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Melhoramento genético de castanheiro.
Selecao e propagacao de clones melhorados
com resisténcia a doenca da tinta

para utilizacao como porta-enxertos

Do programa de melhoramento genético do castanheiro, iniciado pelo INIAV em 2006, foram
selecionados clones com resisténcia a doenca da tinta. Os novos clones, com entrada prevista
no mercado para 2020/2021, sdao propagados em larga escala, por micropropagacao e estacaria.
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O programa de melhoramento
genético

O INTAV iniciou em 2006 um programa de
melhoramento genético para a resisténcia a
doenca datinta do castanheiro, causada pelo
oomiceta Phytophthora cinnamomi Rands,
baseado em cruzamentos controlados en-
tre a espécie europeia, Castanea sativa Mill,
muito sensivel ao agente patogénico, e as
espécies asidticas resistentes: Castanea
crenata Siebold & Zucc (castanheiro japo-
nés) e Castanea mollissima Blume (casta-
nheiro chinés). O objetivo seria a introgres-
sdo de genes de resisténcia das espécies
asidticas na espécie europeia, produzindo-
-se, deste modo, uma geracdo segregante
entre os dois progenitores, desde indivi-
duos sensiveis a individuos mais resisten-
tes (Costaet al., 2011). Este programa possui
uma vertente aplicada, que tem como objeti-
vo selecionar e produzir uma nova geracio
de porta-enxertos de castanheiro, com re-
sisténcia melhorada a doenca da tinta, com
“pedigree” e entidade genética determi-
nada, para, com a sua entrada no mercado
brevemente, impulsionar o setor produtivo
da castanha. O mercado nacional e europeu
possuem um elevado défice de material ve-
getal melhorado de castanheiro. Os clones
comercializados em Portugal sio prove-
nientes dos programas de melhoramento
dos anos 60 do século XX, pouco adaptados
as condic¢des de clima atuais.

A produtividade (toneladas/hectare) dos

soutos portugueses é menos de metade
do valor potencial, para o que muito con-
tribui o elevado défice em materiais ve-
getais melhorados para a resisténcia as
principais doencgas. A tinta, provocada por
Phytophthora spp, continua a ser a principal
ameaca para o castanheiro. A luta quimica,
que foi sendo utilizada nas ultimas déca-
das, tem provado nio ser nem eficaz, nem
ambientalmente aceitdvel. Por outro lado,
nio existe controlo biolégico disponivel,
como existe para o cancro, provocado pe-
lo fungo Cryphonectria parasitica (Murr.)
Barr., através da hipoviruléncia, ou para a
praga da vespa-das-galhas-do-castanheiro,
provocada por Dryocosmus kuryphilus
Yasumatsu, através do parasitoide Torymus
sinensis Kamijo.

A selecdo dos novos clones foi efetuada da
seguinte forma: as raizes das plantas obti-
das dos cruzamentos controlados (descen-
déncias de irmios completos) foram ino-
culadas com o agente patogénico causal da
doenca da tinta, Phytophthora cinnamomi,
escolhendo-se os individuos mais resisten-
tes (Santos et al., 2017). Os novos clones
vém sendo propagados em larga escala, por
micropropagacio e estacaria, na unidade
piloto de experimentacdo do castanheiro
do INIAV, em Marvio, financiada pelo Pro-
grama Alentejo 2020, no ambito do projeto
NEW Cast Rootstocks (https://projects.
iniav.pt/NewCastRootstocks).

Propagacao de clones melhorados.
Micropropagacao e estacaria

A micropropagacao é uma técnica que
consiste no crescimento de plantulas em
condicdes de assepsia, dentro de recipien-
tes contendo meios de cultura gelificados,
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com todos os nutrientes, vitaminas e regu-
ladores de crescimento necessarios ao seu
desenvolvimento. Consiste em diferentes
etapas, nomeadamente: (1) estabelecimento
in vitro, a partir de gemas axilares; (2) mul-
tiplicacdo, onde se produzem milhares de
copias do mesmo gendtipo (clonagem); (3)
alongamento, fase onde as plantas atingem
maior porte e vigor; (4) enraizamento e (5)
aclimatizagio ex vitro (Figura 1).

Figural - Micropropagacao de clones melhorados de castanheiro

A fase mais critica deste processo corres-
ponde a aclimatizagio, uma vez que as plan-
tas in vitro encontram-se em condi¢des he-
terotréficas; tém todos os nutrientes, vitami-
nas e hormonas disponiveis e necessarios ao
seu desenvolvimento, no meio de cultura e a
humidade relativa dentro dos recipientes de
cultura é préxima da saturacdo (100%). Ao
passar para as condi¢des ex vitro, a humida-
de reduz-se para niveis de cerca de 55%-60%
e as plantulas passam a comportar-se como
autotroficas, sintetizando os nutrientes atra-
vés da fotossintese. A baixa sobrevivéncia
que, por vezes, se observa durante a aclima-
tizacdo de plantas regeneradas, através da
micropropagacao, tem sido atribuida, entre
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varios fatores, a baixa capacidade do apare-
lho fotossintético.

