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Utilizacao da biotecnologia para a producao
de castanheiros melhorados.
Do laboratorio ao campo

Apresentam-se os resultados do programa de melhoramento genético de castanheiro, iniciado
pelo INIAV em 2006, a partir do qual foram selecionados novos genétipos melhorados, para a
resisténcia a doenca da tinta, para utilizacao como porta-enxertos (NewCastRootstocks). Os
NewCastRootstocks serdao lancados no mercado na campanha de 2020/2021.
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O castanheiro europeu, Castanea sativa Mill,
é uma espécie de grande importancia econo-
mica nas areas montanhosas no Sudoeste
Europeu. Trata-se de uma espécie folhosa,
que combina aptiddo florestal e fruticola.
Em Portugal, a espécie € cultivada principal-
mente para a produgio de castanha, sendo as
regides de Tras-os-Montes e Beira Alta onde
se encontra a maior area de distribuicdo. A
producdo do fruto diminuiu consideravel-
mente na Europa, durante o século XX, devi-
do a suscetibilidade do castanheiro europeu
avarias doengas. A doenca da tinta é a maior
ameaca para a espécie e a principal respon-
savel pela baixa produtividade dos soutos na-
cionais. A espécie Phytophthora cinnamomi
Rands é o agente causal da doenca da tinta.
Este oomiceta inicia o processo de infecio
na raiz, provocando a sua podridio, em re-
sultado da degradacdo das camadas celula-
res designadas por cortex e cambio vascular
e consequente aspeto negro, dai advindo o
nome da doenca (tinta). A morte da arvore
ocorre devido ao bloqueio do fluxo de dgua
e nutrientes, o que lhe confere o aspeto de
secura generalizada. A tinica forma de ultra-
passar esta ameacga € a selecio e producao de
material vegetal melhorado, com resisténcia

comprovada a P. cinnamomi, e adaptado as
atuais condicdes de clima.

Programa de Melhoramento
Genético

Com vista a atingir este objetivo, o INIAV
iniciou, em 2006, um programa de melho-
ramento genético, baseado em cruzamentos
controlados entre a espécie europeia (Cas-
tanea sativa Mill), muito sensivel ao agente
patogénico, e as espécies asiaticas, resisten-
tes a tinta e ao cancro, respetivamente Cas-
tanea crenata Siebold & Zucc e C. mollissi-
ma Blume (Costa et al., 2011).

Os cruzamentos controlados iniciam-se
com o isolamento das flores femininas do
progenitor sensivel (castanheiro europeu),
utilizando sacos de papel poroso. No ini-
cio da deiscéncia do pdlen, os amentilhos
dos progenitores masculinos (castanheiros
asiaticos) sao colhidos e secos. Quando as
flores femininas atingem a plena recetivi-
dade sdo polinizadas. Para garantir que o
processo ocorra com elevada taxa de suces-
so, aconselha-se a polinizacdo das mesmas
flores vérias vezes. Depois da polinizagio,
os sacos sio selados e, ao fim de 15 dias,
substituem-se por sacos de rede, permane-
cendo na arvore até a altura de colheita dos
frutos, para garantir que, as castanhas que
resultaram dos cruzamentos, nio caiam no
chio. As castanhas sdo germinadas em am-
biente apropriado e a nova descendéncia é
selecionada, pela sua sobrevivéncia, apos
inoculacdo com o agente patogénico.

Micropropagacao do castanheiro
Com os avancos da biotecnologia, tém-se
desenvolvido técnicas, como a cultura de
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tecidos vegetais in vitro (também conhecida
como micropropagacio), que permitem que
determinado gendtipo seja multiplicado,
mantendo a identidade genética da planta
de origem. Essas técnicas permitem propa-
gar em larga escala (clonar) os novos geno-
tipos, selecionados do programa de melho-
ramento genético. A cultura de tecidos ve-
getais constitui um método biotecnolégico
reconhecido pelos 6timos resultados alcan-
cados em varias culturas, nomeadamente,
pela producio de plantas uniformes, livres
de virus e outros patdgenos, com velocida-
de superior de crescimento, em relacio aos
métodos convencionais, e com sistemas ra-
diculares mais eficientes, o que conduz a
uma melhor adaptacao e maior crescimento
quando transferidas para o campo. Possibi-
lita também a producio de um grande nu-
mero de plantas, em menos tempo e espaco,
bem como produc¢io continua ao longo do
ano, sendo uma mais-valia para as espécies
de folha caduca, como é o caso do casta-
nheiro, que possuem um periodo de repou-
so vegetativo.

Este processo inicia-se a partir de um pe-
queno explante, como, por exemplo, um
gomo axilar (segmento nodal) de um reben-
to do ano. O mecanismo de propagacio é
possivel através de células indiferenciadas,
existentes em meristemas do explante origi-
nal. Estas células possuem a capacidade de
se diferenciar em diferentes tecidos (caule,
folhas, etc.), formando novas plantas. A este
fen6meno é dado o nome de totipoténcia.

A primeira fase deste processo é designada
por “estabelecimento”. Nesta etapa sao uti-
lizados os segmentos nodais e os apices dos
castanheiros resistentes a doenca da tinta.



