas
funcionais (Posposilova et al.,1999).

Com as caracteristicas ambientais de humidade relativa elevada dentro dos recipientes
de cultura in vitro a condicionar o comportamento fisiolégico das plantas, a fase de
aclimatacdo apresenta-se como critica. Assim, deve-se garantir uma transicdo gradual,
sem mudancas demasiado bruscas da fase in vitro para ex vitro, com o objectivo de evitar
desordens fisioldgicas associadas a desidratacdo dos explantes, que podem significar
perdas consideraveis (Bandeira et al., 2007).

Apos a transi¢do das condicGes in vitro, na fase de aclimatizagcdo ocorrem alteraces
morfolégicas como o espessamento da folha, alteracdo do nimero de cloroplastos e
diferenciacdo do mesoéfilo. Ocorrendo uma transicdo gradual, as anormalidades
fisiologicas podem ser reparadas nas condigdes ex vitro. O desenvolvimento da cuticula
e da regulacdo estomatica na transpiracdo estimulam assim a estabilizacdo do estado
hidrico da planta e seu normal funcionamento fisiolégico (Posposilova et al.,1999).

No que respeita as caracteristicas morfologicas do género Juglans, os cuidados a
adoptar na aclimatizacdo séo ainda mais importantes devido a aspectos anatomicos das
folhas deste género, implicando uma elevada susceptibilidade & sua desidratacdo (Vahdati
etal., 2019).

A epiderme apresenta metade da espessura comparativamente a plantas de estufa,
apresentando maior densidade de estomas por unidade de area de folha, maior abertura
estomatica com taxas de transpiracdo mais elevadas (Vahdati & Aliniaeifard, 2017).
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Deste modo, nos primeiros trabalhos de aclimatizacdo de nogueiras originarias de
cultura in vitro, e considerando a sensibilidade do processo, Driver & Suttle (1987)
patentearam um método de enraizamento directo de explantes tratados previamente com
auxinas. As plantas eram plantadas em viveiros cobertos com estufins e cobertas com
recipientes plasticos transparentes para a manutencao de humidades relativas elevadas e
reduzir a intensidade de luz. O método foi testado experimentalmente com sucesso, mas
n&o era eficiente para ser utilizado na producdo comercial (\Vahdati et al., 2004). Depois,
0 método de aclimatizacdo utilizado por Jay-Allemand (1992) foi uma mistura de
sistemas de nebulizacdo ultra-sonica com iluminacéo artificial.

Mais recentemente, Peixe et al. (2015) obtiveram 75% na aclimatizagdo de hibridos
‘Paradox’, cujo sucesso se deveu em parte a utilizagdo de um substrato protegendo as

raizes com condi¢des de humidade adequadas.

2.5.2.2.2. Microenxertia

A defini¢do de microenxertia € ampla e pode englobar técnicas em condi¢es in vitro
e em condi¢Oes ex vitro. Na primeira situacdo, € utilizado tanto para o enxerto como para
0 porta-enxerto, material vegetal em condices de assepsia e baseia-se no principio de
enxertar um meristema ou gomo num porta-enxerto de origem seminal ou clonal. No
segundo caso, a enxertia é realizada em condi¢Ges ndo assépticas em viveiro, estufa ou
condicdes de interior e consiste na utilizacdo de material vegetal de pequenas dimensdes
com o objectivo, por exemplo, de obter plantas destinadas ao transporte de longa distancia
(Hartmann et al., 2014).

Os trabalhos de Murashige et al. (1972), Navarro et al. (1975) e Navarro & Juarez
(1977) foram pioneiros na nova técnica de microenxertia in vitro com a finalidade de
efectuar a limpeza sanitaria de virus no género Citrus, tendo sido adaptada, entretanto, a
outras lenhosas (Navarro, 1988). Por exemplo, em Espanha, a utilizagcdo da microenxertia
permitiu obter dezasseis milhGes de plantas limpas de virus e instaladas em local
definitivo, possibilitando a melhoria qualitativa da inddstria de transformagé&o de citrinos
espanhola (Navarro & Juarez,1977; Navarro, 1988).

Deogratias et al. (1986) utilizaram a técnica para obter prunoideas (cerejeiras e
pessegueiros) limpas de virus. Foram alcangados resultados de 50 % de pegamentos das
enxertias dos apices meristematicos, provenientes de plantas na sua fase juvenil,
comparativamente aos 15 % (pessegueiro) e 20 % (cerejeira) de sucesso obtido com
material originario de plantas adultas. E referido que o tamanho do enxerto influenciou o
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sucesso do pegamento e que enxertos com dimensoes inferiores a 0,4 mm foram inviaveis.
Obteve-se 65% de sucesso em material de maiores dimensdes, no entanto a probabilidade
de obter plantas livres de virus aumentou @ medida que diminuiu o tamanho do enxerto.

Outros objectivos da técnica estdo associados a estudos de compatibilidade entre
enxertos e porta-enxertos, estudos histologicos e fisiologicos ou a producdo de plantas
dificeis de obter com técnicas classicas (Hussain et al., 2014).

Martinez-Gomez & Gradziel (2001) indicam a utilidade da técnica para o programa de
melhoramento da amendoeira, uma vez que permitiram ensaiar precocemente a
compatibilidade entre as diferentes cultivares e porta-enxertos. Estes autores testaram a
enxertia de gomos ndo abrolhados e abrolhados da cv. ‘Nonpareil” em porta-enxertos de
pessegueiro das cvs. ‘Nemaguard ’e ‘Nemared’ e no hibrido de pessegueiro e amendoeira
cv. ‘Hansen’. Verificaram que a utilizagdo de gomos ja abrolhados (69%) teve melhores
resultados relativamente aos ndo abrolhados (54%).Com o objectivo de investigar 0s
processos moleculares associados aos eventos fisiologicos apds a enxertia, Liu et al.
(2017) utilizaram a microenxertia em hibridos ‘Paradox’ transformados geneticamente.
Foi avaliada a estabilidade de um gene repdrter no porta-enxerto transformado e verificar
se ocorria translocacdo de ADN transformado para o enxerto nao transformado.
Verificou-se que ndo ocorreu translocagcdo de ADN, mas sim do transcrito do mRNA
modificado, do porta-enxerto para o enxerto.

Na propagacéo de material vegetal seleccionado, Millan et al. (2004) utilizaram clones
de pinheiro manso. Como porta-enxertos foram utilizados hipocétilos de duas semanas
germinados de semente em condigdes in vitro. O protocolo teve um sucesso geral de 43%.
Estes autores apontam a grande variabilidade de resultados associadas as técnicas de
microenxertia e que o material na fase juvenil é mais adequado que material mais velho
Ou por enraizar.

Para a propagacdo de eucaliptos, Bandeira et al. (2007), utilizaram porta-enxertos
oriundos de plantulas de Eucalyptus grandis e E. urophylla germinadas in vitro e como
enxertos, apices caulinares de dois clones de E. urophylla x E. grandis micropropagados.
Apos 50 dias de cultivo in vitro, as plantas foram transferidas para condigdes ex vitro,
verificando-se uma taxa 87 % de sobrevivéncia dos enxertos aos 70 dias, com bom vigor
no crescimento em altura.

Yildirim et al., (2013) com o objectivo de aumentar a eficiéncia da propagagdo da

amendoeira, ensaiaram a microenxertia em condigdes in vitro em trés cultivares, a
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‘Texas’, a ‘Ferrastar’ e a ‘Nonpareil’. A taxa de sucesso variou entre 83 a 100% em funcdo
da cultivar.

Em condicgdes de transi¢do entre in vitro e ex vitro, Leslie & McGranahan (1992)
referem a utilizacéo de enxertos de J.regia provenientes de cultura in vitro para a enxertia
em porta-enxertos seminais. Foi realizada enxertia de fenda, com utilizacao de parafilme
para a unido do ponto de enxertia, sendo as plantas tratadas com fungicida e mantidas em
estufa em ambiente com elevada humidade relativa durante algumas semanas, para uma
aclimatizacdo gradual. No entanto, estes autores ndo indicam dados relativos ao sucesso
do processo.

