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Propagação in vitro dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de pistaceira  

(UCB-1) e de aveleira (Dundee) 

Resumo 
 

Os frutos secos possuem um valor nutricional, vitamínico e energético elevados, integrando-se na 
alimentação humana como frutos naturais crus (oleaginosas de frutos secos) e como fruto de 
processamento industrial (adição de sal e açúcar). Para além da área alimentar são ainda 
utilizados em outras áreas, como na medicina e na cosmética. Mas a crescente procura por frutos 
secos levou à escassez de plantas de qualidade para produção. A propagação in vitro de porta-
enxertos de fruteiras foi considerado o método mais rápido e eficaz na produção de espécies como 
amendoeiras, aveleiras e, mais recentemente, pistaceiras, pelo que deverá ser uma via para 
satisfazer as necessidades/ exigências do mercado atual. Neste contexto, foi objetivo desta 
dissertação o melhoramento de protocolos de micropropagação de porta-enxertos de amendoeira 
(GF677), pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee) a partir de rebentos apicais, em particular para 
as fases de estabelecimento e de multiplicação in vitro, tendo-se testado vários clones de cada 
espécie e diferentes meios de cultura.  
Os três porta-enxertos foram estabelecidos in vitro com sucesso havendo diferenças dependentes 
da espécie, mas também do clone. O porta-enxerto da aveleira (Dundee) foi o que apresentou 
maior % de sobrevivência (51 %), sendo o clone I o que respondeu melhor (84%). O porta-enxerto 
de amendoeira (GF677) teve % de sobrevivência intermédia (27 %), apresentando os clones GF II 
e GF IV, em meios com composições hormonais distintas, os valores mais elevados (50 %). O 
porta-enxerto de pistaceira (UCB-1) apresentou % mais baixas de sobrevivência (23,01 %), contudo, 
obteve-se bastante sucesso com o clone I (41 %).  
Na fase de multiplicação, para além da % de sobrevivência calculou-se a % de rebentação dos 
explantes. Também nesta fase se detetou grande variação na % sobrevivência entre as espécies e 
entre clones. O porta-enxerto Dundee apresentou maior % de sobrevivência (82 %), do qual se 
destacou o clone II (100 %). O porta-enxerto de pistaceira obteve uma % intermédia (73 %), 
evidenciando-se o clone IV valor de 100 %. E o porta-enxerto de amendoeira apresentou % mais 
baixas de sobrevivências (41 %), contudo o clone o IV foi o que respondeu melhor (69,44 %). 
Todos os clones das três espécies atingiram uma rebentação de 100 %, exceto o clone II de UCB-
1 (50 %). Constatando-se que os melhores resultados ocorreram com a utilização dos meios de 
cultura 2, 3, 4 e 5 para os clones de GF677. O meio de cultura 3 para os clones de UCB-1. E os 
meios de cultura 2 e 3 para os clones de Dundee. 
De modo a testar-se outro tipo de explantes menos comuns na micropropagação mas mais 
abundantes ao longo do ano, realizou-se ainda um ensaio preliminar de indução de organogénese 
indireta a partir de explantes foliares. Embora com diferenças entre clones, foi nos porta-enxertos 
UCB-1 e Dundee onde se obteve maior formação de calli. 
Os trabalhos desenvolvidos tiveram resultados bastante promissores, tendo-se obtido material de 
qualidade para posteriores fases da micropropagação a partir dos 3 porta-enxertos. Mais estudos 
terão de ser agora realizados no sentido de otimizar os meios de cultura para multiplicação e 
estabelecimento de cada espécie e clone, bem como no delineamento de protocolos de 
enraizamento e aclimatização ex vitro. 
 
 
Palavras-chave: Corylus avellana L., cultura in vitro, Pistacia vera L., porta-enxertos, Prunus dulcis. 
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In vitro propagation of almond (GF677), pistachio tree (UCB-1) and hazelnut 

(Dundee) rootstocks 

Abstract 
 

Dry fruits have a high nutritional, vitamin and energy value, being integrated in human food as raw 
natural fruit (dry fruits oilseeds) and as a fruit from industrial processing (added salt and sugar). 
In addition to food, dry fruits have an important role in human health, for therapeutic/medicinal 
and cosmetics purposes. But the growing demand for dry fruits has led to a shortage of quality 
plants for production. In vitro propagation of fruit rootstocks has been considered the fastest and 
most effective method for producing species such as almond, hazelnut and more recently pistachio, 
and should therefore be a way to meet the needs/ requirements of today's market. 
In this context, the objective of this dissertation was to improve the almond (GF677), pistachio 
(UCB-1) and hazel (Dundee) rootstock micropropagation protocols from apical shoots, in particular 
for the in vitro establishment and multiplication stages, having tested several clones of each species 
and different culture media. 
The three rootstocks were successfully established in vitro with differences depending on species 
but also on clone. The hazelnut rootstock (Dundee) had the highest survival rate (51 %), witch clone 
I responded best (84 %). Almond rootstock (GF677) had intermediate survival % (27 %), with clones 
GF II and GF IV having the highest values (50 %) in media with different hormonal compositions. 
The pistachio rootstock (UCB-1) had lower % survival (23.01 %), however, it was quite successful 
with clone I (41 %). 
In the multiplication phase, in addition to the % survival, the explant burst % was calculated. Also 
at this stage large variation in % survival among species and between clones was detected. The 
Dundee rootstock had the highest survival rate (82 %), of which clone II stood out (100 %). The 
pistachio rootstock obtained an intermediate % (73 %), with a clone IV value of 100 %. And the 
almond rootstock had the lowest % survival (41 %), however the clone IV was the one that responded 
best (69.44 %). 
All clones of the three species reached 100% burst, except UCB-1 clone II (50%). The best results 
were found using culture media 2, 3, 4 and 5 for GF677 clones. Culture medium 3 for UCB-1 
clones. And culture media 2 and 3 for the Dundee clones. 
In order to test other types of explants less common in micropropagation but more abundant 
throughout the year, a preliminary indirect organogenesis induction test was performed from leaf 
explants. Although with differences between clones, it was in the rootstocks UCB-1 and Dundee 
where the highest calli formation was obtained. 
The developed work had very promising results, having obtained quality material for later 
micropropagation phases from the 3 rootstocks. Further studies will now have to be done to 
optimize the culture media for multiplication of each species and clone, as well as in the design of 
rooting and acclimatization protocols ex vitro. 
 
 
Keywords: Corylus avellana L., in vitro cultures, Pistacia vera L., Prunus dulcis, rootstock.  
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Capítulo 1 –Enquadramento do trabalho em contexto de 

empresa, objetivos e organização 

 

1.1. Apresentação da empresa Deifil Green Technology 

O trabalho com o título “Propagação in vitro dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de 

pistaceira (UCB-1) e de aveleira (Dundee)” realizou-se na empresa Deifil (Figura 1), durante um 

período de 9 meses de estágio, no âmbito da dissertação a desenvolver durante o segundo ano 

do Mestrado em Biologia Molecular, Biotecnologia e Bioempreendedorismo em Plantas, da Escola 

de Ciências da Universidade do Minho. 

A empresa alicerçada na Póvoa de Lanhoso desde 2010, aplica a biotecnologia vegetal e dedica-

se à propagação in vitro de plantas ornamentais, florestais, aromáticas e medicinais, em grande 

escala, das quais os sistemas de reprodução sexual não são eficazes ou suficientes para responder 

à procura do mercado atual. Em termos de instalações compreende um laboratório de propagação 

in vitro e uma estufa de aclimatização e tem uma capacidade de produção anual superior a 1 

milhão de plântulas.  

A Deifil trabalha em colaboração com centros de I&DT no desenvolvimento e criação de novos 

produtos. Pela excelência do trabalho desenvolvido, foi nomeada vencedora do prémio “Jovens 

Empreendedores”, no concurso SPINUM em 2011 e reconhecida na 9ª edição do concurso 

Poliempreende com o 1º prémio regional, atribuído pelo Instituto Politécnico de Bragança, e 2º 

prémio a nível nacional, em 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Logotipo da empresa Deifil [1] 

 



2 
 

1.2.      Enquadramento e objetivos da dissertação 

A propagação in vitro de porta-enxertos de espécies de propagação vegetativa revelou ser uma 

ferramenta importante e reconhecida para a reprodução rápida de plantas, permitindo obter 

indivíduos de genótipo selecionado em bom estado fitossanitário, ainda que existam algumas 

limitações ao seu emprego, como os elevados custos de produção e a difícil obtenção de um 

grande número de plantas, dependendo das espécies. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal a continuação da otimização de protocolos 

de produção in vitro, para produção em larga escala, do porta-enxerto da amendoeira, clones I, II, 

III, IV e V, realizados anteriormente por Lopes em 2017 [2] e por Rodrigues em 2018 [3] (ver 

anexo II Figura B2), do porta-enxerto da pistaceira clones I, II, III, IV e V, efetuados por Rodrigues 

em 2018 [3], bem como o estudo de um novo porta-enxerto de aveleira, clones I, II e III. 

No decurso do estágio, procedeu-se adicionalmente à realização de estabelecimentos in vitro em 

diferentes épocas do ano, à avaliação da produção e exsudação de compostos fenólicos dos clones 

de UCB-1 e adicionalmente, ao estabelecimento de segmentos foliares de UCB-1 e de Dundee no 

sentido da produção de callus caulogénico, à avaliação das composições de meios de cultura e a 

selecionar o melhor clone de cada uma das três espécies ao longo das várias fases do processo 

de micropropagação. Sobre o UCB-1 e Dundee, ainda não existe bibliografia descrita relativa à 

indução da organogénese indireta a partir de explantes foliares, tornando-se assim um desafio na 

realização desta investigação.  

 

 

1.3.      Estrutura da dissertação 

A dissertação encontra-se dividida em 8 capítulos fundamentais. O primeiro capítulo consiste numa 

breve apresentação da empresa onde decorreu o estágio conducente à realização do tema 

proposto, um enquadramento geral da dissertação, assim como dos principais objetivos e 

estrutura da mesma.  

No segundo capítulo são apresentados os fundamentos teóricos mais relevantes que suportam 

científica e tecnicamente o trabalho, onde são descritos conceitos como a micropropagação de 

plantas. São ainda abordadas as características dos porta-excertos das três espécies em estudo, 

assim como a importância da composição dos meios de cultura utilizados. No terceiro capítulo 

encontra-se a descrição dos materiais biológicos utilizados e as metodologias adotados. O quarto 
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capítulo consiste na apresentação e discussão dos principais resultados obtidos ao longo de todo 

o período de estágio. O capítulo cinco apresenta as principais conclusões do trabalho desenvolvido 

e perspetivas futuras. O sexto capítulo inclui todos os trabalhos paralelos desenvolvidos ao longo 

do estágio curricular na empresa Deifil. No capítulo sete, encontram-se as referências bibliográficas 

utilizadas e citadas. No oitavo e último capítulo estão disponibilizados os anexos preparados no 

desenvolvimento da dissertação.  
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Capítulo 2 – Introdução 

 

2.1.  A amendoeira: taxonomia, origem, condições culturais e importância 

A amendoeira, Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb. (Tabela 1), é uma espécie oriunda de zonas áridas 

e montanhosas da Ásia Central, que possui atualmente uma grande importância económica na 

zona da Bacia Mediterrânica até à Europa Central e na América do Norte [4], [5]. Em Portugal, as 

principais regiões produtoras desta cultura são Trás-os-Montes e Alto Douro, Algarve e Beira Litoral 

[6]. Na Tabela 1 encontra-se a classificação taxonómica desta espécie, organizada em grupos 

maiores e em grupos menores, que englobam a sua identificação, descrição, nomenclatura e 

classificação hierárquica. 

 

Tabela 1: Classificação taxonómica da amendoeira: árvore, flor e fruto [7]. 

Reino Plantae  

Divisão Spermatophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Rosales 

Família Rosaceae 

Género  Prunus 

Espécie Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb. 

 

Esta espécie adapta-se com facilidade a climas temperados, com invernos suaves e húmidos e 

com verões secos e quentes [4]. Tem preferência por solos muito permeáveis, ligeiramente 

arenosos e profundos [5], sendo que solos muito compactos e húmidos são-lhe prejudiciais, pelo 

facto de ser sensível à asfixia radicular [5], [8], [9]. O pH mais adequado para esta cultura situa-
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se na gama 7-8,5. A amendoeira é uma árvore de folha caduca e esta espécie lenhosa não é 

propagada por estaca [10].  