DOSSIER TECNICO

Figura 1 - Micropropagacéo e castanheiros melhorados (a). Camara de crescimento com plantas em condicdes controladas (b)

Estes tecidos sao desinfetados, dentro da
camara de fluxo laminar, no laboratorio, em
condicdes estéreis e colocados em tubos de
ensaio ou caixas, contendo meio nutritivo e
reguladores de crescimento (hormonas), do
grupo das citocininas. Quando colocadas in
vitro, as plantas passam a crescer em con-
di¢Ges heterotroficas. Apds o estabeleci-
mento, segue-se a fase de multiplicacio das
plantas ja estabelecidas. Esta manutencio
consiste na transferéncia dos novos seg-
mentos nodais para meio de cultura fres-
co. Este processo é efetuado de uma forma
ciclica, com intervalos de 6 a 8 semanas. A
terceira fase do processo in vitro € o alon-
gamento. As culturas in vitro sio mantidas
em camaras de crescimento com condigdes
controladas, nomeadamente um fotoperio-
do de 16 h (luz) - 8 h (escuro), com lAmpadas
fluorescentes brancas, e uma temperatura
média de 23 °C (Fig. 1).

Quando as plantas atingem uma altura mé-
dia de § cm, aproximadamente, s3o trans-
feridas para um meio de cultura com car-
vao ativado, durante 7 dias, cujo objetivo
é promover uma desintoxicacdo das hor-
monas da fase anterior do ciclo de micro-
propagacio, antagénicas das hormonas de
enraizamento, a etapa seguinte. Segue-se
o enraizamento, onde sdo induzidas raizes
através da utilizacio de uma hormona do
grupo das auxinas, e ulterior aclimatiza-
¢do a condicdes ex vitro (fora das caixas de
cultura). A aclimatizacado consiste na adap-
tacdo gradual das plantulas a condigGes
exteriores, de menor humidade relativa e
de autotrofia, bem como no controle dos
estomas (Fig. 2).

Boas praticas agricolas

para a instalacao de um souto

Para além da qualidade do material vegetal,
requisito fundamental para a instalacio de

um souto com boa produtividade no futu-
ro, a preparacao e escolha do terreno é de
extrema importancia também. O local de
plantacdo do novo souto deverd ter uma
altitude entre 400 e 900 metros, evitando
a exposicao solar a sul, que pode provocar
queimaduras no verio, potenciando a entra-
da de agentes patogénicos nas feridas, co-
mo, por exemplo, Cryphonectria parasitica
(Murr) Barr., agente causal do cancro do
castanheiro. O solo deve ser solto, bem dre-
nado, com profundidade superior a 40 cm,
rico em matéria organica e ligeiramente
4cido (pH ideal de 5,5). Antes da plantagio,
o terreno deve ser preparado com tarefas
como a desmatacio, ripagem, adubacao de
fundo, sistema de drenagem, incorporacio
de matéria organica e nivelamento do terre-

no. Segue-se a plantacio, estabelecem-se os
compassos (sendo 8 m x 8 m o mais comum
atualmente) e o tracado de plantacdo (li-
nhas de norte para sul nos terrenos planos,
e seguindo as curvas de nivel nos terrenos
com declive). Colocam-se as estacas para
assinalar os locais de plantacio, segue-se a
abertura das covas (1 x 1 m; profundidade de
40 cm) e a colocacio das plantas em simul-
tAneo com a adubacio de cobertura (fésforo
e potéssio). Para finalizar, devem ser co-
locados tutores de madeira, protetores e a
instalacido de um sistema de rega, preferen-
cialmente gota a gota.

Uma boa manutencdo do souto é crucial
para uma boa produtividade. A poda, nos
primeiros § anos, deve ser reduzida ao mi-
nimo, retirar s6 os ramos mal inseridos,
periodicamente deve ser feito o controlo
de infestantes, bem como o controle de
pragas e doencas e as podas sanitirias ne-
cessarias.

Campo de ensaio

A titulo de exemplo, apresentamos 0 campo
de ensaio instalado pelo INIAV, no ambito
do projeto ALT20-03-0246-FEDER-0000I11
- NEW Cast Rootstocks. O campo localiza-
-se na Unidade de Experimentagio do cas-
tanheiro, em S3o Salvador da Aramenha,
Marvio, e foi instalado em janeiro de 2018.
Nesse campo foram plantadas § novas va-
riedades de porta-enxertos hibridos, sele-

Figura 2 - Plantas de castanheiro em processo de aclimatizagdo na Unidade de Experimentagéo do Castanheiro em Marvéao
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Figura 3 - Desenvolvimento da mesma planta de castanheiro com 1 ano (a) e 2 anos (b) de enxertia, em processo de avaliacédo da

performance em campo

cionados do programa de melhoramento
genético (NewCastRootstocks), bem como
2 hibridos existentes no mercado, e a es-
pécie C. sativa (suscetivel a doenga da tin-
ta). Neste campo experimental é avaliada

a performance dos novos porta-enxertos,
comparativamente com as outras varieda-
des, no que diz respeito a taxa de sucesso
de plantacdo, compatibilidade de enxertia
com as principais variedades de castanha,

Figura 4 - Diferentes etapas do programa de investigagado em curso no INIAV, para a resisténcia a doenca da tinta do castanheiro
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suscetibilidade a pragas e doencgas e produ-
tividade, em func¢io de diferentes dotacGes
de rega (Figura 3).

Nota final

Em resumo, o programa de melhoramento
genético em curso no INIAV, para a resis-
téncia a doenca da tinta do castanheiro,
conjugado com a biotecnologia vegetal, per-
mitiu a selecdo e producao de novos genoti-
pos melhorados de castanheiro, resistentes
a P. cinnamomi, para utilizacao como porta-
-enxertos, com compatibilidade de enxertia
com variedades de castanha e com vigor ve-
getativo, constituindo uma mais-valia para
o aumento da produtividade média dos sou-
tos portugueses, das atuais 1 tonelada/hec-
tare para 3 toneladas/hectare. Na figura 4
apresentam-se as diferentes etapas do pro-
grama de investigacdo em curso, que possi-
bilitou a selecdo e propagac¢io dos novos ge-
nétipos melhorados, NewCastRootstocks,
que entrardo no mercado na campanha de
2020/2021. 0
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