No caso de propagacéo de plantas ornamentais com elevado valor de mercado e com
objectivos de optimizacdo de processos produtivos, Pahnekolayi et al. (2019) ensaiaram
material de roseiras originario in vitro onde testaram diferentes meios de cultura e
materiais de unido da ligacdo. Os resultados indicaram boas perspectivas para a
optimizagdo de um protocolo para obtencdo de roseiras microenxertadas com elevada

qualidade sanitéria.

2.6. Influéncia da presenca de gomos e folhas no processo de formacédo de raizes
adventicias e na formacao das ligagdes vasculares na enxertia

Os meristemas apicais e as folhas jovens sdo locais primarios para a sintese das
auxinas, sendo que os processos de formacdo de raizes adventicias e de desenvolvimento
de novos tecidos vasculares estdo associados a processos fisioldégicos onde ha a
participacdo das auxinas (Taiz & Zeiger, 2010). Estas s@o translocadas por efeitos do
transporte polar, do apice para os pontos de enxertia e base das estacas, nos locais onde
decorrem respectivamente os processos de pegamento da enxertia e de enraizamento
adventicio (Hartmann et al., 2014).

Relativamente ao enraizamento, depois da descoberta e importancia das auxinas neste
processo, foi verificado que em determinadas espécies, estacas sem gomos ndo formam
raizes, mesmo quando tratadas com auxinas exdgenas, apesar de este comportamento ndo
ser generalizavel a todas as espécies. Assim, existem outras substancias, além das auxinas
que sdo sintetizadas nos gomos, folhas ou caules que intervém nos processos de
rizogénese. Uma das hipoteses sugeridas era a participacdo de cofactores como a
rizocalina (Hartmann et al., 2014), mas os fundamentos que sustentavam esta hipotese

tém vindo a ser ultrapassados.
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Porfirio et al. (2016) indicam que, os reguladores de crescimento como as auxinas
conjugam-se com substancias como aminoécidos, péptidos e proteinas, participam nos
processos fisioldgicos associados ao enraizamento adventicio, assim como as poliaminas
e enzimas oxidativas.

Nos processos de propagacdo por estacaria, o tipo de preparacdo do material vegetal
considerando, por exemplo a presenga ou auséncia de folhas, depende da espécie.

Giines (1999) ensaiou o enraizamento de estacas lenhificadas de J.regia sem folhas
no periodo de dorméncia. Foram utilizadas auxinas, e sem a presenca de folhas, ndo se
formaram raizes, verificando-se a formacdo de callus apenas na presenca de gomos
vegetativos. Neste trabalho, verificou-se que a presenca de folhas é determinante para a
formagcdo de raizes adventicias em nogueiras.

A remocdo dos gomos das estacas em determinadas espécies implica a paragem do
processo de formacdo de raizes como verificado, por exemplo, na propagacdo por
estacaria de pereira cv.’Old Home’, onde ndo se formaram raizes mesmo com a aplicagdo
de auxinas exdgenas (Hartmann et al., 2014).

No que respeita a formacdo de ligacGes vasculares, a capacidade que as plantas tém
em recuperar estas ligacOes, permite que a enxertia seja uma técnica de propagacéo de
plantas, na combinacdo de enxertos e porta-enxertos com determinadas caracteristicas de
interesse. Apds a ruptura e, ou, a quebra integral dos tecidos vasculares, o
restabelecimento dos feixes vasculares ird ocorrer através do callus formado por uma
massa de células totipotentes do parénquima, que permite unir enxerto e porta-enxerto
(Hartmann et al., 2014).

Os primeiros tecidos vasculares produzidos no callus sdo xilema de reparagédo e
floema. Estes novos tecidos sdo provenientes sobretudo da actividade do enxerto. A
quantidade inicial de xilema de reparacdo € sobretudo influenciada pela presenga de
folhas e caules no enxerto e ndo pelo porta-enxerto (Hartmann et al., 2014).

Apesar do conhecimento ja existente sobre a fisiologia associada a formacdo das
ligacbes vasculares, ainda existe alguma especulacdo relativamente ao papel
desempenhado por auxinas e outros reguladores de crescimento no processo de enxertia,
ndo sendo ainda totalmente clara, a compreensdo dos mecanismos fisiolégicos em
participam os reguladores de crescimento, na reconstituicao dos tecidos apés lesdes (Wulf
etal., 2019).

Melnyk & Meyerowitz (2015) sugerem que, apds o corte associado a enxertia, a

acumulacdo de citocininas no porta-enxerto e de auxinas no enxerto pode desencadear a
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expressao de genes associados as respostas de cicatrizacdo e formacdo de feixes
vasculares.

Sharma & Zheng (2019) referem o papel desempenhado por auxinas e citocininas em
alguns dos processos fisioldgicos associados a enxertia. Assim, as funcbes principais
associadas as auxinas estdo relacionadas com a divisdo, alongamento e diferenciacdo
celular. O transporte polar regula os niveis de auxinas na planta e encontra-se envolvido
no desenvolvimento do tecido do xilema. A distribuicdo da concentracdo das auxinas
revela-se assimétrica nas células adjacentes do xilema (células do periciclo) durante o
restabelecimento do enxerto. Relativamente as funcbGes associadas as citocininas é
referido que estas participam na regulacdo de processos de divisdo celular, crescimento
do apice, desenvolvimento do sistema vascular e crescimento das raizes. Estdo envolvidas
no desenvolvimento da unido do enxerto através da estimulacéo da proliferacdo do callus
no local da unido dos tecidos, ocorrendo a sua biossintese nos processos regenerativos

das lesdes dos tecidos.

33



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Material Vegetal
Como porta-enxerto foram utilizados explantes do hibrido ‘Paradox’ (J. hindsii x J.
regia) cl. “Vlach’ (Figura 1 A), com um minimo de 4 cm de altura e 4 a 6 folhas
desenvolvidas. Os explantes encontram-se estabelecidos em camara de cultura in vitro
em condigdes de assepsia de acordo com os procedimentos descritos por Carlos (2014).
Relativamente ao enxerto, foi utilizada J. regia cv. ‘Chandler’ com altura entre de 3 a
5 cm e 4 a 6 folhas desenvolvidas (Figura 1B). As condicdes de cultura sdo idénticas as

referenciadas para o cl. ‘Vlach’.

Figura 1. Material vegetal utilizado na microenxertia: (A) Porta-enxerto do hibrido ‘Paradox’ (J. hindsii x
J.regia) cl. “Vlach’; (B) Enxerto de J. regia cv. ‘Chandler’.

3.1.2. Meios de cultura

O meio de cultura utilizado na fase de multiplicacdo, para o cl. ‘Vlach’, e para a cv.
‘Chandler’, foi o0 meio basal DKW (Driver & Kuniyuki,1984) com micronutrientes 1,5x,
com 96 mg L de Fe-EDDHA, adicionado de 1mg L de BAP, 0,01 mg L* de AIB, 30
g L de sacarose, 200 mg L de caseina hidrolisada, 1 mg L de PPM e 2,5 g L? de
Gelgum ®, sendo o pH ajustado a 5,5 antes da autoclavagem.

O meio de cultura utilizado para a inducao radical do clone ‘Vlach’ consistiu na
formulagdo DKW com % macronutrientes, 96 mg L™ de Fe-EDDHA, adicionado de 3 mg
L de AIB, 30 g L de sacarose, 100 mg L de caseina hidrolisada, 2,5 g L™ de Gelgum

®, sendo o pH ajustado a 5,5 antes da autoclavagem.

3.1.3. Substratos/contentores de multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdo
Os substratos utilizados para a 12 fase de aclimatizagdo ex vitro foram os substratos

organicos comerciais Jiffy® Preformas VV8-Y, irradiados (Figura 2A). Para a segunda fase

34



de aclimatizacdo foram utilizados os substratos Jiffy® Grow Block, de dimensfes
50x50x50mm (Figura 2B).

Para a fase de multiplicag&o de cultura in vitro foram utilizadas caixas de polipropileno
SAC 02 ® 0118/120+0D118 autoclavaveis e reutilizaveis com um volume de 0,870 L.

Para a fase de inducdo radical utilizaram-se caixas de polipropileno SAC 02 ®
OV80+0VD80 autoclavaveis e reutilizaveis com um volume de 0,540 L.