O fruto da amendoeira contém a amêndoa que conhecemos e pode ser consumida em fresco, 

com casca ou sem casca (miolo de amêndoa natural) ou após transformação (farinha de amêndoa) 

[11].  

 

Figura 2: Amêndoa em vários estados. A- Amêndoa com casca; B-Amêndoa sem casca: C-Farinha de amêndoa com 
pele; D-Farinha de amêndoa sem pele [11] e [12]. 

 

Este fruto seco é sobretudo utilizado na alimentação humana, razão pela qual a sua 

implementação comercial no mercado tem vindo a aumentar gradualmente [13], [14]. A colheita 

dos frutos realiza-se de duas formas e em duas épocas, a saber: a colheita em verde, no mês de 

julho, e a colheita em seco, nos meses finais do verão e em outubro [5], [15]. 

Para além dos fins alimentares e culinários e o uso dos óleos essenciais e da produção de licores, 

a amendoeira tem também aplicações para fins terapêuticos, na indústria da cosmética e como 

árvore ornamental. Chen e colaboradores (2006) referem que as amêndoas apresentam ação anti-

inflamatória e são uma fonte de fitonutrientes importantes, incluindo ácidos fenólicos e polifenóis 

[16], [17].  

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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2.2. A pistaceira: taxonomia, origem, condições culturais e importância 

A pistaceira, Pistacia vera L. (Tabela 2), tem a sua origem no Centro-Oeste da Ásia [18] e [72]. 

Cresce naturalmente em zonas onde o verão é longo, quente e seco e o inverno moderadamente 

frio [73], características que definem os climas mediterrânicos típicos da Grécia, Itália e Espanha 

[74]. Nos Estados Unidos, foi introduzida em meados do século XIX, na Califórnia, no Texas e em 

outros estados do Sul.  

Relativamente a Portugal, a implementação de pomares de pistaceira é recente, estando ainda os 

produtores a colherem os primeiros frutos e a analisarem o comportamento agronómico das 

árvores, nas diferentes regiões em que foram implementadas. Assim, procurou-se informação 

bibliográfica da sua implementação noutros países, como é o caso de Espanha, em que o 

desenvolvimento desta espécie resultou num acentuado crescimento da sua produção e consumo 

[10]. Assim como apresentado na Tabela 1, é possível observar-se também na Tabela 2 uma 

organização da espécie da pistaceira, em diversos grupos, atavés da sua classificação taxonómica. 

 

Tabela 2: Classificação taxonómica da pistaceira: árvore, flor e fruto [19]. 

Reino Plantae  

Divisão Tracheophyta   

Classe Magnoliopsida 

Ordem Sapindales 

Família Anacardiaceae 

Género  Pistacia  

Espécie Pistacia vera L. 

 

Para o sucesso desta cultura são necessárias condições de frio, durante o repouso vegetativo, e 

de calor, durante o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, assim como reduzidos valores de 
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humidade relativa (inferior a 50%), ao longo do ciclo da cultura e na altura das colheitas que 

corresponde à época de primavera-verão [20]. 

Relativamente aos solos das zonas de origem desta cultura, são normalmente calcários com pH 

entre valores de 7,5 e 8,5. Esta espécie desenvolve-se bem tanto em solos ácidos como básicos-

calcários (calcário não inferior a 10%) e também em solos pedregosos e de reduzida fertilidade, 

como em solos profundos (0,3 - 1,5 m). Esta espécie de folha caduca cresce muito lentamente e 

possui uma longevidade elevada. A sua casca é lenhosa e de coloração castanha [20]. 

Os pistácios são frutos de elevado valor comercial, ricos em nutrientes (proteínas), compostos 

fenólicos, vitaminas, antioxidantes e minerais, essenciais para o bem-estar humano [21].  

À semelhança do que se verifica para a amêndoa, também o consumo do pistácio tem vindo a 

aumentar nas últimas décadas [22]. 

 

 

2.3. A aveleira: taxonomia, origem, condições culturais e importância 

A aveleira, Corylus avellana L. (Tabela 3), é uma espécie originária da Europa e Ásia Ocidental, 

sendo cultivada há mais de 5000 anos. Esta espécie tem um grande interesse cultural e comercial, 

cultivada essencialmente pelos seus frutos [23], [24]. É uma espécie monóica, e a sua polinização 

acontece durante o inverno, sob baixas temperaturas e chuvas [75], [76], [77] e [78].  

Está distribuída em zonas montanhosas do Norte Peninsular Ibérico, desde a Galiza, Serra da 

Estrela, sistemas Ibérico e Central e Pirenéus. Necessita de humidade atmosférica, por isso habita 

nas zonas temperadas da Europa com bosques húmidos e sombrios, margens de cursos de água, 

planícies e montanhas até 1500-1800 m de altitude e possui uma grande resistência ao frio [25]. 

Da mesma forma que foram retratadas as Tabelas 1 e 2, na Tabela 3 é mencionado a classificação 

da amendoeira, por grupos que abrangem a sua categorização hierárquica. 
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Tabela 3: Classificação taxonómica da aveleira: árvore, flor e fruto [25], [26]. 

Reino Plantae 
  

Divisão Spermatophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Fagales 

Família Betulaceae 

Género  Corylus 

Espécie Corylus avellana L. 

 

Embora seja uma espécie sensível à salinidade, tanto do solo, como da água, esta espécie de 

folha caduca, adapta-se bem a quase todos os tipos de solo, desde que sejam frescos e ricos em 

nutrientes. As condições ótimas são solos profundos, de natureza franco a franco-argilosos, com 

um pH entre 6 a 8. A humidade elevada é bem tolerada pela cultura favorecendo o seu 

desenvolvimento [24], [27], [28]. 

Este arbusto ou pequena árvore embora apresente um enraizamento superficial, pode atingir 8 m 

de altura. Os seus numerosos troncos crescem relativamente retos desde a base, formando uma 

copa pouco densa e irregular.  

A avelã (a parte comestível do fruto da aveleira, a semente) é rica em proteínas, hidratos de 

carbono complexos, fibra dietética, potássio, ferro, cálcio e vitaminas, compostos estes de 

significativo papel na nossa dieta [45]. Pode ser consumida em fresco ou em doçarias e há 

evidências de que a ingestão de 2 a 3 avelãs por dia, baixa o nível de colesterol no sangue [25]. 

As folhas da aveleira terão sido utilizadas na medicina popular pelas suas propriedades de 

estimulação da circulação sanguínea e, atualmente, são aproveitadas em infusões como 

antipiréticas e depurativas, sendo também aplicadas externamente em compressas, como 

cicatrizante [25]. 
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Para além dos fins referidos, a árvore pode ser utilizada ornamentalmente e o seu fruto contém 

um óleo essencial que é aproveitado em tintas e cosméticos [29]. A casca da aveleira é também 

empregue na produção de biomassa para energia [30], [31]. 

 

  

2.4. Porta-enxertos: propagação de espécies lenhosas e função fitossanitária 

A multiplicação e propagação das plantas pode acontecer por via seminal (reprodução sexuada), 

através de sementes, e por via vegetativa (reprodução assexuada) através de, por exemplo: 

estacaria, amontoa (mergulhia no solo), enxertia e cultura in vitro (explicado mais à frente em 2.5). 

Os porta-enxertos obtidos por via seminal apresentam uma enorme variabilidade genética devido 

à segregação cromossómica, fatores que conduzem, consequentemente, ao estabelecimento de 

pomares heterogéneos. No entanto, apresentam como inconveniente a difícil uniformização das 

práticas culturais como a colheita, a poda e os tratamentos fitossanitários. Desta forma, a obtenção 

de variedades autoenraizadas (por diferenciação de raízes adventícias) ou de porta-enxertos clonais 

é de extrema importância [32].  

A estacaria permite obter plantas geneticamente iguais à planta-mãe, ou seja, conservando as 

características genéticas da planta que lhes deu origem. Esta técnica de produção de plantas é 

considerada como um complemento à multiplicação seminal, pois promove o aumento da 

produção de plantas selecionadas de qualidade genética superior [90]. 

A mergulhia é uma forma de multiplicação vegetativa pelo qual um ramo da planta é colocado a 

enraizar quando ainda se encontra ainda ligado à planta-mãe. Este método apresenta uma elevada 

percentagem de enraizamento, no entanto, possui um baixo rendimento comercial [90].  

No caso da enxertia, temos o porta-enxerto, também designado vulgarmente de “cavalo”, que é a 

parte basal da planta que fica em contacto com o solo, sobre a qual se enxerta a variedade 

produtora, o enxerto ou “cavaleiro”. O porta-enxerto tem uma grande influência na expressão de 

numerosas características da variedade enxertada, mas também no desenvolvimento e saúde da 

planta desenvolvida, tais como: a arquitetura e tamanho da copa, a floração, a produtividade e 

qualidade dos frutos, a ancoragem, a absorção de água e nutrientes minerais e o transporte de 

fotoassimilados e de hormonas ao longo da planta [3], [20], [33] e [34]. Uma das principais 

dificuldades inerente à utilização de porta-enxertos é a possibilidade de existência de 

incompatibilidade, viral ou genética, com a variedade enxertada [35], contudo, é ainda a técnica 
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mais utilizada na propagação de culturas de árvores frutíferas, nomeadamente, na amendoeira, 

pistaceira e aveleira. 

Os aspetos mais determinantes a considerar na escolha dos porta-enxertos estão relacionados 

com as características agronómicas, das quais se destacam: a fenologia, a compatibilidade, a 

facilidade da poda, a produtividade, a alternância de produção, a resistência a pragas e agentes 

patogénicos [3] e [34]. Os problemas fitossanitários existentes em cada espécie de planta podem 

ser resolvidos através da utilização dos porta-enxertos mais resistentes.  

Os porta-enxertos podem ser francos ou híbridos (resultam do cruzamento de plantas de espécies 

do mesmo género), de interesse agronómico, ao nível do vigor, aptidão para a propagação 

vegetativa, resistência a solos com défice hídrico, alto teor em calcário e asfixia radicular [35].  

Existem diversos porta-enxertos disponíveis para as diferentes espécies de plantas, no entanto, no 

âmbito desta investigação, os porta-enxertos híbridos eleitos foram: o GF677 para a amendoeira, 

o UCB-1 para a pistaceira e o Dundee para a aveleira. 

 

2.4.1. Porta-enxerto de amendoeira: GF677 

Segundo o CNCFS (Centro Nacional de Competências dos Frutos Secos), “o uso de porta-enxertos 

de amendoeira tem evoluído ao longo dos anos, passando dos porta-enxertos obtidos a partir de 

sementes, para porta-enxertos obtidos através de propagação vegetativa, assegurando-se, assim, 

uma maior homogeneidade das plantas e dos pomares” [10].  

Alguns porta-enxertos de amendoeira com mais sucesso comercial são híbridos que resultam do 

cruzamento entre pessegueiro e amendoeira (Prunus persica x Prunus dulcis), nomeadamente o 

GF557 e o GF677 [10]. 

O porta-enxerto híbrido GF677 foi produzido por Bernhard, em França, no ano de 1940. Assim 

como o outro híbrido (GF557), ambos continham as melhores características agronómicas para a 

sua utilização como porta-enxertos. Contudo, como GF557 era mais sensível à asfixia radicular 

(excesso de água no solo ocorrendo assim dano às plantas), o GF677 passou a ser o porta-enxerto 

mais utilizado devido à sua maior resistência às principais doenças e pela melhor aptidão na 

enxertia de pessegueiros e amendoeiras [36]. 

A amendoeira é suscetível a várias doenças, nomeadamente algumas causadas por fungos, sendo 

os principais agentes e doenças as seguintes: Rosellinia necatrix e Armillaria mellea, que provocam 

a podridão da raiz; Verticillium dahlia Kleb., que origina clorose foliar e necroses; Stigmina 

carpophila que causa a doença crivado, com pequenas perfurações na folha; Gloesporum 
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amygdalinum que provoca a antracnose, em que os frutos ficam com manchas alaranjadas; 

Fusiccocum amygdali que causa o cancro fusicoco; e Fusicladium carpophilum, em que o ramo 

da árvore murcha e acaba por morrer [5] e [79].  