O protocolo de micropropagacio foi sen-
do otimizado. Nas etapas de multiplicacao
e alongamento utilizam-se dois meios de
cultura: Murashige & Skoog (Murashige &
Skoog, 1962) e Woody Plant Medium (Lloyd
& McCown, 1980) que se vio alternando, e
hormonas do grupo da citocininas, a Ben-
zilaminopurina e Zeatina. Os recipientes
e os meios de cultura preparados sao este-
rilizados em autoclave a 121 °C durante 20
minutos. As manipulacdes do material ve-
getal ddo-se em condigoes de esterilidade,
em camaras de fluxo laminar, com pincas e
bisturis esterilizados a cerca de 250 °C. No
fitoclima, onde as culturas se desenvolvem,
o fotoperiodo é de 16 horas de luz e oito ho-
ras de escuriddo e a temperatura de 23 °C.
As etapas do enraizamento e aclimatizagio
sdo realizadas em simultaneo, tendo taxas
de sucesso de aproximadamente 90%. As
plantulas, depois de alongadas in vitro, sao
imersas durante um minuto em hormona de
enraizamento (Acido Indolbutirico - IBA)
com uma concentracio de 2 g/L e coloca-
das em paperpots com um substrato leve, de
perlite e turfa, onde se formam as raizes. Os
paperpots sio colocados dentro de caixas e
o processo de enraizamento decorre a uma
temperatura de 21 °C com 24 horas de luz
(Figura 2).

Na fase do enraizamento, em simultineo
com a aclimatizacio, ja ndo existem con-
dicdes de assepsia, mas ainda existem hu-
midades proximas da saturagio (75%-80%)
idénticas a fase in vitro, até a formagio de
raizes. Uma vez formadas as raizes, as plan-
tas, comecam a comportar-se como autotro-
ficas, sintetizando os nutrientes através da
fotossintese e a humidade vai sendo reduzi-
da gradualmente. Assim, o material vegetal
obtido por micropropagacdo tem a vanta-
gem de ser um material isento de contami-
nacdes por microrganismos, o que se traduz
em taxas de crescimento muito elevadas no
campo, apo6s plantacdo. Por outro lado, as
raizes que se formam sio bastante vigoro-
sas e funcionais, contribuindo também para
uma boa adaptacao e crescimento em condi-
¢oes de campo (Figura 3).

A par e passo com a micropropagacio tam-
bém se estd a implementar a estacaria, na
unidade piloto de experimentacdo do cas-
tanheiro do INIAV, em Marvio. As esta-
cas sdo colhidas em pés-mie dos clones a
propagar, que deverio ter no maximo até §
anos, porque o enraizamento € uma caracte-
ristica de juvenilidade. As estacas colhidas

Figura 3 - Castanheiros de
micropropagacédo com 8 meses
de viveiro

nos pés-mie seguem o mesmo processo das
plantulas de micropropagacao, isto é, sao
mergulhadas em hormona de enraizamento
(IBA) e colocadas em paperpots. A forma-
¢io das raizes da-se em condi¢des de humi-
dade préxima da saturacdo e temperatura
de 20 °C (Figura 4).

Do programa de melhoramento em curso,
j4 com 12 anos, foram selecionados, até ao
momento, sete gendtipos que revelaram
elevada resisténcia ao agente patogénico
P. cinnamomi, ap6s inoculacdo de raizes de
réplicas de cada genoétipo (clones). Os clo-
nes selecionados apresentam vigor e cres-
cimentos bastante elevados, por se tratar
de material hibrido muito jovem, obtido
de cruzamentos controlados iniciados em
20006. O investimento na producido de ge-
nétipos melhorados de castanheiro, através
de micropropagacio, tem um retorno mui-
to interessante, em termos de qualidade do
material produzido.

No futuro préximo serdo também efetuadas
enxertias em viveiro, com as principais varie-
dades de castanha, como acontece com outras
espécies fruteiras. Desta forma, evitam-se 0s
stresses inerentes a enxertia no campo, que
potenciam a entrada de agentes patogénicos.
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Figura 4 - Campo de pés-mae e estacaria de castanheiro

Nota final

Em conclusio, poderemos referir que a en-
trada destes novos clones melhorados no
mercado, prevista para 2020-2021, vai im-
pulsionar o setor da castanha, tanto a nivel
nacional como europeu. A producio de ma-
terial vegetal de castanheiro, de qualidade e
com diversidade genética, adaptado a dife-
rentes condi¢Ges de solo e clima das regides
de producio, é condicio essencial para o
aumento da produtividade dos soutos na-
cionais, aproximando-os das produtivida-
des dos soutos de outros paises europeus. ©@
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