Para as fases de enraizamento e aclimatizagdo foram utilizadas respectivamente caixas
de polipropileno SAC 02 ® TP3000+TPD3000, com capacidade para 20 unidades de
Jiffy® Preformas e SAC O2 ® TP4000+TPD4000, com volumes respectivamente de 3 L
e 4 L, com capacidade para 9 unidades de Jiffy® Grow Block, Coco RHP.

Figura 2. Substratos organicos utilizados na fase de enraizamento. (A) Jiffy® Preformas irradiados V8-Y;
(B) Jiffy® Grow Block, Coco RHP.

3.2. Métodos

Os procedimentos laboratoriais associados a propagacdo in vitro, enxertia e
aclimatizacdo decorreram no laboratério de melhoramento e biotecnologia vegetal da
Universidade de Evora.

O protocolo adoptado para a obtencdo de plantas microenxertadas considerou as
seguintes etapas:
12 Multiplicacdo e inducdo radical do porta-enxerto J. hindsii x J. regia cl.“Vlach’
22 Multiplicagdo de J. regia cv. ‘Chandler’
32 Microenxertia de J. regia cv. ‘Chandler’em J. hindsii x J. regia cl. ‘Vlach’

42 Enraizamento e aclimatizagéo das plantas

Os procedimentos relacionados com a testagem relativa a presenca do CLRV
decorreram no laboratdrio de virologia vegetal da Universidade de Evora.
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3.2.1. Preparacao dos meios de cultura in vitro

Os frascos e as tampas de polipropileno destinados a fase de multiplicacdo e
enraizamento foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C durante 50 minutos.

Para a preparacdo dos meios de cultura adicionaram-se, num baldo volumétrico de
5000 ml, agua destilada juntamente com as diferentes solu¢cbes mae de macronutrientes
DKW, micronutrientes DKW, Fe-EDHHA, vitaminas DKW, reguladores de crescimento,
sacarose, myo-inositol, caseina e PPM, agitando a solu¢do com um agitador magnético.
Perfez-se 0 volume do baldo volumétrico, transferiu-se para um copo graduado e
ajustando-se o pH a 5,5. Depois transferiu-se a solucdo para Erlenmeyers de 1000 ml
contendo o gelificante Gelam Gum®. A solucdo foi esterilizada em autoclave a 121°C
durante 20 minutos.

A distribuicdo dos meios de cultura de multiplicacdo e enraizamento foi realizada em
condicdes de assepsia, em camara de fluxo laminar horizontal. O meio foi distribuido nas
caixas, contendo cada uma, aproximadamente 90 ml no caso do meio de multiplicagéo, e

de 80 ml no caso do meio de enraizamento.

3.2.2. Esterilizacao e desinfeccdo de materiais

Os protocolos associados a distribuicdo de meio de cultura, etapas de preparacdo do
material vegetal relacionado com a multiplicacdo, indugédo radical e enxertia foram
efectuados em condicOes de assepsia em camara de fluxo laminar horizontal.

O material de corte e manuseamento dos explantes (pincas, bisturis) foi desinfectado
depois da sua utilizacdo pela imersdo em alcool a 70° e esterilizacdo por temperaturas a
250 °C, utilizando um esterilizador de esferas de vidro, mantendo os instrumentos no
esterilizador num periodo minimo de dois minutos. Para a garantia das condicdes de
assepsia, foi utilizado o etanol a 70° para a desinfecgédo das méos e da mesa de fluxo
laminar. Nas repicagens e operacdes de enxertia, 0 material vegetal foi preparado em cima

de folhas de papel esterilizadas em estufa a 180 ° C, durante 120 minutos.

3.2.3. Condicgoes de cultura

Os explantes do hibrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ e J. regia cv. ‘Chandler’ colocados em
meio DKW, foram mantidos em camara de crescimento (Walkin, Aralab®) entre 30 a 45
dias, em funcdo da evolucdo do alongamento dos explantes. As condic¢des de temperatura

foram 24° com luz e 22°C no escuro. O fotoperiodo compreendeu 16 h de luz, garantido
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por lampadas fluorescentes Osram L 36W/840 branco frio, com uma intensidade
luminosa de 110 +20 pmol m2s

Apos avaliacdo visual, foram separados os melhores explantes para passarem a fase de
inducdo radical, utilizando-se os restantes para reiniciar a fase de multiplicacdo. Na fase
da inducéo radical, permaneceram nos meios de inducdo por um periodo de 7 dias no

escuro, colocados em cAmara de crescimento com uma temperatura constante de 22°C.

3.2.4. Procedimentos de enraizamento, enxertia e aclimatizacéo

As operacdes de microenxertia efectuaram-se em camara de fluxo laminar horizontal,
mas sem necessidade de garantir condi¢des de assepsia, utilizadas na manipulacdo dos
explantes quando se destinam para a cultura in vitro. Este correspondeu ao momento da
transferéncia de condigdes in vitro para condicdes ex vitro.

A cv. ‘Chandler’ foi retirada do meio de multiplicagdo DKW e o cl. ‘Vlach’ foi retirado
do meio de enraizamento apds 7 dias no escuro. A escolha do material a enxertar implicou
a escolha por observacao visual dos explantes, de modo a que os didmetros de enxerto e

porta-enxerto fossem semelhantes (Figura 3).

Figura 3. Aspecto da selec¢éo dos explantes da cv. ‘Chandler’ destinados a enxertia.

O enxerto foi cortado com bisturi com cerca de 4-5 cm de comprimento contendo cerca
de 2 a 3 pares de folhas, tendo sido feito um corte em forma de V. O porta-enxerto foi
decapitado no apice, ficando com aproximadamente 3 cm (cerca de '; do explante) sendo

efectuado um golpe vertical, de modo a permitir a enxertia de fenda com incrustagéo de
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topo. Apos o enxerto previamente preparado, este foi inserido na fenda do porta-enxerto,
denominada enxertia de fenda com incrustagéo de topo (Figura 4).
No ensaio I, no tratamento 1 e 4 foram mantidos no porta-enxerto entre 3 a 4 folhas,

e no caso dos tratamentos 2 e 3, as folhas foram removidas.

Figura 4. Aspecto da enxertia em fenda com incrustagdo de topo da cv.‘Chandler’ com folhas no porta-
enxerto cl.“Vlach’ sem folhas.

A unido foi efectuada com recurso a ping¢as de microenxertia Brinkman, modelo PT3
@ 2,5 mm.

Para a primeira fase de aclimatizacdo, 0os microenxertos foram seguidamente
colocados a enraizar em Jiffy® Preformas, sendo que, na primeira fase de enraizamento
e pegamento de enxertia, foram colocados 20 plantas microenxertadas por caixa.

As caixas foram acondicionadas em camara crescimento de plantas (Fitoclima S600,
Aralab®) com as condicdes de temperatura de luz e escuro respectivamente, 26°C e 28°C.
O fotoperiodo foi 16 horas de luz, com intensidade luminosa de 100 +20 pmol m? s
emitida por lampadas fluorescentes Osram L 36W/840 branco frio.

O inicio da segunda fase de aclimatizacao, ocorreu 30 dias apds a enxertia (30 DAE),
tendo sido seleccionadas as plantas apresentando pegamento do enxerto e com raizes
(Figura 5) e as plantas com pegamento do enxerto e sem raizes visiveis no exterior do
Jiffy® Preformas.
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Figura 5. Planta microenxertada apresentando pegamento do enxerto e raizes.

Nesta fase, as plantas foram transferidas para o substrato Jiffy® Grow Block colocadas
em caixas de propileno SAC 02 ® TP3000+TPD4000 envoltas em filme plastico. Ao
longo da segunda fase, o filme plastico foi progressivamente aberto de modo a permitir a
aclimatizacdo gradual das plantas.

Durante 15 dias, foram mantidas as mesmas condi¢Ges ambientais da primeira fase.
No inicio da segunda metade desta fase as caixas foram transferidas e mantidas durante
15 dias em cadmara de crescimento (Fitoclima 12000 PHL, Aralab®). As temperaturas de
luz e escuro foram respectivamente 26 e 28°C. A humidade relativa manteve-se constante
em redor dos 80%. O fotoperiodo foi 16 horas de luz com uma intensidade luminosa de
210 pmol m? s garantido por lampadas fluorescentes Osram L 36W/840 branco frio.