Relativamente às doenças virais desta cultura, as mais importantes são originadas pelos vírus PDV 

(Prunus Dwarf Virus), que provoca o nanismo nas plantas; ApMV (Apple Mosaic Virus) ou vírus do 

mosaico fluído, em que as folhas apresentam pontos amarelos brilhantes que se espalham ao 

longo de todas as folhas dos rebentos [37]; e o vírus CLSV (Chlorotic Leaf Spot Virus) que se 

manifesta com cancros em caules e ramos, causando também clorose nas folhas e 

incompatibilidade em certas combinações de enxertos e porta-enxertos [5].  

A principal doença bacteriana da amendoeira é causada pela espécie Pseudomonas syringae 

caracterizando-se pela necrose dos rebentos jovens e das folhas jovens.  

As principais pragas que afetam a amendoeira são provocadas por insetos, nomeadamente, 

Anarsia lineatella Zell., que faz com que os rebentos fiquem secos e cortados com exsudações 

gomosas; Grapholita molesta Busk., que leva à secura dos rebentos e dos frutos; Monosteira 

unicostata (ou percevejo da amendoeira), que causa coloração amarelada nas folhas; Zeuzera 

pyrina (de nome vulgar, broca) que origina galerias nos troncos, provocando os maiores prejuízos 

em pomares. Por último, temos os ácaros, sendo as principais espécies Panonychus ulmi (apesar 

que ácaro é vulgarmente designado por aranhiço vermelho) e Tetranychus urticae (ou aranhiço 

amarelo) que provocam a secura das folhas e a sua queda antecipada [5] e [83]. 

GF677 é de difícil propagação vegetativa através de estacas lenhosas ou semilenhosas, aspeto 

que limita a sua ampla difusão. Por este motivo, é propagado sobretudo através de cultura in vitro. 

Contudo, o desenvolvimento de protocolos otimizados para a micropropagação de algumas 

espécies, como o caso da Prunus spp., é ainda um desafio [38], [39]. 

 

2.4.2. Porta-enxerto de pistaceira: UCB- 1 

Em Portugal, no ano de 1986, a Estação Agronómica Nacional iniciou os estudos desta espécie 

com a introdução de duas espécies do género Pistacia: P. terebinthus L. e P. lentiscus [76]. A 

primeira é utilizada frequentemente como porta-enxerto de P. vera, espécie que se encontra nas 

regiões de Trás-os-Montes, Baixo Alentejo e nas zonas montanhosas das Beiras, enquanto que P. 

lentiscus se localiza em charnecas, matos, florestas e sebes do Centro e Sul de Portugal [81]. 

A verticilose, causada por Verticillium dahliae Kleb., foi a única doença causada por um fungo do 

solo em árvores de P. vera e, segundo Michailides (2005) [82], a maior ameaça para esta cultura. 
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A doença continua a ser um problema para as plantações mais antigas, onde P. atlantica é utilizada 

como porta-enxerto. O desenvolvimento dos porta-enxertos UCB-1 e Pioneer Gold (ou PGI), que 

são híbridos com maior tolerância a esta doença, reduziu significativamente a infeção causada por 

aquele fungo, na maioria dos pomares de pistaceiras. No entanto, estes porta-enxertos têm a 

desvantagem de não serem resistentes ao frio, podendo ser afetados por temperaturas inferiores 

a -8 ou -10 ºC.  

UCB-1 (P. intergerrima x P. atlantica) é convencionalmente propagado a partir de sementes, tem 

como vantagem de ser o porta-enxerto mais tolerante à verticilose e diferencia-se por promover 

uma elevada percentagem de frutos durante os primeiros anos de produção e por obter os 

melhores resultados de produtividade acumulada até ao 13º ano, seguido de PGI, PGII e P. 

atlantica. 

 

2.4.3. Porta-enxerto de aveleira: Dundee 

A aveleira propaga-se habitualmente por via vegetativa, por mergulhia, o que permite a obtenção 

de plantas geneticamente iguais à planta mãe [31] e [80]. O ramo é geralmente colocado numa 

vala com 20 a 25 cm e coberto com solo (amontoa), deixando 2 a 3 gomos à superfície. Com esta 

técnica é possível a obtenção de plantas entre 26.000 a 66.800 por hectare [31], [40] e [41]. 

A enxertia não é utilizada comercialmente pelo fato de a aveleira se tratar de uma espécie que 

apresenta um crescimento arbustivo com vários caules e rebentos. A utilização de cultivares ou 

outras espécies de Corylus com baixa tendência para a emissão de rebentos foi estudada por 

Rovira e colaboradores (2013) [42] que obtiveram bons resultados com a enxertia da cultivar 

Negret-N9 em porta-enxertos das cultivares Dundee, o que permite reduzir os custos com a 

eliminação de rebentos das árvores e facilitar, assim, a colheita mecânica. 

Existem vários agentes patogénicos que afetam a aveleira nos países mediterrânicos e em 

Portugal. Segundo Agustí (2010) [28] e Gil e colaboradores (2015) [43], podem destacar-se os 

fungos Cytospora corylicola Sacc., Cryptosporiopsis coryli Peck., Phyllactinia guttata Wallr., e 

Armillaria mellea Vahl., as bactérias Xanthomonas arboricola pv. e Pseudomonas avellanae e o 

vírus do mosaico fluído ApMV (Apple Mosaic Virus). 

Cytospora corylicola ataca principalmente pomares velhos ou fragilizados, em ambientes adversos, 

como por exemplo, com carências hídricas, técnicas culturais desequilibradas, etc. 

Cryptosporiopsis coryli provoca nas plantas uma cor acastanhada nas brácteas dos amentilhos, 

gomos escurecidos, folhas com necroses entre nervuras e ramos mortos. Phyllactinia guttata 
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provoca manchas brancas na face inferior das folhas, das quais se formam pontuações 

avermelhadas, negras e achatadas no centro. Armillaria mellea causa o escurecimento dos tecidos 

externos da raiz e podridão, conduzindo a um enfraquecimento geral da planta e, posteriormente, 

a sua morte.  

Bactérias do tipo Xanthomonas arboricola pv. levam ao desenvolvimento de cancros escuros e 

necroses, tanto nas folhas como nos gomos. Estes gomos acabam por não evoluir, secando, com 

posterior queda precoce. Pseudomonas avellanae faz com que as inflorescências masculinas 

fiquem murchas durante o inverno e nas inflorescências femininas provoca um atraso no 

desenvolvimento dos gomos, ocasionado necroses [31].   

Na década de 70, investigadores da Universidade de Corvallis em Oregon (EUA) iniciaram um 

programa de melhoramento genético em que selecionaram sementes de polinização livre de 

Corylus colurna, de onde resultaram os porta-enxertos Dundee e Newberg [87]. Estes autores 

observaram que o uso destes porta-enxertos conduzia a um maior vigor e uma maior produção 

das plantas, sem emissão de rebentos na base do caule [44]. 

As boas características de crescimento e resistência do porta-enxerto Dundee são fatores que 

sublinham a importância da utilização deste porta-enxerto e que levaram à sua seleção para estudo 

no presente trabalho de dissertação.  

 

 

2.5. Cultura in vitro de células, tecidos, órgãos e plantas 

A cultura in vitro de tecidos vegetais (para abreviar) consiste na cultura de estruturas vegetais – 

desde células a plantas inteiras - em condições artificiais, através da manipulação do seu 

crescimento, diferenciação e desenvolvimento em meios de cultura específicos.  

A cultura in vitro de tecidos vegetais transformou-se numa poderosa ferramenta da qual fazem 

parte um conjunto diversificado de técnicas e com aplicação em diversos domínios da biologia 

vegetal, nomeadamente em:  

 Farmacologia - na produção de compostos de origem vegetal e de importância a nível industrial; 

 Genética - no melhoramento de plantas através da obtenção de híbridos pela fusão de protoplastos 

e na regeneração de plantas transformadas com DNA exógeno; 

 Fitopatologia - pela recuperação de clones indemnes e na preservação do germoplasma; 

 Hortifloricultura - possibilitando uma rápida multiplicação clonal de variedades selecionadas [79]. 
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A partir da cultura in vitro de explantes (inóculo ou fragmento vegetal usado para iniciar o 

estabelecimento da cultura) obtidos de uma planta-mãe selecionada é possível produzir milhares 

de plantas (clones) [32], sendo por isso adequada para a propagação vegetativa de plantas, 

também designada por micropropagação. 

Existem três processos distintos de obtenção de rebentos e/ou plantas a partir do explante:  

 a rebentação axilar obtida pelo desenvolvimento de meristemas axilares endógenos; 

 a rebentação adventícia obtida por organogénese direta ou indireta, a partir de meristemas 

adventícios, ou seja, formados de novo;  

 a embriogénese somática direta ou indireta, também adventícia [45]. 

Na rebentação axilar, ocorre o desenvolvimento de novos rebentos a partir de meristemas axilares 

pré-existentes, que podem originar ramos [32].  

Na organogénese direta, ocorre a formação de rebentos e/ou raízes adventícias através da 

inoculação de explantes como fragmentos, folhas, pecíolos, entrenós de caules, caules ou raízes, 

sem passar por uma fase de callus estrutura amorfa constituída por células indiferenciadas [46].  

No caso da organogénese indireta há uma fase inicial de desdiferenciação celular e produção de 

callus e, só depois, então, se diferenciam os meristemas e, a partir deles, se desenvolvem os 

respetivos órgãos. A calogénese é um processo importante e vantajoso para obter plantas 

indiretamente, pois o callus contém células ou um grupo de células que possuem centros ativos 

de divisão celular, que em condições apropriadas, são induzidos a se especializar na produção de 

órgãos.  

Na embriogénese somática, direta ou indireta, diferenciam-se embriões somáticos a partir de 

células somáticas, que posteriormente se desenvolvem até a formação de uma planta [47]. 

A capacidade de regeneração de plantas a partir do explante depende da sua maturidade e estádio 

fisiológico e, de um modo geral, são os tecidos jovens e em crescimento ativo os mais utilizados 

como fonte de explantes devido à sua maior tendência de proliferação [47]. A idade, o estado 

fisiológico e fitossanitário da planta-mãe e do explante inicial são também fatores de extrema 

importância no sucesso da micropropagação, sendo que as plantas mais jovens e saudáveis têm 

uma melhor resposta do que as plantas mais velhas e com contaminações [32]. 

A micropropagação define-se como a propagação fiel de um genótipo selecionado por técnicas da 

cultura in vitro de tecidos vegetais. Geralmente, encontra-se associada com a produção em grande 

escala a preços competitivos, uma das principais vantagens da clonagem de plantas [48]. Segundo 

a literatura, a cultura in vitro, movimenta milhares de milhões de dólares em todo o mundo, 

nomeadamente, em países como Alemanha, Holanda, Inglaterra, Índia e Estados Unidos da 
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América. Estas técnicas e método de produção e plantas têm aumentado os mercados e 

promovido a criação de novos laboratórios, empregos, tecnologias e patentes. Além disso, têm 

fortalecido novos paradigmas através do uso da biologia molecular, com o intuito da obtenção de 

plantas mais resistentes a pragas e stresses abióticos, plantas aromáticas e medicinais e até de 

interesse ornamental [49]. 

 

2.5.1. Composição dos meios de cultura 

As plantas são seres fotoautotróficos que utilizam a energia luminosa para produzir compostos 

orgânicos, como a glucose, a partir de dióxido de carbono e água [2] e [50]. E é a partir dos 

fotoassimilados produzidos, fonte de carbono e energia celular, e dos nutrientes inorgânicos 

captados do solo, que as plantas produzem todas as moléculas de que são feitas e mantém a 

organização estrutural que as carateriza. 

O crescimento e a morfogénese in vitro são igualmente influenciados pela luz, seja pela 

intensidade, seja pela qualidade ou tipo de espetro de emissão, ou pelas condições de fotoperíodo 

(número de horas de luz face ao número de horas de escuro). Estes processos são também 

influenciados pela temperatura, usando-se valores geralmente em torno dos 25 ºC, com um 

intervalo entre 20 ºC e 27 ºC [2] e [51].  

Como a maior parte dos explantes usados é incapaz de sintetizar as substâncias orgânicas 

(hidratos de carbono, vitaminas, aminoácidos, reguladores de crescimento) que são fundamentais 

para o seu crescimento e desenvolvimento, são preparados meios de cultura apropriados para 

cada explante/genótipo/espécie vegetal. Os meios de cultura utilizados possuem na sua 

constituição os compostos orgânicos de que os explantes necessitam, para além dos compostos 

inorgânicos (micronutrientes) que são, normalmente, captados do solo a partir do sistema 

radicular das plantas [52] e [53]. 

Para além destes componentes o meio de cultura tem de apresentar um pH específico, 

compreendido geralmente entre 5,6 e 5,8, que permita ao mesmo tempo a correta absorção dos 

nutrientes pelos tecidos vegetais [45] e a solidificação do agar, o agente gelificante mais 

vulgarmente usado para preparação de meios sólidos ou semi-sólidos. 

Existe uma grande diversidade de meios de cultura que foram sendo adaptados e desenvolvidos 

para cada espécie vegetal e para os diferentes órgãos da mesma planta [2]. Os meios mais 

comummente usados são: Knudson (Knudson, 1946), MS (Murashige & Skoog, 1962), B5 
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(Gamborg et al., 1968), SH (Schenk & Hildebrandt, 1972), TK (Tabachnik & Kester, 1977), WPM 

(Lloyd & McCown, 1981), DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) e Rugini (Rugini, 1984).  

De entre todos os meios de cultura, o meio MS é talvez o mais comum por ser um meio rico em 

minerais (principalmente azoto, potássio, boro e magnésio) e por permitir uma favorável resposta 

das plantas [45]. 

 

2.5.2. Reguladores de crescimento vegetal 

Os reguladores de crescimento vegetal, ou hormonas vegetais, são moléculas que se encontram 

presentes nas plantas, e que em concentrações muito baixas são capazes de regular o crescimento 

celular, processos de morfogénese e desenvolvimento e, consequentemente, condicionam a 

resposta dos explantes e das estruturas produzidas a partir destes, ao longo das diferentes fases 

do processo da cultura in vitro [51] e [53]. 

Existem três principais classes de hormonas vegetais que são utilizadas em cultura in vitro: 

auxinas, citocininas e giberelinas. 

Relativamente às auxinas, a hormona vegetal natural mais abundante e de maior relevância 

fisiológica é o ácido indol-3-acético (IAA). Contudo, a auxina mais comummente utilizada para o 

enraizamento de estacas e micro-estacas é o ácido indol-3-butírico (IBA) [51] e [84] e é utilizada 

na fase de estabelecimento e na fase de multiplicação da micropropagação. Dentro do grupo das 

auxinas sintéticas encontram-se o ácido 1-naftalenoacético (NAA), entre outras [53] e [54].    

A citocinina é determinante na promoção do desenvolvimento de novos rebentos e de gomos 

axilares, na fase de estabelecimento e de multiplicação in vitro. É geralmente adicionada numa 

concentração superior à das auxinas na fase de multiplicação de rebentos [48] e [53]. Uma das 

citocininas sintéticas mais frequentes em micropropagação, é a 6-benzilaminopurina (BAP), mais 

económica do que a citocinina natural zeatina. Esta hormona induz taxas mais elevadas de 

proliferação de rebentos [38] e [51]. 

Conjuntamente, citocininas e auxinas permitem a formação de uma massa de células 

indiferenciadas denominada de callus (e, a partir destes, suspensões celulares), estimulando a 

divisão e a expansão celulares, e também regulam processos morfogénicos promovendo a 

diferenciação e crescimento de órgãos [38] e [51].  

A adição de giberelinas ao meio de cultura pode ser útil para o alongamento de entrenós de 

rebentos, sobretudo na fase de estabelecimento e na fase de multiplicação de cultura in vitro, o 

que facilita a separação dos nós e obtenção de mais segmentos nodais, amplificando a taxa de 
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multiplicação (este conceito será aprofundado mais adiante). Estão envolvidas no alongamento de 

folhas e dos entrenós de caules, devido à ativação do meristema intercalar. Elevadas 

concentrações de ácido giberélico (GA3) podem ainda induzir o crescimento de callus, a formação 

de rebentos adventícios e promover o crescimento de callus em combinação com auxina e baixas 

concentrações de citocinina [51] e [56].  

 

2.5.3. Micropropagação de plantas 

Quando o objetivo da cultura in vitro é a produção de plantas, ou seja, a multiplicação vegetativa 

de plantas, o processo é simplesmente designado por micropropagação [79]. 

Existem várias abordagens possíveis de micropropagação, mas atualmente, a abordagem, mais 

recente (Figura 3), refere-se numa divisão em quatro fases principais: seleção e preparação da 

planta-mãe, estabelecimento do explante in vitro (iniciação assética), multiplicação de rebentos, 

enraizamento e aclimatização das plantas ex vitro [48].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Descrição das principais fases do processo de micropropagação [48]. 

 

Na fase 0, procede-se à seleção da planta-mãe com as melhores características e à preparação 

da mesma, por vezes com pré-tratamentos antifúngicos para reduzir a carga microbiana, 

promovendo assim um crescimento mais vigoroso e um maior sucesso da cultura in vitro pelo 

controlo das contaminações. A escolha do explante e a sua iniciação em cultura asséptica são 

aspetos da maior importância no estabelecimento de um protocolo de cultura in vitro [32] e [51]. 

Na fase 1, ocorre o estabelecimento da cultura in vitro. Começa-se por recolher o material vegetal 

e proceder à sua desinfeção, essencial para eliminar microrganismos (fungos e bactérias) 

Fase 0 - Preparação da planta-mãe 

Fase 1 - Iniciação assética ou estabelecimento 

Fase 2 - Multiplicação 

Fase 3 - Enraizamento 

Fase 4 - Aclimatização 
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presentes. Depois procede-se à inoculação dos explantes no meio de cultura, meios esses terão a 

composição adequada de cada tipo de cultura, sendo depois mantidos em condições de 

temperatura, luz, humidade relativa propícios para o desenvolvimento da cultura. 

Na fase 2, de multiplicação, ocorre a diferenciação, desenvolvimento e proliferação dos órgãos e 

estruturas capazes de originar plantas completas, sendo elas geralmente rebentos axilares ou 

adventícios, embriões somáticos, órgãos em miniatura como micro tubérculos. Os rebentos 

caulinares produzidos nesta fase são considerados como propágulos, pois podem ser propagados, 

ou multiplicados, para aumentar o seu número em sucessivas subculturas a cada 2 a 8 semanas, 

constituindo, portanto, fonte de novos explantes caulinares. O objetivo desta fase é, então, produzir 

novos propágulos de plantas que, quando separados da cultura, são capazes de dar origem a 

plantas completas e iniciar novos ciclos de micropropagação [55] e [51].  A obtenção de elevadas 

taxas de multiplicação depende de vários fatores, endógenos e exógenos, tais como: genótipo, 

composição mineral e vitamínica do meio de cultura, fonte de carbono, níveis e tipo de reguladores 

de crescimento, agente gelificante, luz e temperatura [32].  

A fase 3 corresponde à fase de enraizamento e é a última fase realizada em laboratório em 

condições estritamente controladas. Frequentemente, no enraizamento, utilizam-se as auxinas 

para induzir o alongamento dos rebentos e formação de raízes. 

Por último, temos a fase 4, a aclimatização, que é a última fase do processo e ocorre ex vitro 

(condições de campo ou de estufa). Consiste num processo de adaptação gradual das plantas 

produzidas in vitro às condições climáticas e ambientais naturais e a sua transição da condição 

heterotrófica para a autotrófica [2]. 

O processo de micropropagação tem muitas vantagens e aplicações, mas a sua implementação 

nem sempre é fácil, podendo deparar-nos com inúmeros problemas e limitações. Em baixo 

encontram-se enumeradas as principais vantagens e limitações da micropropagação: 

 

 Vantagens: 

 Possibilita a produção de clones de alguns tipos de plantas que, de outro modo, são 

morosas e difíceis (ou mesmo impossíveis) de se propagarem vegetativamente (por 

exemplo, no combate à extinção de espécies vegetais) [51]; 

 Providencia grande quantidade de material vegetal de qualidade (sem doenças) [57] e 

[58];  

 Possibilita a produção de plantas geneticamente idênticas e de crescimento mais 

acelerado [59]; 
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 Com a desinfeção é possível proteger as plantas de contaminações de bactérias e fungos 

[51]; 

 Permite ajustar os fatores que influenciam a regeneração vegetativa, como os níveis de 

nutrientes, reguladores de crescimento, luz e temperatura [51]; 

 Permite a manutenção do genótipo (uniformidade) e da qualidade fitossanitária (assepsia) 

do material vegetal [57]; 

 Permite a obtenção de várias plantas, a partir de um único explante inicial [57], [51] e  

[57]; 

 Requer reduzido espaço de tempo e espaço físico [57], [51] e [57]; 

 É independente do efeito de sazonalidade (as condições físicas são rigorosamente 

controladas) [52], [59] e [60]; 

 Os custos associados são geralmente menores [51]. 

  

 Limitações: 

 A propagação massiva não é ainda aplicável a todas as espécies vegetais [48]; 

 Os clones podem não ter um crescimento uniforme e, em vez disso, podem ter diferentes 

taxas de crescimento e maturação in vitro [48]; 

 Existe maior dificuldade na obtenção de raízes do que rebentos [48]; 

 Por vezes, a elevada variação de condições entre clones e mesmo entre plantas do 

mesmo clone, torna difícil encontrar o meio adequado [61];  

 A regeneração pode não ser possível, especialmente em espécies lenhosas e árvores 

adultas [48]; 

 Custos com a mão de obra (70% do custo de uma planta micropropagada) [48]; 

 Elevado investimento inicial em instalações e desenvolvimento de protocolos diferentes 

para as diferentes culturas de espécies [88].   

Com o crescente aumento de procura por espécies produtoras de frutos secos de elevada 

qualidade genética e fitossanitária, associado aos problemas na multiplicação e de suscetibilidade 

a pragas e agentes patogénicos de algumas espécies, a micropropagação de porta-enxertos 

resistentes e de boas caraterística produtivas revelou-se como sendo uma das melhores 

estratégias para responder às solicitações do mercado [86]. 
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2.6. Indução de organogénese indireta a partir de explantes foliares 

Foram utilizados explantes foliares de pistaceira e de aveleira com o intuito de avaliar a capacidade 

de desdiferenciação e de ocorrência de organogénese indireta (rebentos adventícios). 

Para uma melhor compreensão de todo o processo envolvido desde a inoculação dos explantes 

foliares destas variedades de porta-enxertos inoculados nos meios de cultura, até à formação de 

uma nova planta, encontra-se representado um esquema ilustrativo sobre processo de 

embriogénese somática in vitro. (Figura 4).  

 

 

Figura 4: Esquema do processo de embriogénese somática in vitro , através de segmentos foliares [62]: A- fase 0 
onde ocorre a preparação e seleção da planta-mãe; B- fase 1 em que se faz o estabelecimento dos segmentos 
foliares; C- fase 2, de multiplicação onde ocorreu o desenvolvimento de embriões somáticos, a partir de segmentos 
foliares. 

 

De acordo com a Figura 4 acima descrita, estas são as etapas de desenvolvimento que os 

segmentos foliares dos clones de pistaceira e de aveleira poderão manifestar, ao longo do tempo, 

com do processo de desdiferenciação das folhas (células diferenciadas) e posterior 

desenvolvimento de callus [91] e [92]. 

A embriogénese somática constitui um método eficaz de propagação, principalmente quando o 

material vegetal disponível para o estabelecimento in vitro é escasso. Por este motivo, este método 

foi utilizado no âmbito da propagação destas espécies. 

  

A 

B 

C 
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Capítulo 3 – Materiais e Métodos 

 

3.1. Espaços laboratoriais e procedimentos básicos 

Para cada uma das fases da micropropagação e aclimatização de plantas – do campo ao cliente, 

existem diferentes espaços funcionais, bem como diferentes condições de assepsia, que são 

fundamentais para a prevenção da entrada e proliferação de agentes contaminantes. Estas 

condições são importantes na cultura in vitro pelo facto de evitarem a contaminação das culturas 

vegetais e do material esterilizado que é utilizado nas câmaras de fluxo laminar assépticas, 

garantindo, deste modo, que se produzam e forneçam plantas de elevada qualidade fisiológica e 

sanitária [59]. 