No fim da segunda fase, e aos 60 DAE, foram contabilizadas as percentagens de
sucesso da aclimatizacao.

De seguida, as plantas foram transplantadas para vasos plasticos de 0,65 L contendo
como substrato, fibra de coco, perlite e vermiculite com uma proporgédo de 80/10/10 %.
Neste momento, a planta considerou-se aclimatizada e pronta a prosseguir para condi¢des
de estufa (Figura 6).
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Figura 6. Plantas envasadas e aclimatizadas no fim dos ensaios, aptas a prosseguir para condi¢des de estufa.

3.2.5. Deteccdo de Cherry leaf rol virus em material vegetal de nogueira
3.2.5.1. Inoculagdo mecéanica do controlo positivo

Para a obtengédo do controlo positivo de CLRV, foi feita a inoculagdo mecénica em
plantas de Nicotiana benthamiana utilizado material vegetal liofilizado de nogueiras
infectadas com o virus. Este material vegetal e proveniente dos EUA, foi gentilmente
cedido pelo Dr. Mysore Sudarshana de UC Davis, EUA.

Para a inoculagdo mecanica, foram macerados num almofariz de porcelana, os tecidos
liofilizados de nogueira, em tampdo 0,05 M fosfato de sédio, pH 6,0, e do abrasivo
carborundo. O extracto resultante foi inoculado mecanicamente nas folhas de N.
benthamina. Estas foram mantidas durante 2 semanas, numa sala com a temperatura

controlada (22-25°C) e fotoperiodo de 14 h garantida com lampadas fluorescentes.

3.2.5.2. Recolha e preparacdo das amostras de material vegetal do género Juglans
Foram recolhidas amostras de limbos das folhas de plantas do género Juglans de
diferentes proveniéncias. A tabela 4 apresenta a proveniéncia da origem do material
testado. O material testado com os cédigos CV e VV encontra-se estabelecido in vitro, e
0 material com os cédigos CVE e CAP respectivamente, localizado em estufa e pomar é

40



resultante de plantas propagadas provenientes de material estabelecido in vitro, sendo que
todo este material € de origem clonal. O material com o codigo CVVP é proveniente de
pomar com enxertos de origem desconhecida.

A testagem para a presenca do CLRV incidiu em dois controlos positivos, o material
de nogueira infectado liofilizado e de N. benthamiana inoculada mecanicamente e o
material vegetal em andlise, originario de cinco proveniéncias (duas amostras de campo,
uma amostra de estufa e duas amostras de cultura in vitro), com quatro repeti¢des por
proveniéncia, como se indica na tabela 4. O material para analise por proveniéncia foi
recolhido aleatoriamente de varios individuos formando uma amostra composta e também
aleatoriamente foram retiradas quatro fraccGes dessas amostras constituindo-se assim as

quatro repeticdes (réplicas bioldgicas) de cada proveniéncia analisada.

Tabela 4. Material vegetal testado para a presenca de CLRV.

Cadigo Material vegetal Proveniéncia

Controlo positivo
UC Davis (EUA)

Controlo positivo

CLRV  Material vegetal liofilizado de J. regia infectada com CLRV

Nb N.benthamiana inoculada com material vegetal liofilizado infectado . .
(Lab. Virologia)

cv J. regia cv. ‘Chandler’ estabelecida em cultura in vitro (C. crescimento)

\AY; J. regia x J. hindsii cl. “Vlach’ estabelecido em cultura in vitro (C. crescimento)

CVE J. regia cv. ‘Chandler’ enxertada em J. regia x J. hindsii cl. “Vlach’ (Estufa, Mitra)
CAP J. regia cv. ‘Chandler’ autoenraizada (Pomar, Espanha)

CVP J. regia cv. ‘Chandler’ enxertada em J. regia x J. hindsii cl.*Vlach’ (Pomar, Espanha)

Cada repeticdo consistiu em cerca de 10 g de material vegetal fresco, tendo sido
macerado num almofariz com azoto liquido, e posteriormente conservado a -80°C até a

sua analise.

3.2.5.3. Extraccao do RNA total
A extraccdo do RNA total foi feita com a utilizagdo das colunas do “RNeasy ® Plant
Mini Kit” de acordo com as instrucdes do fabricante. As centrifugacGes efectuadas

durante o processo de extraccdo foram feitas numa centrifuga de bancada refrigerada
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modelo “Himac CT15RE da Hitachi Koki Co. Lda”. A quantificagio RNA total foi
determinada no equipamento para quantificar acidos nucleicos “Quawell Q9000 Micro-

volume Spectrophotometers DNA/Protein analyzer .

3.2.5.4. Protocolo de RT-PCR para o diagnostico de CLRV

De cada RNA extraido foram utilizados 2 ul para a sintese do cDNA, o Kit utilizado
foi o “Thermo Scientic Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR”, de
acordo com as instrucbes do fabricante, tendo as incubacbes sido efectuadas no
equipamento “Thermo Statplus” da Eppendorf®.

A reac¢do de amplificagdo (PCR), num volume total de 50 pl foi realizada num
termociclador “BioRad My Cycler ® Thermal cycler - BioRad”, em que foram utilizados
2 ul de cDNA obtidos da reacgdo de transcrigdo reversa anterior, juntamente com 10 mM
Tris-HCI (pH 8,6), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 0,2 mM dNTPs (Fermentas,Waltham,
MA, USA), 0,25 uM de cada ‘primer’ nomeadamente, ‘CLVR-1F’ ¢ ‘CLRV2R’
(Pantaleo et al., 2001) e 2,5 U DreamTag DNA polymerase (Fermentas, Waltham, MA,
USA). As condicgdes de temperatura da reaccao foram: 95 °C durante 2 min, sendo seguida
de 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C e 1 min a 72°C, tendo a extensdo final sido feita
durante 10 min a 72°C.

Vinte ul dos produtos amplificados foram submetidos a electroforese em gel de
agarose 0,8%, preparado em tampdo TBE 0,5x (1x: 1M Tris-HCI, 0,83 M &cido bdrico,
10 mM EDTA, pH 7) com o corante GreenSafe Premium (NZY Tech). Como referéncia,
utilizaram-se marcadores com peso molecular conhecido (‘DNA Ladder 1kb plus’,
GIBCOBRL). A electroforese decorreu a voltagem constante de 90 V, a 33 miliamperes
durante uma hora. O resultado da electroforese foi observado num sistema de aquisi¢édo
de imagem “Smart 5 VWR®?”, tendo sido recolhidas as imagens da amplificacdo das

bandas de tamanho esperado para a presenca do CLRV com 431 pares de bases.

3.3. Delineamento experimental e analise de dados
Foi testada a enxertia de garfo em fenda com incrustacdo de topo, onde se analisou a
influéncia da presenca ou auséncia de folhas no enxerto e/ou no porta-enxerto, para o

sucesso da enxertia englobando o conjunto dos ensaios I e II.
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3.3.1. Ensaios I e 11

O objectivo do ensaio | foi 0 desenvolvimento da técnica de microenxertia para avaliar
0 enraizamento e pegamento dos enxertos, sendo a variavel em estudo a presencga ou
auséncia de folhas no enxerto e no porta-enxerto, na sua influéncia para o sucesso da
técnica.

Foram delineados quatro tratamentos de acordo com as combinacgdes apresentadas na
tabela 5.

Tabela 5. Tratamentos de enxertia com as combinac@es para a presenca ou auséncia de folhas.

Tratamento Combinacéao enxerto/porta-enxerto
T1 Cv.’Chandler’ sem folhas/clone ‘Vlach’ com folhas
T2 Cv.’Chandler’ com folhas/clone ‘Vlach’ sem folhas
T3 Cv.’Chandler’ sem folhas/clone ‘Vlach’ sem folhas
T4 Cv.’Chandler’ com folhas/clone “Vlach’ com folhas

O ensaio | foi instalado da seguinte forma:

1 cultivar x 1 porta-enxerto x 4 niveis do factor em estudo x 6 repeticdes
(Uma repeticdo corresponde a 10 plantas)

Relativamente ao ensaio Il, este teve como objectivo confirmar as taxas de sucesso
obtidas com o melhor tratamento utilizado no primeiro ensaio e consistiu na
microenxertia de uma maior quantidade de plantas em varias repeticdes ao longo de um
periodo de tempo definido de quatro meses.

Os ensaios consistiram na repeticdo do tratamento quatro do ensaio |, enxertando J.
regia cv.’Chandler’ com folhas no porta-enxerto ‘Paradox’cl.‘Vlach’ com folhas.

O ensaio Il foi instalado da seguinte forma:

1 cultivar x 1 porta-enxerto x 5 tempos de enxertia x 3 repeti¢des
(Uma repeticdo corresponde a uma caixa com 20 plantas)

A analise de dados foi efectuada recorrendo ao programa STATISTICA 12.0. Todos
os dados recolhidos foram submetidos a analise de variancia, seguida de analise de
comparacdo de meédias pelo teste de Fisher (LSD), com as diferencas significativas a

serem registadas para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaios I e 11

Foi avaliada a influéncia da presenca ou da auséncia de folhas no enxerto e porta-
enxerto, relativamente a capacidade de enraizamento deste Ultimo e ao sucesso da
enxertia. Como referido em materiais e métodos, a enxertia foi realizada em simultaneo
com o enraizamento, na transi¢do das condi¢des in vitro para ex vitro.

No caso do ensaio I, as observagdes sobre as taxas de pegamento da enxertia e
enraizamento do porta-enxerto foram realizadas 30 DAE, enquanto a taxa de sucesso das
plantas aclimatadas foi realizada aos 60 DAE.

Os resultados relativos ao sucesso da enxertia e ao enraizamento apresentam-se nas
figuras 7 e 8 respectivamente.

Verifica-se que ocorreram casos de sucesso de enxertia em trés dos quatro tratamentos

em analise (Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo do sucesso da enxertia nos diferentes tratamentos do ensaio I. As barras de erro
representam os valores da média e desvio padrdo, obtidos apds a analise de variancia. Letras diferentes
obtidas ap6s analise de comparagcdo de médias pelo teste de Fisher (LSD), representam diferencas

significativas entre grupos homogéneos para p<0,05.

Os melhores resultados foram obtidos no tratamento 4 (enxerto e porta-enxerto com

folhas), com 71,6% de sucesso da enxertia com diferencas significativas para os restantes
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tratamentos. Nos tratamentos 1 e 2, as percentagens de sucesso, foram respectivamente
26,6 e 41,6 %, sem diferencas significativas entre si, enquanto no tratamento 3, sem folhas
nem no enxerto nem no porta-enxerto, Ndo se conseguiu qualquer enxertia viavel.

Parece assim evidente que a presenca de folhas, no enxerto ou no porta-enxerto, ou em
ambos, foi um requisito obrigatdrio para a ocorréncia do pegamento da enxertia, sendo
de destacar que, a presenca de folhas em simultaneo no conjunto do enxerto e do porta-
enxerto, aumentou a eficiéncia do processo.

Num protocolo de enxertia com algumas semelhancas ao tratamento 2, Liu et al.
(2017) utilizando porta-enxertos ‘Paradox’ transformados geneticamente com um gene
reporter para avaliacdo da transmissdo de material genético entre biontes, realizaram a
enxertia em fenda utilizando enxertos com folhas e porta-enxertos sem folhas. Apds a
realizacdo da enxertia em condi¢des assépticas, as plantas foram colocadas novamente
em meio de cultura, sendo que o pegamento da enxertia foi avaliado apds 4 semanas. O
callus iniciou o seu desenvolvimento 3-4 DAE. A percentagem de pegamento foi quase
95%. Nos dados aqui apresentados, o tratamento 2 (enxerto com folhas e porta-enxerto
sem folhas) apresentou uma percentagem de sucesso de 41,6%, bastante inferior aos
obtidos por Liu et al., (2017). No caso do trabalho destes autores, a percentagem mais
elevada de pegamento podera ser explicada, porque, nesse caso apenas 0corre 0 processo
fisiologico de reconstituicdo dos feixes vasculares, ao contrario das condi¢cdes dos
presentes ensaios, em que decorre simultaneamente o processo de formacdo de raizes
adventicias. Deste modo, ha uma distribuicdo da energia do metabolismo fisiol6gico
repartido por estes dois processos. Existiram casos nos tratamentos 1 e 4, em que nao
ocorreu 0 pegamento da enxertia, apesar dos porta-enxertos continuarem viaveis e
mantendo os processos fisioldgicos de enraizamento. Uma das explicacfes possiveis do
insucesso podera dever-se a inexisténcia ou baixa producdo de callus de cicatrizagéo,
fundamental para o sucesso do pegamento, interrompendo o0 processo de reconstitui¢éo
das lesdes causadas no momento da enxertia.

Neste processo, ocorrem resumidamente, os eventos que seguidamente se descrevem.
Apbs a lesdo causada pelo corte, as células rompidas colapsam e as células intactas
préximas ao enxerto, unem-se. Formam-se polissacarideos, incluindo pectinas na unido
do enxerto, surgindo novas células de parénquima, produzindo o callus, preenchendo o
espaco entre os dois componentes. Ndo se completando este processo integralmente, a

enxertia ndo tem sucesso (Hartmann et al., 2014).
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Uma razdo associada a este insucesso podera ser a inadequada unido no ponto de
enxertia, sem que os tecidos cambiais do enxerto e porta-enxerto estejam adequadamente
interligados, tendo como consequéncia, a interrupcdo do processo da sequéncia de
eventos de reconstituicdo celular atras referida.

Outra razao podera ser de ordem fisioldgica. De acordo com o trabalho de Farsi et al.
(2016) em enxertia de nogueira, existem diferencas na actividade fisiologica do enxerto
e porta-enxerto. Estes autores analisaram o0s eventos que ocorrem durante o processo de
unido do enxerto da cv. ‘Chandler’, em enxertias de garfo durante o periodo de repouso
vegetativo, com o objectivo de identificar problemas associados a falhas na enxertia. Foi
verificada uma maior actividade de formacdo de células de callus no lado do porta-
enxerto e que no fim do periodo de trinta dias, as falhas de pegamento observadas,
estavam relacionadas com uma baixa producéo do callus de cicatrizacao.

Relativamente ao enraizamento, foi avaliado o sucesso deste processo no total dos
explantes (Figura 8), considerando as situacGes de pegamento e ndo pegamento do
enxerto.

Observam-se diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos cujos
porta-enxertos continham folhas e os que ndo continham. Os melhores resultados
ocorreram nos tratamentos 1 e 4 em que 0s porta-enxertos tinham folhas com valores
totais de enraizamento, respectivamente de 90 e 81,6 %. No caso do tratamento 2 sem
folhas no porta-enxerto a percentagem de enraizamento foi 26,6 % com diferencas
estatisticamente significativas para o tratamento 3, onde ndo ocorreu enraizamento e para
os tratamentos 1 e 4.

No caso do tratamento 1, a percentagem de pegamento do enxerto foi de 26,6 % e de
enraizamento de 90 %, significando que, apesar das baixas taxas de pegamento, a maioria
dos porta-enxertos enraizou. Apesar de ndo ter ocorrido o pegamento da enxertia, o porta-
enxerto manteve-se viavel, mantendo o seu crescimento, prosseguindo para fase de
aclimatizacdo, possibilitando assim a sua posterior utilizacdo para enxertia em condic¢oes
de viveiro ou local definitivo. Uma eventual explicagéo para os resultados obtidos nos
casos em que ha presenca de folhas no porta-enxerto, podera dever-se ao facto de, do
ponto de vista fisiologico, haver uma tendéncia para favorecer os processos de
enraizamento, que ja tinham sido iniciados na fase anterior da indugdo radical, em
detrimento do processo de reconstrucdo do callus de enxertia, fundamental para o

pegamento da mesma.
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Figura 8. Comparacéo do sucesso do enraizamento nos diferentes tratamentos do ensaio |. As barras de erro
representam os valores da média e desvio padrdo, obtidos ap6s a andlise de variancia. Letras diferentes
obtidas ap6s analise de comparagcdo de médias pelo teste de Fisher (LSD), representam diferencas

significativas entre grupos homogéneos para p<0,05.