Para que estes resultados sejam possíveis, primeiramente, na antecâmara do laboratório da Deifil, 

e seguindo os procedimentos protocolares de boas práticas da empresa, faz-se a troca de calçado 

do exterior por um específico para uso em laboratório (socas de laboratório), coloca-se uma touca 

na cabeça e veste-se uma bata, seguindo-se a lavagem das mãos. Assim, estão reunidas as 

condições necessárias para a entrada no laboratório de biotecnologia vegetal. Este espaço é 

composto por uma sala de preparação de meios de cultura, duas salas de lavagens, uma sala de 

manipulação de plantas e duas de crescimento das plantas.  

Na sala de preparação de meios de cultura temos presentes os materiais e equipamentos 

laboratoriais necessários para a elaboração dos meios a utilizar para as diversas espécies de 

plantas existentes na empresa.  

A sala de lavagens é o espaço onde se procede à lavagem do material laboratorial, onde ocorre a 

desinfeção do material vegetal que vem de condições ambientais naturais (ex vitro) e onde se 

encontra a placa de aquecimento para cozimento, por exemplo, do agar, dos meios de cultura, 

etc. Efetua-se aqui, ainda, a desinfeção e esterilização dos frascos e outros utensílios no autoclave 

(Uniclave 88) utilizando-se programas de esterilização de 121 ºC, 1,2 bar durante 20 minutos. 

Seguidamente, temos a sala de manipulação de plantas, onde se encontram as câmaras de fluxo 

laminar horizontal (Telstar®, modelo BH-100). Antes de cada utilização estas são sujeitas a 

radiação UV durante 20 minutos e, posteriormente, toda a bancada de trabalho é desinfetada com 

etanol a 70% (v/v). Nestas câmaras está ainda instalado um esterilizador por infravermelhos 

(Seleta®, modelo Sterilbio) que atinge uma temperatura de 900 ºC, no qual se colocam, sempre 

que necessário, as pinças e os bisturis, para um manuseamento seguro das plantas.  
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As culturas são depois colocadas e mantidas nas salas de crescimento, a uma temperatura de 25 

ºC ± 1 ºC, com um fotoperíodo de 16 horas e uma intensidade luminosa de cerca de 40 μmol m-

2 s-1 fornecida por lâmpadas fluorescentes (MASTER TL-D Super 80, 36W/865, Philips®).  

Na estufa existe um pavilhão principal composto por uma área interior e uma exterior. A primeira 

é constituída por uma zona de armazenamento de substratos, vasos, tabuleiros e material de 

estufa, onde se realiza a transferência das plantas propagadas in vitro para a fase de aclimatização 

ex vitro. Ao lado temos a zona de aclimatização, designada carinhosamente de “berçário”, a zona 

de crescimento das plantas ou “zona de engorda” que é composta por 3 naves. Na área exterior 

ou zona de “endurecimento das plantas” as plantas estão expostas ao ar livre, para uma melhor 

preparação ao ambiente externo, sendo, finalmente, por último, entregues ao cliente. 

 

 

3.2. Seleção e preparação das plantas-mãe  

3.2.1. Seleção das plantas-mãe  

A micropropagação de cada espécie de plantas inicia-se a partir da planta-mãe previamente 

selecionada de acordo com os atributos requeridos pelo cliente ou pela indústria transformadora 

e submetida a ensaios de qualidade e tratamentos de desinfeção com o objetivo de assegurar a 

sua qualidade fitossanitária.  

Neste trabalho foram utilizados vários clones de cada uma três variedades de porta-enxertos: 

clones I, II, III e IV de GF677, clones I, II, III, IV e V de UCB-1 e clones I, II e III de Dundee. 

Os clones de GF677 tinham idades compreendidas entre dois a três anos, os clones de UCB-1 

tinham três anos de idade e os clones de Dundee um ano.  

 

3.2.2. Preparação das plantas-mãe 

As plantas-mãe são mantidas em estufa com fotoperíodo natural, a uma temperatura entre 25 e 

28 ºC, uma humidade relativa acima dos 50%, cobertas com rede de sombreamento a 50% e 

regadas através de um sistema gota a gota.  

Duas semanas antes da recolha do material vegetal para obtenção de explantes, as plantas-mãe 

(Figura 5) são vaporizadas com antifúngico Switch® (1 g/ L). Este pré-tratamento é importante 

devido à elevada humidade relativa do ar na estufa.   
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Figura 5: Imagens dos porta-enxertos que se encontravam na estufa: A- GF677; B- UCB-1; C- Dundee. 

 

 

3.3. Recolha e desinfeção do material vegetal 

Para dar início à fase de estabelecimento dos explantes in vitro são recolhidos os segmentos 

apicais de ramos jovens, com 15 a 20 cm de comprimento e 5 a 6 entrenós, dos três porta-

enxertos de GF677, UCB-1 e Dundee. No caso de ensaios de estabelecimento in vitro em que se 

utilizaram segmentos nodais como explante, as folhas foram removidas com tesoura desinfetada 

(etanol a 70% (v/v)) sendo depois os segmentos caulinares apicais desfolhados colocados em 

frascos de vidro identificados (Figura 7 C). No caso em que se testaram explantes foliares, foram 

recolhidas as folhas para os frascos (Figura 7 D). Todo o material foi depois transportado para o 

laboratório.  

O procedimento de recolha de material vegetal realizou-se diversas vezes e em diferentes épocas 

do ano, para os diferentes clones estudados, de acordo com a Tabela 4, com o intuito de se avaliar 

a melhor época do ano para a realização dos estabelecimentos in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 
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Tabela 4: Tabela resumo com todos os estabelecimentos realizados no trabalho experimental, dos porta enxertos de 
GF677, de UCB-1 e de Dundee, compreendidos entre o mês de outubro 2018 a maio 2019. 

Época do ano Porta-enxertos Clones Origem do explante 

Outubro 

GF677 II, IV Ramo jovem (segmento apical) 

UCB-1 I Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee I Ramo jovem (segmento apical) 

Março 

GF677 IV Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee III Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee III Folhas de ramos jovens 

Abril 

GF677 I, II e III Ramo jovem (segmento apical) 

UCB-1 I, II, III, IV e V Ramo jovem (segmento apical) 

UCB-1 I, II, III, IV e V Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee I e II Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee I e II Folhas de ramos jovens 

Maio 

UCB-1 I, II, III, IV e V Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee I, II e III Ramo jovem (segmento apical) 

Dundee I, II e III Folhas de ramos jovens 

 

No laboratório, o material recolhido foi sujeito a um processo de desinfeção de acordo com o 

esquema da Figura 6. Brevemente, o primeiro passo consistiu numa lavagem em água corrente 

em cada frasco e, depois de se descartar esta água corrente, adicionou-se a solução de detergente 

TWEEN® 20 (0,01 ml/L), mantendo-se por um período de 10 minutos, para remoção de 

contaminantes superficiais. Após três lavagens com água destilada, adicionou-se a solução 

antifúngica Switch® (3 g/L), durante 10 minutos, seguida de novas lavagens (3x) com água 

destilada. Este antifúngico sistémico e de superfície é indicado para combater a podridão cinzenta 

e carateriza-se pela sua elevada eficácia e persistência de ação. A seguir a este tratamento, 

adicionou-se o antibacteriano natural, Veg’lys® (10 μl/L), solução à base de extrato de alho, por 

5 minutos, terminando-se com nova lavagem com água destilada. O material vegetal foi 

posteriormente transferido para frascos estéreis, seguindo-se uma passagem em etanol a 70 % 

(v/v), por apenas 1 minuto, e lavagem com água destilada. Por fim, procedeu-se a uma última 

desinfeção do material vegetal com lixívia comercial (Dia®, 5 % de hipoclorito de sódio), a 

diferentes diluições consoante o tipo de explantes, durante 20 minutos. Nos frascos com 

segmentos caulinares apicais adicionou-se uma diluição a 20 % (v/v) e, nos frascos com folhas, 

por ser um material vegetal mais sensível, adicionou-se uma diluição a 30 % (v/v). Os frascos 

foram depois transferidos para a câmara de fluxo asséptica e o material lavado, pelo menos, 4 

vezes com água destilada estéril, sob agitação para remoção de resíduos de lixívia.  
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Figura 6: Esquema-resumo do processo de desinfeção efetuado no material vegetal obtido a partir dos ramos jovens 
colhidos nos porta-enxertos dos clones de amendoeira, pistaceira e aveleira, bem como para a desinfeção das folhas 
dos clones de pistaceira e aveleira. 

 

A Figura 7 mostra algumas imagens ilustrativas do material vegetal de GF677, UCB-1 e Dundee, 

em diferentes fases do procedimento de desinfeção realizadas na sala de lavagens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Imagens ilustrativas das diferentes fases do processo desinfeção do material vegetal: A- segmentos 
caulinares apicais desfolhados de GF677 em solução com detergente TWEEN® 20; B- com o antifúngico Switch®; 
C- com o antibacteriano Veg’lys®; D- folhas de UCB-1 em solução com detergente TWEEN® 20; 

Tratamento com solução de antibacteriano Veg’lys® em água destilada 
(10 μl/L) durante 5 min 

Transferência de material vegetal para frascos estéreis, 
passagem por etanol a 70 % (1 min) e lavagem com água 
destilada

Desinfeção final com diluições de lixívia comercial (Dia®, 5 
%), 20 min: segmentos apicais com diluição a 20 % e 
folhas a 30 %.  

Transferência para a câmara de fluxo asséptica 
e lavagem (4x) em água destilada estéril   

Tratamento com solução de antifúngico Switch® em água destilada (3 g/L) 
durante 10 min 

Lavagem com solução de detergente TWEEN® 20 em água destilada (0,01 ml/L) 
durante 10 min  

Lavagem com água corrente 

A 
C 

B 
D 
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3.4. Estabelecimento de segmentos caulinares nodais in vitro  

Após a desinfeção do material vegetal, na câmara de fluxo laminar, procedeu-se à divisão dos 

segmentos caulinares apicais, de modo a obter segmentos nodais de aproximadamente 1-2 cm. 

Estes foram, posteriormente, inoculados em tubos de ensaio (150 x 25 mm), contendo 10 mL de 

meio de cultura (um explante por tubo). As culturas são depois mantidas na sala de crescimento, 

nas condições acima descritas, durante 4 a 8 semanas, consoante o seu desenvolvimento.  

Os explantes foram inoculados em cinco meios de cultura diferentes, meio 1 (M1), meio 2 (M2), 

meio 3 (M3) e meio 5 (M5). Relativamente às composições destes 4 meios temos:  

 M1 corresponde ao meio MS (Murashige & Skoog, 1962), que inclui macronutrientes, 

micronutrientes e vitaminas MS, com adição de 0,1 mg/L de BAP;  

 M2 é composto por macronutrientes do meio GNH (Meio de Garoosi, Nezami & Haddad, 

2010), micronutrientes MS, vitaminas MS, com adição de 1 mg/L BAP e 0,01 mg/L IBA; 

 M3 é composto por macro GNH e micronutrientes MS, vitaminas MS, com adição de 1 

mg/L BAP e 0,01 mg/L IBA e com 20 mg/L de GA3.  

 M5 corresponde aos macronutrientes, micronutrientes e vitaminas de WPM (Meio Lloyd 

& McCown Woody Plant, 1981), com adição 2 mg/L BAP (adotado no mês de fevereiro 

para as culturas GF I e GF IV).  

Na Tabela 5 encontram-se as concentrações das soluções stock de macro e micronutrientes e de 

vitaminas dos meios comerciais usadas na preparação dos vários meios de cultura, bem como as 

concentrações de outros constituintes (mio-inositol, reguladores de crescimento, ácido ascórbico, 

sacarose e agar). No anexo I na Tabela A2 pode encontrar-se a composição dos vários meios 

comerciais usados (MS, GNH e WPN) e também no anexo III. 
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Tabela 5: Concentrações das soluções stock de nutrientes e vitaminas de meios comerciais e de outros constituintes 
usados na preparação dos meios de cultura utilizados na fase de estabelecimento in vitro (M1, M2, M3 e M5). 