Deve ainda destacar-se que, no tratamento 2, ndo ocorreu enraizamento do porta-
enxerto nas situacGes em que a enxertia ndo vingou, o que parece demostrar e reforcar a
importancia da existéncia de folhas no porta-enxerto para que ocorra o enraizamento
deste.

No caso do tratamento 3, também ndo existiu enraizamento, confirmando que, neste
caso, a presenca de folhas era fundamental para a continuidade dos processos fisiologicos
de formacdo de raizes adventicias.

No tratamento 4, ha casos de explantes em que a enxertia pegou, mas em que nao havia
raizes no porta-enxerto na altura das observacfes aos 30 DAE tendo enraizado
posteriormente. Deste modo, verificou-se um atraso no aparecimento das raizes
comparativamente aos padrées normais observados em ensaios prévios de enraizamento
dos porta-enxertos, que é de cerca de 21 a 28 dias ap6s a inducdo (dados ndo
apresentados).

Relativamente a aclimatizacéo foi avaliada a taxa de sucesso aos 60 DAE (Figura 9).

Apenas foram incluidos na analise explantes dos tratamentos 1, 2 e 4, ja que, no
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tratamento 3, se verificou ter ocorrido uma mortalidade de 100% e por isso ndo seguiram

plantas para esta fase.
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Figura 9. Comparacéo do sucesso da aclimatizagio aos 60 DAE nos diferentes tratamentos no ensaio I. As
barras de erro representam os valores da média e desvio padréo, obtidos ap6s a analise de variancia. Letras
diferentes obtidas ap6s andlise de comparacéo de médias pelo teste de Fisher (LSD), representam diferengas

significativas entre grupos homogéneos para p<0,05.

Os melhores resultados obtiveram-se nos tratamentos 1 e 2 com 88% de sucesso
seguidos do tratamento 4 com 83,2%. A taxa média de sucesso rondou os 86,4 %, sem
diferencas significativas entre os tratamentos.

O sucesso obtido nesta fase esta relacionado com varios aspectos, destacando-se as
condiges relacionadas com o processo de enraizamento e as condi¢des de aclimatizacéo.

No que respeita ao processo de enraizamento na subfase de expresséo radical, ha dois
métodos possiveis, por exemplo, um deles considera condi¢des de enraizamento in vitro,
como no trabalho de Jay-Allemand et al. (1992), e o outro, considera condig¢oes
enraizamento ex vitro, tal como proposto por Carlos (2014).

No caso dos presentes ensaios, logo ap0os a pratica da microenxertia, os explantes
foram colocados em enraizamento num substrato organico com a adopg¢do do

procedimento de enraizamento ex vitro, para que a expressdo radical decorra em
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condicdes de raiz protegida. Neste momento, ocorre a primeira mudanca associada a
transicdo das condiges in vitro para ex vitro, e em que o material vegetal deixa de estar
em condicBes de assepsia total. Os explantes transitam para condi¢des mais proximas
daquelas vao encontrar em condi¢des de estufa ou exterior. O enraizamento ex vitro, neste
caso apresenta-se com uma vantagem substancial, comparativamente aos processos
classicos de enraizamento in vitro. Com a utilizagao de um substrato organico que garante
a proteccdo da raiz & medida que decorre a expressao radical, é antecipado o processo de
aclimatizacdo comparativamente ao processo de enraizamento in vitro com raiz
desprotegida, como proposto por Jay-Allemand et al. (1992). Por exemplo, no método
proposto por estes autores, com a utilizacdo da combinacdo de vermiculite e meio
gelificado com DKW, h4 o grande inconveniente de manipular as plantas enraizadas com
a raiz desprotegida, aumentando os riscos de danos e perdas na transferéncia para as
condicdes de viveiro ou para o envasamento. Podera especular-se que, caso se utilizem
métodos de enraizamento in vitro com raiz desprotegida, que a técnica apresentada neste
trabalho, seja inviavel, devido a sensibilidade do género Juglans no que diz respeito a
manipulacdo e exposi¢do das raizes aquando das transicdes realizadas na fase de
aclimatizacao.

Relativamente as condi¢cdes ambientais, deve destacar-se que a aclimatizacdo é uma
das fases mais sensiveis dos processos de obtencdo de nogueiras com técnicas de cultura
in vitro (Payghamzadeh & Kazemitabar,2011). As dificuldades na aclimatizacdo das
plantas nesta fase estdo relacionadas com as caracteristicas morfolédgicas das folhas, como
a menor espessura da epiderme, maior densidade de estomas por unidade de area de folha
e maior abertura estomatica, com taxas de transpiracdo altas, implicando uma elevada
susceptibilidade a desidratacao das folhas (Vahdati & Aliniaeifard, 2017).

Aliadas a estas dificuldades, adicionam-se as exigéncias ambientais necessarias ao
sucesso da enxertia, pois a técnica utilizada nos ensaios é executada na fase critica de
transicdo das condicdes in vitro para as condi¢cdes ex vitro. Deste modo, o controlo das
condi¢Bes ambientais adequadas é fundamental para o sucesso na aclimatizacdo das
plantas microenxertadas.

No caso dos presentes ensaios, a utilizagdo de caixas que foram progressivamente
abertas no interior das camaras de crescimento com controlo de temperatura, humidade e
fotoperiodo permitiu a estabilidade das condigdes ambientais, evitando a desidratacéo das
folhas. Assim, foi garantida uma transi¢éo adequada das condices in vitro para condi¢Oes
ex vitro, apés o fim da primeira fase de aclimatizagdo (30 DAE) em que as caixas
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permaneceram fechadas com elevadas condi¢cbes de humidade relativa. Este
procedimento permitiu uma percentagem de aclimatizacdo eficiente aos 60 DAE com
uma média 86,4 % de sucesso.

Com o objectivo de validar os resultados obtidos no tratamento 4 (enxerto e porta-
enxerto com folhas) do ensaio I, foram realizadas repeti¢cGes temporais desse tratamento,
(Ensaio 1) tendo sido quantificado em cada tempo o sucesso da enxertia aos 30 DAE
(Figura 10), e da aclimatizacdo aos 60 DAE (Figura 11). Verificou-se que ndo existiram
diferencas estatisticamente significativas nas repeticdes ao longo do tempo, sendo que 0s

resultados de sucesso da enxertia variaram entre os 73,3 e 0s 91,6 % (Figura 10).
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Figura 10. Comparagdo do sucesso da enxertia nos diferentes tempos no ensaio Il. As barras de erro
representam os valores da média e desvio padrdo, obtidos ap6s a analise de variancia. Letras diferentes
obtidas ap6s andlise de comparacdo de médias pelo teste de Fisher (LSD), representam diferengas
significativas entre grupos homogéneos para p<0,05.

Os resultados médios globais de sucesso foram 84,6 %, e comparativamente ao
resultado de referéncia de 71,6% do tratamento 4 do ensaio |, foram melhorados.

Relativamente a aclimatizacdo aos 60 DAE (Figura 11), existiram apenas diferencas
significativas entre a segunda e terceira repeticdo temporais, cujos motivos sdo
desconhecidos uma vez que a metodologia de trabalho e as condigGes ambientais foram
sempre idénticas e estaveis. O valor médio de aclimatizagdo foi 76,3 %.

50



Comparativamente as técnicas tradicionais, os resultados obtidos com a técnica de

microenxertia apresentaram estabilidade ao longo do periodo temporal em analise.
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Figura 11. Comparacdo do sucesso da aclimatizacdo ao 60 DAE nos diferentes tempos no ensaio Il. As
barras de erro representam os valores da média e desvio padrdo, obtidos ap6s a analise de variancia. Letras
diferentes obtidas ap6s andlise de comparacéo de médias pelo teste de Fisher (LSD), representam diferencas

significativas entre grupos homogéneos para p<0,05.

Os resultados globais de sucesso de enxertia de 84,6 % sdo superiores, por exemplo,
aos resultados de enxertia de placa, com pegamentos de 16 % (Solar et al., 2001), da
enxertia de gomo destacado, com 19% (Ebrahimi et al., 2007), da enxertia de garfo em
cunha com taxas de 20 a 32% (Barut, 2001), da enxertia garfo em fenda inglesa realizada
no campo, com valores entre 50 a 70% (Achim & Botu, 2001), e da enxertia dmega com
67 a 71 % (Dehghan et al., 2010).