Composição 
Concentração (p/v) 

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 5 

Meio MS basal (Macro + 

Micro MS) 
4,33 mg/L --- --- 4,33 

Macronutrientes GNH --- 100 mg/L 100 mg/L --- 

Micronutrientes MS  --- 10 mg/L 10 mg/L --- 

Vitaminas MS  1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L --- 

Vitaminas WPM --- --- ---  1 mg/ L 

Mio-inositol (mg/L) 100  100  100  100  

BAP (mg/L) 0,1  1  1  2  

IBA (mg/L) --- 0,01  0,01  --- 

GA3 (mg/L) --- --- 20  --- 

Ácido ascórbico (g/L) --- --- --- 1  

Sacarose (g/L) 25  25  25  25  

Agar (g/L) 7  7  7  7  

 

Em anexo I, a Tabela A1 evidencia um resumo de todo o material vegetal micropropagado e de 

todos os meios de cultura utilizados em cada clone, ao longo dos meses de estágio. 

Dada a escassez de material vegetal, nem sempre disponível nas quantidades necessárias, não 

foi possível fazer um desenho fatorial completo, testando todos os meios em todos os clones. Na 

Tabela 6 pode encontrar-se a informação sobre os meios de cultura que foram testados para cada 

clone dos porta-enxertos GF677, UCB-1 e Dundee, na fase de estabelecimento. Para efeitos de 

facilidade de monitorização/avaliação do trabalho laboratorial, mas também da interpretação de 

resultados, adotou-se um esquema de cores para diferenciar os meios de cultura, já patente nesta 

Tabela 6. No laboratório isto fez-se através do uso de corantes no meio de cultura e para a 

representação dos resultados usar-se-á o mesmo código de cores nas figuras e tabelas. 
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Tabela 6: Meios de cultura testados na fase de estabelecimento in vitro de explantes (segmentos nodais) para os 
diferentes clones dos três porta-enxertos estudados: GF677, UCB-1 e Dundee. 

 

Na Figura 8 encontram-se imagens representativas de segmentos nodais de GF677, de UCB-1 e 

de Dundee, inoculados, individualmente, em M1 no primeiro estabelecimento realizado.  

 

 

 

  

 

 

Figura 8: Imagens representativas de segmentos nodais obtidos de ramos apicais selecionados de plantas-mãe das 
espécies de amendoeira, pistaceira e aveleira, inoculados em meio 1 (M1) para a indução de rebentos. Os ramos 
foram colhidos durante o mês de outubro 2018 (primeiro estabelecimento): A- GF677 clone II; B- GF677 clone IV; C- 
UCB-1 clone I; D- Dundee clone I. 

 

O objetivo deste teste foi avaliar as diferentes respostas dos segmentos nodais em M1, M2, M3 e 

M5, para posteriormente se poder produzir plantas inteiras. 

 

 

Variedades/Clones Meios de cultura usados para o estabelecimento de segmentos nodais in vitro 

GF I M3 

GF II M1/M2/M3/M5 

GF III M3 

GF IV M1/M2/M3 

UCB-1 I M1/M2/M3 

UCB-1 II M3 

UCB-1 III M3 

UCB-1 IV M3 

UCB-1 V M3 

Dundee I M1/M2/M3 

Dundee II M2/M3 

Dundee III M2 

A B C D 
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3.5. Estabelecimento de segmentos foliares in vitro 

Devido à escassez e oscilação na disponibilidade de material vegetal para se iniciar a 

micropropagação de porta-enxertos das espécies em estudo, essencialmente devido à perda de 

culturas por contaminações microbianas, decidiu-se testar outro tipo de explante, para além dos 

segmentos caulinares nodais, avaliando a sua resposta em termos de capacidade de diferenciação 

e desenvolvimento de rebentos adventícios. Assim, como existiam três clones de Dundee e cinco 

clones de UCB-1 com as folhas bem desenvolvidas na estufa, decidiu utilizar-se essas folhas como 

explantes com o objetivo de tentar induzir a proliferação de rebentos por organogénese indireta, 

ou seja, induzir a desdiferenciação celular e formação de callus e posterior diferenciação de 

rebentos caulinares e, por último, a formação da planta inteira. Esta estratégia não foi aplicada a 

GF677 (amendoeira) pois, em estudos anteriores efetuados na empresa, já se havia verificado que 

as respostas dos clones eram muito lentas e, embora produzissem callus, não ocorreu 

organogénese indireta (resultados não publicados). 

Como na Deifil já se tinham testado segmentos foliares com outras espécies de plantas e se tinha 

obtido resultados positivos com os meios M2 e M3, decidiu-se utilizar também estes dois meios 

de cultura para UCB-1 (pistácio) e de Dundee (aveleira). Para a cultura de pistácio, experiências 

preliminares já tinham sido realizadas na empresa, no entanto, relativamente à cultura da aveleira 

não fora testado ainda este procedimento e também não existia bibliografia sobre a indução de 

organogénese indireta através de explantes foliares de Dundee, pelo que esta experiência mostrou-

se muito pertinente no contexto da investigação na micropropagação desta espécie. 

Como os resultados com os clones I de UCB-1 testados não foram conclusivos (Deifil, resultados 

não publicados), resolveu-se testar novamente explantes foliares de pistácio destes clones e em 

outros clones que ainda não tinham sido avaliados/explorados (II, III, IV e V). 

Na altura da inoculação das folhas de Dundee, porque havia material suficiente, para além se usar 

como meios de cultura o M2 e o M3, decidiu-se também testar mais um meio de cultura, tendo-

se selecionado o M5, que para além de diferenças na suplementação hormonal contém ácido 

ascórbico (Tabela 7). 

À semelhança do que se fez para os segmentos nodais, na Tabela 7 encontra-se a informação 

sobre os meios de cultura que foram testados para cada clone dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee, 

na fase de estabelecimento. 
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Tabela 7: Meios de cultura testados na fase de estabelecimento in vitro de explantes (explantes foliares) para os 
diferentes clones de UCB-1e Dundee. 

 

Para o estabelecimento in vitro com explantes foliares, em câmara de fluxo laminar esterilizada, 

cortaram-se pedaços de folha com aproximadamente 1 cm2, de acordo com o indicado na Figura 

9, inoculando os diferentes pedaços com a página superior (página adaxial) voltada para  os meios 

de cultura,  em frascos com uma capacidade volumétrica de 370 mL (11,7 cm de altura e 7,2 cm 

de diâmetro). Sendo em cada um dos frascos inoculados quatro explantes foliares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9: A1- Folhas do clone III de Dundee na câmara de fluxo; A2- Cortes laterias longitudinais e transversais apicais 
de folha (clone III de Dundee); A3- Cortes transversais ao longo do eixo longitudinal formando segmentos foliares 
paralelos (clone III de Dundee); B1- Folhas do clone I de UCB-1 na câmara de fluxo; B2- Corte do bordo periférico da 
folha (clone I de UCB-1); B3-  Cortes transversais ao longo do eixo longitudinal formando segmentos foliares paralelos 
(clone I de UCB-1).  

 Variedades/Clones 
Meios de cultura usados para o estabelecimento de 

segmentos foliares in vitro 

UCB-1 I M3 

UCB-1 II M3 

UCB-1 III M3 

UCB-1 IV M3 

UCB-1 V M3 

Dundee I M3/M5 

Dundee II M3/M5 

Dundee III M2/M5 

B2 B3 
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O objetivo deste teste foi avaliar as diferentes respostas dos segmentos foliares em M2, M3 e M5, 

concretamente: a ocorrência de desdiferenciação, a formação de callus e sua competência 

morfogénica (nomeadamente caulogénese), para posteriormente se poder produzir plantas 

inteiras. 

 

 

3.6. Multiplicação de rebentos in vitro  

Na fase de multiplicação a maioria dos explantes encontram-se em frascos com capacidade 

volumétrica de 370 mL (11,7 cm de altura e 7,2 cm de diâmetro). Num mesmo frasco podem 

estar um número máximo de 10 culturas inoculadas, todas pertencentes ao mesmo clone. 

Note-se que na primeira repicagem, para a fase de multiplicação, optou-se por manter cada 

explante individualmente, novamente em tubos de ensaio (150 x 25 mm), por terem um tempo 

de cultura in vitro ainda escasso e também para prevenir, através da observação direta, a junção 

de explantes com contaminações bacterianas endógenas ainda não manifestadas com explantes 

viáveis (sem a presença de contaminações), ambos no mesmo frasco. 

Espera-se que na multiplicação ocorra a rebentação dos gomos axilares, a ramificação do explante, 

pelo que a composição hormonal é muito relevante. Pretende-se ainda diminuir o efeito roseta 

promovendo o alongamento dos entrenós dos rebentos, pois não só os jovens caules asseguram, 

tal como as folhas, funções fotossintéticas e de reserva nutricional [63], como irá permitir obter 

segmentos nodais de dimensões mais adequadas a um novo ciclo de estabelecimento/ 

multiplicação. Para este fim, testou-se a adição de giberelina (GA3).  

Prepararam-se, então, cinco meios de cultura para a fase de multiplicação: meio 0 (M0), meio 2 

(M2), meio 3 (M3), meio 4 (M4) e meio 5 (M5). Na Tabela 8, é possível observar-se as soluções 

stock de cada um dos meios de cultura na fase de multiplicação, estando ainda disponível e com 

maior detalhe a composição e concentração destes meios no anexo I, na Tabela A3. 

Embora a composição dos meios M2, M3 e M5 tenha já sido descrita na Tabela 5, incluiu-se 

também nesta Tabela 8 (a cinza) para facilidade de comparação. Como se pode observar, M0 

corresponde a meio MS sem suplementação hormonal e M4 corresponde a um novo meio 

comercial testado, o meio QL (Quoirin et Lepoivre, 1977), com adição de 0,5 mg/L BAP.  

No anexo III são disponibilizada as fichas técnicas do meio QL. 
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Tabela 8: Concentrações das soluções stock de nutrientes e vitaminas de meios comerciais e de outros constituintes 
usados na preparação dos meios de cultura utilizados na fase de estabelecimento in vitro (M0, M2, M3, M4 e M5). 

Composição 
Concentração (p/v)  

Meio 0 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 

Meio MS basal  4,33 mg/L --- --- --- 4,33 

Meio QL  ---   3,56 g/L --- 

Macronutrientes GNH --- 100 mg/L 100 mg/L --- --- 

Micronutrientes MS --- 10 mg/L 10 mg/L --- --- 

Vitaminas MS  --- 1 mg/L 1 mg/L --- --- 

Vitaminas WPM --- --- --- --- 1 mg/L 

Mio-inositol (mg/L) --- 100  100  --- 100  

BAP (mg/L) --- 1  1  0,5  2  

IBA (mg/L) --- 0,01  0,01  --- --- 

GA3 (mg/L) --- --- 20  --- --- 

Ácido ascórbico (g/L) --- --- --- --- 1 

Sacarose (g/L) 25  25  25  25  25  

Agar (g/L) 7  7  7  7  7  

 

Na Figura 10 encontram-se alguns exemplares de segmentos nodais de GF677, UCB-1 e Dundee, 

que passaram da fase de estabelecimento para a de multiplicação. Todos os rebentos provenientes 

do estabelecimento, em M1, foram excisados/repicados, após 5 semanas in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Representação de imagens dos segmentos nodais e apicais das espécies de amendoeira, aveleira e 
pistaceira, que foram depois colocados, novamente em tubos de ensaio para a indução de rebentos, durante o mês 
de novembro, ou seja, com 5 semanas em meio 1: A- GF677 clone II; B- GF677 clone IV; C- UCB-1 da pistaceira; D- 
Clone I de Dundee. 

 

 

A B C D 



33 
 

Mais tarde, na segunda repicagem da fase de multiplicação, foram inoculados 2 a 5 explantes 

por frasco (dois explantes devido à existência de explantes contaminados, que não se poderiam 

misturar com os explantes viáveis. Foram inoculados cinco explantes pois todos esses explantes 

eram viáveis à cultura in vitro e também pela existência de uma grande quantidade de meio de 

cultura produzido no laboratório), como se pode verificar na Figura 11, segmentos nodais de 

GF677 (ver anexo II Figura B8 para GF677, B9 para UCB-1 e B10 para Dundee). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de GF677, na fase de multiplicação in vitro. 