Da aprendizagem associada a este processo, importa evidenciar alguns aspectos como
a preparacdo do material para a enxertia e alguns requisitos e condic¢des de trabalho
necessarias.

Relativamente a preparacdo que os explantes seleccionados para a enxertia, estes
deverdo ter no minimo 3 cm de comprimento, com um adequado distanciamento dos

entrenos, que deve ser superior a 0,5 cm, porque, quando é efectuado o corte em V, a
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presenca de gomos muito perto uns dos outros, dificulta a operagdo, inviabilizando a
existéncia de um corte regular.

Quanto aos requisitos e condicdes, deve ter-se em consideracao que a microenxertia
requer uma manipulacdo rapida e meticulosa de tecidos bastante sensiveis a desidratacao
e oxidacao. Para 0 seu sucesso, a sua realizacéo requer especializacao e experiéncia.

O trabalho associado é condicionado por diversos aspectos relacionados com a
envolvente do local de trabalho associados com a ergonomia, como por exemplo, as
posturas do corpo nomeadamente as costas e 0s gestos repetitivos com a mao.

As condi¢cdes de iluminacdo, assepsia e ruido no laboratério influenciam o
desempenho do trabalhador que executa as operacdes de enxertia. As boas condigdes do
local devem garantir o conforto, higiene e seguranca do trabalhador. Os gestos repetitivos,
o0 tempo de permanéncia sentado e o esforco da vista na execucdo de tarefas minuciosas,
sdo as maiores condicionantes a execucdo de tarefas no fluxo laminar. Assim sendo, 0s
protocolos devem ser simples, de modo a evitar gastos de tempo desnecessarios em
tarefas supérfluas.

A natureza do material herbaceo bastante sensivel dos explantes de nogueira
provenientes de condic¢des in vitro requer a manipulacéo cuidadosa com as maos exigindo
aptiddes associadas a concentracao e a seguranca dos gestos. Tal como referenciado por
Obeidy & Smith (1991), a habilidade do operador € um dos factores mais importantes no
sucesso da microenxertia.

N&o foi objectivo deste trabalho a avaliacdo econdmica das operacfes, mas uma
comparacdo dos custos de operacdo entre as técnicas tradicionais e as técnicas de
laboratério, serd um aspecto relevante futuro na op¢do de escolha para 0 método de
enxertia mais eficiente, assim como para a determinacdo adequada do real custo de

obteng&o das plantas.

4.2. Testes de diagndstico de Cherry leaf rol virus aplicados ao género Juglans

As inoculagdes resultantes do material liofilizado de nogueira infectada com CLRV
em N. benthamiana mostraram sintomatologia sugestiva de infeccdo viral. Os sintomas

observados evidenciavam necroses localizadas (Figura 12).
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Figura 12. Em destaque, os sintomas de infeccdo com CLRY com necroses localizadas no limbo das folhas

de N. benthamiana

Apbs a amplificacdo, verificou-se pela observacdo em gel de agarose, da banda com o
tamanho esperado de cerca de 431 pb, correspondente aos controlos positivos, obtidos de

material vegetal infectado (Figura 13).
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Figura 13. Anélise dos produtos amplificados por PCR, para identificacdo de isolados de CLRV: 21-
CLRV,22-Nb, CN- Controlo negativo de PCR.M — ‘DNA Ladder 1kb plus’ (GIBCOBRL). A seta indica a
banda correspondente ao produto de amplificacdo esperado (431 pb).

Relativamente & quantificacdo de RNA total (Tabela 6), o material de consisténcia
herbacea estabelecido in vitro apresentou maiores quantidades e melhor qualidade,
verificada pelos valores da razdo 260/280. Pelo contrario, o material originario de plantas
mais lenhificadas estabelecidas em pomar, apresentou menores quantidades e pior

qualidade.
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Estes dados sugerem que a elevada quantidade de compostos fendlicos em tecidos
lenhificados poderéo dificultar o processo de extrac¢do. Tendo-se verificado, em plantas
de caracteristicas mais herbaceas uma maior quantidade detectdvel para testes de
diagnostico para a presenca de virus. As folhas do genero Juglans contém quantidades
elevadas de diferentes compostos fendlicos como &cidos fendlicos ou, naftoquinonas
como é o exemplo da juglona (Cosmulescu et al., 2014), que s8o compostos que
interferem numa boa extraccdo de RNA total.

Tabela 6. Quantificacdo de RNA total e razdo &cido nucleico/proteina obtidos nas amostras de material

vegetal de Juglans sp.

Material S Razdo Acido nucleico/Proteina
vegetal Proveniéncia RNA total ng/ pL. 260/280

Controlo positivo

CLRV' " Davis (EUA) 39,7 16
N.b Controlo positivo
’ (Lab. Virologia, 26,1 1,9

Mitra)

cv (C. crescimento, 339 934 640 281 21 21 2 2.1
Mitra)

vV (C. crescimento, 26 288 261 187 18 2.1 2.1 2
Mitra)

CVE (Estufa, Mitra) 153 107 20 68 2 2 22 2

CAP (Pomar, Espanha) 72 24 18 13 2 1,9 1,6 1,7

CVP (Pomar, Espanha) 34 20 17 26 1,8 1,7 1,7 1,8

Assim sendo, a probabilidade de detectar o RNA viral serd maior em material vegetal
de proveniente de cultura in vitro comparativamente ao proveniente de plantas ja com
caracteristicas lenhosas.

Os resultados observados no gel de agarose, mostram a banda referente ao tamanho
esperado de 431 pb para os controlos positivos, do material vegetal de nogueira liofilizado
e de N. benthamiana infectada (Figuras 14 e 15). Quanto ao material vegetal de nogueira
testado, das cinco proveniéncias que foram analisadas, surgiram seis amostras com

resultado positivo (Tabela 7).
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Figura 14. Anélise dos produtos amplificados por PCR, para identificacdo de isolados de CLRV:1-CVEL,
2-CAP,3-CV1, 4-VV1, 5-CVP1, 6- CVP2, 7-CVE2, 8-CAP2, 9-CV2, 10-VV2, 11-CVP3, 12- CVE3, 13-
CAP3, 14- CV3, 15-CVE4, 16-CAP4, 21-CLRV,22-Nb, CN- Controlo negativo de PCR. M — ‘DNA
Ladder 1kb plus’ (GIBCOBRL). A seta indica a banda correspondente ao produto de amplificagdo esperado
(431 ph).
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Figura 15. Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identificacdo de isolados de CLRV: 17-CV4,
18-VV3, 19- CVP4, 20-VV4, 21-CLRV, 22-Nb, CN- Controlo negativo de PCR. M — ‘DNA Ladder 1kb
plus’ (GIBCOBRL).A seta indica a banda correspondente ao produto de amplificacdo esperado (431 pb).
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Tabela 7. Resultados para a presenca de CLRV no material vegetal de Juglans sp. testado.

N° Amostra PCR Abreviatura Proveniéncia Presenca de virus
1 CVE1l Estufa -
2 CAP1 Pomar -
3 Cv1l C.Crescimento in vitro -
4 VV1 C.Crescimento in vitro -
5 CVP1 Pomar -
6 CVvP2 Pomar -
7 CVE2 Estufa -
8 CAP2 Pomar -
9 Cv2 C.Crescimento in vitro -
10 VV2 C.Crescimento in vitro -
11 CVP3 Pomar -
12 CVE3 Estufa -
13 CAP3 Pomar -
14 Cvs C.Crescimento in vitro -
15 CVE4 Estufa +
16 CAP4 Pomar +
17 CVv4 C.Crescimento in vitro +
18 VV3 C.Crescimento in vitro +
19 CVP4 Pomar +
20 VV4 C.Crescimento in vitro +
21 CLRV Controlo positivo +
22 Nb Controlo positivo +
23 CN Controlo negativo da PCR -

Saliente-se no entanto que, 5 das 6 amostras positivas foram detectadas numa das
quatro repeticdes do material avaliado (repeticdo 4), independentemente da sua
proveniéncia. Ora, esta € uma situacdo altamente improvavel se tivermos em conta que
cada repeticdo foi formada por uma fraccdo retirada aleatoriamente de uma amostra
global, obtida também ela de um conjunto aleatério de plantas, tal como explicado em
material e métodos.