 

Nas Tabelas 9 e 10 são apresentados todos os meios de cultura utilizados na fase de multiplicação, 

tanto para os segmentos nodais, como para os segmentos foliares. 

 

Tabela 9: Meios de cultura testados na fase de multiplicação in vitro de explantes (segmentos nodais) para os 
diferentes clones dos três porta-enxertos estudados: GF677, UCB-1 e Dundee. 

Variedades/Clones Meios de cultura usados para a multiplicação 
de segmentos nodais in vitro 

GF I M3/M4 

GF II M2/M3/M5 

GF III M3 

GF IV M2/M3/ M4 

UCB-1 I M2/M3 

UCB-1 II M3 

UCB-1 III M2/M3 

UCB-1 IV M2/M3 

UCB-1 V M2/M3 

Dundee I M2/M3 

Dundee II M2/M3 

Dundee III M2/M3 
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Tabela 10: Meios de cultura testados na fase de multiplicação in vitro de explantes (segmentos foliares) para os 
diferentes clones dos dois porta-enxertos estudados: UCB-1 e Dundee. 

 

 

3.7.     Parâmetros para avaliação do sucesso das fases de estabelecimento e de 

multiplicação 

É da maior relevância avaliar o sucesso das diferentes fases do processo de micropropagação de 

modo a, por um lado, poder alterar-se procedimentos e, por outro, poder prever-se a produtividade 

em plantas micropropagadas para cada espécie e clone. Assim, 4 a 8 semanas após inoculação 

dos explantes, determinou-se a: 

 percentagem de contaminação na fase de estabelecimento 

 percentagem de sobrevivência na fase de estabelecimento 

 percentagem de rebentação na fase de multiplicação 

 taxa de multiplicação na fase de multiplicação  

 percentagem de sobrevivência na fase de multiplicação 

A contaminação (%) foi calculada dividindo o número de explantes contaminados pelo número total 

de explantes inoculados (equação 1).  

A sobrevivência (%) foi calculada dividindo o número de explantes não contaminados e não secos, 

ou seja, viáveis, pelo número total de explantes inoculados (equação 2).  

A rebentação (%) foi calculada dividindo o número de explantes que desenvolveram rebentos, pelo 

número total de explantes inoculados (equação 3).  

Variedades/Clones Meios de cultura usados para a multiplicação de segmentos foliares in vitro 

UCB-1 I M3 

UCB-1 II M3 

UCB-1 III M3 

UCB-1 IV M3 

UCB-1 V M3 

Dundee I M0 

Dundee II M0 

Dundee III M0 
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A taxa de multiplicação, que consiste no número de rebentos obtidos por segmento nodal 

inoculado, pelo nº de rebentos totais inoculados (equação 4). 

 

Percentagem de contaminação =
Nº explantes contaminados

Nº total de explantes inoculados
 × 100                equação 1 

 

Percentagem de sobrevivênvia =  
Nº explantes viáveis

Nº total de explantes inoculados
 × 100  equação 2 

 

Percentagem de rebentação =
Nº explantes com rebentos

Nº total de explantes inoculados
 × 100   equação 3 

 

Taxa de multiplicação =
Nº de rebentos obtidos

Nºtotal de segmentos inoculados
                               equação 4 
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Capítulo 4 – Resultados e Discussão 

 

4.1.      Estabelecimento in vitro de explantes caulinares nodais dos diferentes 

porta-enxertos 

Realizaram-se diversos estabelecimentos in vitro de todos os clones das três espécies em estudo 

para o desenvolvimento de rebentos axilares. Esta prática, adotada pela empresa Deifil, teve como 

objetivo principal a avaliação das respostas de cada um dos diferentes clones, de acordo com os 

seguintes critérios: a prática dos estabelecimentos em diferentes épocas do ano, onde foi possível 

constatar-se a altura do ano mais propícia de recolha de cada um os explantes caulinares (clones 

que expressaram com maior sucesso evidenciaram qual foi o melhor período do ano para serem 

estabelecidos); A seleção dos melhores clones de cada espécie, com a adoção de híbridos 

resistentes e tolerantes a doenças que podem resolver os problemas de solução das espécies, que 

contribuem para a produção de espécies de interesse em boas qualidades sanitárias.  

A fase de estabelecimento in vitro das espécies em estudo foi iniciada inoculando segmentos 

caulinares nodais obtidos a partir de ramos jovens de plantas-mãe selecionadas e mantidas na 

estufa de crescimento da empresa. Após período de tempo adequado em cultura para se poder 

avaliar quer o aparecimento de contaminações microbianas quer a (in)viabilidade de explantes, 

procedeu-se à determinação das percentagens de contaminação, bem como avaliação do tipo de 

contaminação (por fungos e/ou bactérias) e das percentagens de sobrevivência/viabilidade dos 

explantes. 

O cálculo destes parâmetros é essencial na avaliação do desempenho dos explantes na fase de 

estabelecimento, bem como da qualidade fitossanitária do material vegetal, e permite também 

fazer uma apreciação dos meios de cultura utilizados, com o objetivo de se identificar o(s) meio(s) 

mais adequado(s) para cada clone de cada espécie.  

Na fase de estabelecimento, foram utilizados quatro meios de cultura diferentes: M1, M2, M3 e 

M5 (ver capítulo 3, Tabela 6). De seguida ir-se-á descrever os principais resultados por espécie. 
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4.1.1.       Prunus dulcis: variedade do porta enxerto GF677  

De modo a avaliar o tipo de contaminação obtida nos diversos clones do porta enxerto GF677, a 

percentagem de contaminação calculada é dividida em três grupos principais, que são os explantes 

contaminados por fungos, os contaminados por bactérias e os contaminados por fungos e 

bactérias (Figura 12). 

Na Figura 12 é apresentada a percentagem de contaminação obtida com os clones II e IV de 

GF677 inoculados nos meios de cultura M1 e M2, no mês de outubro de 2018 com um período 

de 5 semanas in vitro, (ver anexo II, Figuras B1 e Tabela B1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Percentagem de contaminação obtida para os clones GF II e GF IV estabelecidos nos meses de outubro 
2018 nos meios de cultura M1 e M2. 

 

Ambos os clones apresentaram uma maior contaminação fúngica do que bacteriana em ambos 

os meios analisados. Contudo, o clone GF II apresentou, de um modo geral, menores percentagens 

de contaminação bacteriana que GF IV. Por outro lado, e contrariamente a GF IV, onde o meio de 

cultura não teve efeito relevante no perfil de contaminações, quando explantes GF II são inoculados 

em meio M2 a percentagem de contaminação por bactérias diminuiu quando comparado com M1 

(Figura 12). Os valores de contaminações por fungos e bactérias simultaneamente manteve-se 

mais ou menos semelhante em ambos os clones e meios de cultura. 

Em março foi realizado o estabelecimento dos clones de GF IV para M2 e M3 (ver anexo II, Figuras 

B3 e Tabela B2), apresentado na Figura 13.  
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Figura 13: Percentagem de contaminação obtida para os clones GF IV estabelecidos em março de 2019 nos meios 
de cultura M2 e M3. 

 

Os clones de GF IV em ambos os meios de cultura evidenciaram uma maior contaminação fúngica, 

seguida de contaminação bacteriana (com valores intermédios) e por fim as contaminações 

derivadas por fungos e bactérias com menores valores percentuais de contaminação. 

Comparando os meios de cultura, a percentagem de contaminação por fungos em M2 foi 

relativamente superior ao do M3: 77,72 % > 59,70 %. Por outro lado, a contaminação por bactérias 

foi mais elevada em M3 do que em M2 para os clones de GF IV: 39,70 % > 22,15 %. 

Os valores de contaminações por fungos e bactérias foram semelhantes entre si tanto para os 

meios de cultura M2 e M3. 

Os valores representados na Figura 14 mostram as percentagens de contaminação 

correspondentes obtidas com os clones GF I, GF II e GF III inoculados nos meios de cultura M3 e 

também GF II inoculado em M3 e M5, num novo ensaio de estabelecimento de GF677, realizado 

em abril 2019.   
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Figura 14: Percentagem de contaminação obtida para os clones GF I, II e III estabelecidos em abril de 2019 nos 
meios de cultura M3 e M5 

 

De acordo com a Figura 14, os clones GF I e GF III estabelecidos em M3 apresentaram uma 

percentagem de contaminação causadas por fungos e bactérias simultaneamente muito mais 

acentuada do que os valores registados para os clones GF II e IV (Figura 12), mas também um 

perfil de contaminação inverso, com maior percentagem de contaminação bacteriana que fúngica, 

com especial relevo para GF III. Os clones de GF II, por seu lado, apresentaram um perfil 

consistente com o primeiro ensaio, apenas sem contaminação por fungos e bactérias 

simultaneamente, podendo funcionar como um controlo da fase de amostragem/ data de 

estabelecimento. Estes resultados sugerem que os diferentes clones de GF677 apresentavam 

contaminações endógenas, mas com perfil de tipos de microrganismos distinto.  

Em resumo, quando os explantes são inoculados em M3, as percentagens de contaminação 

fúngica aumentaram GF III (8,96 %) < GF I (28,94 %) < GF II (75,47 %), diminuindo as percentagens 

de contaminação bacteriana no sentido inverso.  
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A Figura 15 mostra exemplos representativos de culturas GF II com contaminações microbianas.  

 

   
Figura 15: Imagens representativas de explantes de GF II contaminados, em fase de estabelecimento, inoculados 
em M2: A- Contaminação bacteriana; B- Contaminação causada por fungos e bactérias; C- Contaminação fúngica. 

 

Para o cálculo da percentagem de sobrevivência, representado na Figura 16, contabilizou-se 

apenas o número total de explantes viáveis finais, excluindo os explantes secos que acabaram por 

morrer, juntamente com os contaminados. A Tabela 11, representa o número de explantes iniciais 

inoculados de GF677, ao longo do período de estágio, em M1, M2, M3 e M5 para cada clone, em 

simultâneo com o número de explantes finais que se obteve após um período de tempo que variou 

de 4 a 8 semanas.  

Na Tabela 11 importa referenciar que foram inoculados em outubro 35 M1 e 35 M2 explantes de 

GF II e 26 M1 e 26 M2 explantes GF IV (ver anexo II, Figura B1). Em março 39 M2 e 16 M3 

explantes de GF IV (ver anexo II, Figura B3). Em abril os 82 M3 de GF I, 86 M3 de GF II, 26 M5 

de GF II e 62 M3 de GF III (ver anexo II, Figura B4). 
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Tabela 11: Número de explantes iniciais inoculados de cada clone de GF677, nos meios de cultura M1 (cor verde), 
M2 (cor azul), M3 (cor laranja) e M5 (cor rosa) e o número de explantes finais obtidos desses estabelecimentos. 

      Meio 1       Meio 2        Meio 3       Meio 5                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir destes valores, obtemos a Figura 16, que evidencia as percentagens de sobrevivência 

obtidas para os diversos clones de GF677 nos quatro meios de cultura testados. 

 

 

Figura 16: Percentagem de sobrevivência obtida para os clones I, II, III e IV de GF677,  na fase de estabelecimento, 
para os meios M1, M2, M3 e M5. 
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Globalmente, e embora não tenha sido possível testar todos os meios em todos os clones, pode 

contatar-se que a % de sobrevivência é dependente do clone, meio de cultura e época do ano. 

Uma vez que GF I e GF III foram apenas estabelecidos em meio de cultura 3 (M3), não foi possível 

avaliar o comportamento destes dois clones relativamente ao meio de cultura, contudo, como 

todos os clones foram testados em M3, pode verificar-se claramente um comportamento distinto 

entre clones, com GF IV com uma % de sobrevivência muito maior (50%) que os restantes clones 

que não atingiram os 10 % em M3. Por outro lado, dado que com o clone GF II foram testados os 

quatro meios de cultura, este clone foi usado para avaliar o efeito de diferentes meios de cultura 

na sobrevivência dos explantes na fase de estabelecimento. Assim, e analisando o clone GF II, M3 

foi o menos eficaz (9,30 %), os M1 e M2 permitiram valores de sobrevivência intermédios e 

semelhantes entre si (cerca de 20 %) e o M5 foi claramente o meio mais eficaz, tendo-se obtido 

valores muito superiores de sobrevivência (50 %) (Figura 16). No caso do M5, a presença de 2 

mg/L de BAP originou a ramificação e rebentação dos explantes de GF II. Ou seja, a existência de 

concentrações de GA3 e de BAP são favoráveis para as culturas de amendoeira. 