De qualguer modo, a confirmarem-se estes resultados, que evidentemente necessitam
de uma confirmacdo e uma analise mais aprofundada, a justificacdo para que existam
amostras positivas em material de origem clonal obtido por micropropagacao, podera ser

pelo facto do material vegetal de proveniéncia para o estabelecimento da cultura in vitro
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estar infectado com CLRV. Neste caso, importa destacar, que o processo de desinfec¢édo
é ineficiente na eliminacdo de virus em tecidos vegetais (Canhoto,2010).

Relativamente a presenca de amostras positivas e negativas no mesmo tipo de material
amostrado, esta podera ser explicada pela irregular distribuicdo dos virus nas plantas
lenhosas (Martelli 1999).

Na mesma arvore, diferentes tecidos podem estar infectados e outros ndo, sendo que
CLRV encontra-se sobretudo nos feixes vasculares do floema de tecidos lenhificados
(Vourinen et al., 2011).

Ao longo dos ultimos anos tém vindo a ser relatados problemas de incompatibilidade
no médio e longo prazo (periodo superior a 10,15 anos) nas enxertias de J. regia em porta-
enxertos do grupo de nogueiras negras (Mircetich & Rowhani, 1984; Ozturk et al., 2008;
Aleta & Rovira, 2014; Ferreti et al., 2007). Estes problemas estdo associados a presenca
de CLRV, dificeis de detectar no género Juglans, pois as plantas permanecem
assintomaticas nos primeiros anos, surgindo apenas problemas de incompatibilidade,
posteriormente com o desenvolvimento da doenca da linha negra (Ferreti et al., 2007).

As amostras positivas obtidas no presente trabalho indiciam a presenca de CLRV no
material vegetal de Juglans testado. A deteccao precoce de material infectado com o virus
é, deste modo, essencial para a futura seleccdo de material destinado a trabalhos de
limpeza sanitaria com o objectivo de propagar material isento deste virus.

O comeércio internacional de plantas, estd associado a disseminacdo de pragas e
doencas entre regifes e paises diferentes. Um dos métodos de mitigar este problema
sanitario, é a regulamentacdo dos estados com a publicacdo de legislacdo que impde
normas sanitéarias nas actividades de producdo e comércio viveirista. Em Portugal, no
caso de J. regia, de acordo com o decreto-lei n° 82/2017, de 18 de Julho (Diério da
Republica, 2017) que regula a producédo, controlo, certificacdo e comercializacdo de
fruteiras, o CLRV é um dos organismos nocivos para o qual é necessaria amostragem e
analise para determinar a sua presenca. No entanto, sem a adopcao de praticas preventivas
de disseminacdo de pragas e doengas no sector viveirista e sem uma adequada
fiscalizacdo, a producéo de legislacdo por si so, ndo resolve o problema.

Conhecendo o historico do problema da doenca da linha negra causada pelo CLRV
nos Estados Unidos e na Europa, com a utilizacdo da combinacédo de enxertos de J. regia
em espécies e hibridos do grupo das nogueiras negras, € espectavel que ocorra o problema
em breve em Portugal. O virus e a doenca ja foram referenciados em Espanha (Aletd &
Rovira, 2014), aumentando assim a probabilidade da propagacdo do virus na Peninsula
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Ibérica, tendo como agravante a sua facil disseminacéo através de pdlen proveniente de
plantas infectadas (Jones, 2014).

Assim, o0 sector viveirista nacional deve adoptar medidas que evitem a disseminacéo
em larga escala da propagacdo da doenca, procurando reduzir a probabilidade de
comercializar nogueiras infectadas. A utilizacdo de material de propagacéo originario de
cultura in vitro, analisado e certificado como isento de virus cumprindo a legislacdo
portuguesa, pode apresentar-se como uma garantia, comparativamente as plantas obtidas
com métodos tradicionais. Esta medida podera atenuar nos pomares a propagacao do virus
sobretudo nas novas areas de expansao da cultura. Deste modo, evitar-se-ia a utilizacdo
de material infectado proveniente do campo com o virus, destinado a enxertia de plantas
em viveiro ou em local definitivo.

Existe a espectativa de que no futuro, estejam disponiveis no mercado porta-enxertos
tolerantes ao virus, uma vez que é um dos objectivos do programa de melhoramento da
Universidade da California (Leslie et al., 2017). A sua utilizagdo podera ser uma solucéo,
mas ndo no curto prazo, pois actualmente estes tipo de porta-enxertos ndo se encontram

disponiveis comercialmente na Europa.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O principal objectivo de avaliar a possibilidade de efectuar a microenxertia da nogueira
com sucesso numa fase precoce do processo de propagacdo foi alcancado. Os ensaios
realizados, apresentam-se como uma abordagem pioneira a utilizacdo da técnica da
microenxertia com material vegetal do género Juglans proveniente de cultura in vitro em
Portugal. Os resultados obtidos nos ensaios sobre microenxertia permitem concluir que a
técnica proposta apresenta boas perspectivas para a producdo de nogueiras
microenxertadas.

Os principais aspectos a destacar destes ensaios sdo 0s seguintes:

- O protocolo de obtencdo do porta-enxerto cl.“Vlach’ é bastante satisfatorio nas fases
de multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdo. No entanto, para a obtencdo de enxerto
da cv. ‘Chandler’, as fases de multiplicacdo e alongamento ainda ndo garantem a
disponibilidade de material de enxertia de um modo regular.

-Do ponto de vista da execucdo dos ensaios, verificou-se que um dos aspectos
determinantes, é a rapidez de execucdo das operacdes de enxertia, de modo a evitar a
desidratacdo das plantas provenientes de condigdes in vitro antes de prosseguirem para
condigdes ex vitro.

-O controlo das condigdes ambientais na aclimatiza¢cdo, nomeadamente a manutengéo
de temperaturas estaveis entre 27, 28 °C e humidade relativa elevada é essencial para o
sucesso da enxertia.

-A utilizacdo desta técnica permite a obtencdo de plantas num periodo inferior a um
ano, para a plantacdo em local definitivo, reduzindo o tempo necessério para obtencéo de
uma nogueira enxertada. Deste modo, seria dispensavel a transferéncia para viveiros em
estufa ou campo aberto, para efectuar a enxertia das plantas com recurso a técnicas
convencionais, que se traduzem em longos periodos de tempo cerca de dois a trés anos.

-No despiste para a presenca de CLRV surgiram amostras de material vegetal de todas
as proveniéncias (campo, estufa e cultura in vitro), suspeitas de ser positivas, pelo que,
dada a natureza exploratoria do presente trabalho justificam uma analise mais detalhada
a posteriori.

Algumas das perspectivas e linhas de orientacdo futuras dos trabalhos de propagacao

em nogueiras podem resumir-se nos seguintes aspectos:
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-Ajustar as condicdes de crescimento da cv. ‘Chandler’ relativamente as fases de
multiplicacdo e alongamento de modo a aumentar a disponibilidade de material in vitro
para enxertia.

-Quantificar os custos de producéo por planta microenxertadas e compara-los com os
custos do sector viveirista que utiliza as técnicas classicas.

-Equacionar-se a possibilidade do estabelecimento de cultivares de J. regia diferentes
da cv. Chandler e porta-enxertos diferentes do cl. ‘Vlach’. Apesar do sucesso da
combinacdo cv. ‘Clandler /cl.’Vlach’, limitar a oferta de mercado apenas a uma
combinacdo de enxerto e porta-enxerto, podera condicionar determinadas opcdes na
plantagdo dos pomares de nogueira.

-Efectuar o acompanhamento do comportamento agronémico de nogueiras
microenxertadas no campo (parametros de crescimento, periodo de juvenilidade,
produtividade e sanidade).

-RepeticOes da testagem para despistar a existéncia de CLRV, com uma avaliacdo mais
detalhada, com o aumento da amostragem no material estabelecido in vitro, com o
objectivo de identificar e seleccionar explantes isentos de virus, e a partir dessa selec¢éo,

garantir a multiplicacdo de material com qualidade sanitéria.
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