Daqui pode concluir-se que o M5 deverá ser o mais apropriado para esta fase da micropropagação, 

pelo menos para o clone II. Os meios M1 e M2 são considerados também satisfatórios.  

Este ensaio permitiu também verificar que os diferentes clones têm capacidades de sobrevivência 

distintas independente do meio de cultura. Assim, foi possível observar que o clone GF IV, 

inoculado em três meios (M1, M2 e M3), demonstrou uma % sobrevivência globalmente superior 

aos restantes, tendo percentagens de sobrevivência mais elevadas que os outros clones: em M1 

(30,77 % vs 20 %), em M2 com maior valor (74,36 % vs 22,86 %) e em M3 (50 % vs < 10 %), 

sendo este último meio o mais adequado na fase de estabelecimento deste clone. Tal acontece, 

pois, o M3 possui uma concentração de GA3 de 20 mg/L e esta giberelina promoveu o crescimento 

e alongamento dos clones de GF IV. Na Figura 17 estão representados os explantes de GF677, 

nesta fase de cultura in vitro. 

Figura 17: Imagens representativas de explantes de GF677, na fase de estabelecimento. 
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4.1.2.       Pistacia vera L.: variedade do porta-enxerto UCB-1 

A avaliação da % de sobrevivência, contaminação e avaliação do tipo de contaminação, foi 

igualmente realizada para os clones de UCB-1. 

Na Figura 18 encontram-se representados os resultados obtidos relativamente à percentagem de 

contaminação com explantes do clone I de UCB-1 (UCB-1 I). Os valores que se encontram em 

percentagem são relativos às culturas inoculadas, na fase de estabelecimento nos meios 1 e 2, 

no mês de outubro de 2018. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Percentagem de contaminação existente em UCB-1 clone I, em fase de estabelecimento em outubro de 
2018, inoculados nos meios de cultura M1 e M2. 

 

Ao analisar os resultados da Figura 18, o UCB-1 I, no meio de cultura 1 após 5 semanas do 

estabelecimento, obteve-se uma maior percentagem de contaminação fúngica do que bacteriana 

em M1 (87,60 %). No geral, tanto em M1 como em M2, a contaminação bacteriana apresentou 

menores percentagens do que a contaminação fúngica. 

Os valores representados tanto em M1 como em M2, mostram que os valores de contaminações 

por bactérias foram semelhantes entre si. 

A contaminação derivada de fungos e bactérias foi nula de igual modo no meio de cultura 1 como 

no meio 2. 

Em abril 2019 efetuou-se um novo estabelecimento dos clones de UCB-1. Os valores 

representados na Figura 19, indicam a percentagem de contaminação ocorrida nos clones I, II, III, 

IV e V inoculados em meio M3. 
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Figura 19: Percentagem de contaminação existente em UCB-1 clones I, II, III, IV e V, em fase de estabelecimento 
em abril de 2019, inoculados nos meios de cultura M3. 

Após 6 semanas, com base nos valores evidenciados da Figura 19, da percentagem de 

contaminação existente identifica-se que só no caso do clone II de UCB-1 se desenrolou uma 

percentagem de contaminação bacteriana (50 %) superior à contaminação fúngica (40,94 %). 

A contaminação por fungos e bactérias, no geral foi semelhante entre todos os clones, exceto para 

o caso do clone IV que teve um valor um pouco inferior e no caso do clone I que obteve 66,7 % de 

contaminação, onde a totalidade dessa contaminação foi causada por fungos (100 %). 

No que diz respeito à contaminação fúngica, os clones III e IV foram o que apresentaram valores 

mais elevados de explantes contaminados. 

Resumindo, dos explantes de UCB-1 estabelecidos, as percentagens de contaminação fúngica 

aumentaram clone II (40,94 %) < clone V (54,41 %) < clone III (70,5 %), diminuindo as 

percentagens de contaminações bacterianas no sentido inverso. 

Na Figura 20 estão os resultados de percentagens de contaminação de UCB-1, inoculados em 

finais de maio 2019, estabelecidos em M2 (clone I) e em M3 (clones I, II, III, IV e V). 
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Figura 20: Percentagem de contaminação em UCB-1 clones I, II, III, IV e V, em fase de estabelecimento, em maio 
de 2019, inoculados nos meios de cultura M2 e M3. 
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Após 4 semanas da primeira inoculação de UCB-1, todos os clones estabelecidos demonstraram, 

de um modo geral, um maior aumento das percentagens de contaminações fúngicas do que 

bacterianas, com exceção do clone II que apresentou o oposto (60 % bactérias > 40 % fungos). 

Comparando as percentagens de contaminação de UCB-1 clone I obtidas em M2 e M3, verificou-

se que foram semelhantes entre si e consistentes com o que já se havia observado no primeiro 

estabelecimento em M1 e M2 para o mesmo clone I (Figura 18), e também com outros clones 

(UCB-1 III, IV e V) em M3 no segundo estabelecimento (Figura 19), ou seja, ocorreu uma maior 

percentagem de contaminação por fungos, seguida de contaminação por bactérias e por fim a 

contaminação por fungos e bactérias. Já os clones IV e V inoculados em M3, e que obtiveram 

respetivamente uma contaminação de 58,3 % e 35,7 %, verificou-se que a totalidade de 

contaminação foi de origem fúngica.  

Na Figura 21, estão dois explantes com contaminações microbianas, respetivamente, de UCB-1 

clones II e IV.  

      
Figura 21: Imagens representativas de explantes de UCB-1 clones II e IV, em estabelecimento: A-Contaminação 
bacteriana; B-Contaminação fúngica. 
 

A Tabela 12 demonstra os explantes inoculados em outubro 22 M1 e 21 M2 explantes do clone I 

(ver anexo II, Figura B1). No mês de abril, foram inoculados 21 M3 do clone I, 24 M3 do clone II, 

44 M3 do clone III, 21M3 do clone IV e 35 M3 do clone V (ver anexo II, Figura B4. Em maio 

inoculou-se 41 M2 e 137 M3 do clone I, 5 M3 do clone II, 21 M3 do clone III, 12 M3 do clone IV 

e 14 M3 do clone V (ver anexo II, Figura B6). 
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Tabela 12: Número de explantes iniciais inoculados de cada clone de UCB-1, nos meios de cultura M1 (cor verde), 
M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o número de explantes finais obtidos desses estabelecimentos. 

      Meio 1       Meio 2        Meio 3    

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

A partir destes valores, obtemos a Figura 22, que evidencia as percentagens de sobrevivência 

obtidas para os diversos clones de UCB-1 nos três meios de cultura testados. 

 

Figura 22: Percentagem de sobrevivência obtida para os clones I, II, III, IV e V de UCB-1, na fase de 
estabelecimento, para os meios M1, M2 e M3.   

UCB-1 I 

Outubro Outubro + Março Abril + Março 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

22 9 21+41=63 17 21+137=158 39 

UCB-1 II 

Abril +  Março 

Inicial Final 

24+5=29  2 

 

UCB-1 III 

Abril +  Março 

Inicial Final 

44+21=65 14 

UCB-1 IV 

Abril +  Março 

Inicial Final 

21+12=33 5 

UCB-1 V 

Abril +  Março 

Inicial Final 

35+14=49 12 

UCB-1 I UCB-1 II UCB-1 III UCB-1 IV UCB-1 V 

% Sobrevivência                                              UCB-1 

40,91

27,42 24,68

6,90

21,54
15,15

24,49

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00
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UCB-1 I UCB-1 II UCB-1 III UCB-1 IV UCB-1 V 
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Ao analisar a Figura 22 constata-se que, tal como para o porta-enxerto GF 677, a % de 

sobrevivência é dependente do meio,clone e época do ano, e que, de um modo geral, a % de 

sobrevivência é globalmente menor para UCB-1 (média de 23,01 %) Figura 22, que para GF 677 

(média de 30,48 %) Figura 16. Com o clone I de UCB-1, cujos explantes foram testados em M1, 

M2 e M3, foi possível avaliar o efeito destes meios de cultura na sobrevivência dos explantes deste 

porta-enxerto. Ao contrário de GF677, cujos clones revelaram ter % sobrevivência mais elevadas 

nos meios M3 (GF II) e M2 (GF IV) (Figura 16), o UCB-1 (clone I) apresentou a % de sobrevivência 

mais elevada em M1 (40,91 %), seguido do M2 (27,42) e M3 (24,68 %).  

Quanto ao “fator clone”, que se pode avaliar no meio M3 onde foram inoculados explantes dos 5 

clones, é possível verificar que também teve efeito na % sobrevivência de UCB-1, embora a 

variabilidade entre clones (6,9-24,68 %) seja menos que aquela obtida com GF 677 (7,32-50 %). 

O clone II foi o que apresentou % de sobrevivência mais baixa (6,90 %), seguido do clone IV com 

valores intermédios (15,15 %) e os clones II, III e V com os valores mais altos (21,5-24,7 %). Estes 

resultados mostram, mais uma vez, que também nesta espécie, importa testar-se diferentes clones 

e diferentes meios de cultura para melhorar a percentagem e sobrevivência dos explantes na fase 

de estabelecimento e, assim, aumentar a capacidade de multiplicação de plantas da empresa. 

Na Figura 23 estão representados alguns exemplos de explantes de UCB-1, nesta fase de 

micropropagação. 

  

Figura 23: Imagens representativas de explantes de UCB-1, na fase de estabelecimento. 

 

Comparando o comportamento do clone I inoculado em M2, em alturas diferentes do ano, consta-

se que ocorreu uma maior contaminação quando o estabelecimento se realizou em finais de maio 

2019 (Figura 20) do que em outubro (Figura 18). Este resultado mostra, claramente, que a época  

de recolha de material vegetal é determinante para o sucesso do estabelecimento deste clone, 

sendo da maior pertinência alargar esta avaliação a outros clones e a outras datas, tentando 
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relacionar a % de contaminação e perfil de contaminação microbiana com as condições 

climatéricas na vizinhança da altura da amostragem. 

Em relação aos clones II, III, IV e V, ocorreu uma diminuição das percentagens de contaminações 

total dos explantes estabelecidos de abril a maio 2019 (Figuras 19 e 20), clone III (100 % vs 52,4 

%), clone IV (100 % vs 58,3 %), clone V (91,4 % vs 35,7 %). Verificou-se o oposto no clone II que 

demonstrou uma contaminação de 91,6 % em abril 2019, em relação ao mês de maio (100 %). 

Este último clone obteve em ambos os estabelecimentos realizados, uma maior percentagem de 

contaminação bacteriana do que fúngica, mais uma vez a altura do ano do estabelecimento teve 

influência na % contaminação. 

 

 

4.1.2.1       Percentagem de fenolização de UCB1-1 

Durante a cultura in vitro deste porta-enxerto ocorre muitas vezes exsudação, em particular de 

compostos fenólicos [85], a partir da zona de corte dos explantes para o meio. Este fenómeno, 

comum em cultura in vitro especialmente de espécies lenhosas e semi-lenhosas, pode conduzir à 

oxidação dos explantes, originando uma baixa percentagem de rebentação e, portanto, reduzida 

taxa de multiplicação. 

Pelo facto de se observar, recorrentemente, que nos clones do porta-enxerto de UCB-1 ocorria um 

acastanhamento dos meios de cultura nesta fase de estabelecimento, significando que esta 

espécie lenhosa produz exsudados fenólicos, foi determinar-se, então, a percentagem de culturas 

com fenolização, tendo-se testado os meios M1 e M2. Para tal, estabeleceu-se uma escala semi-

quantitativa de 3 níveis - 0, 1 e 2 - traduzindo estes um aumento do nível/grau de 

fenolização/acastanhamento do meio, ou seja, um aumento na libertação destes compostos, tal 

como abaixo descrito e ilustrado na Figura 24. 
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 Nível 0 (sem libertação de fenóis) o meio de cultura mantem a cor original (incolor), ou seja, não 

ocorre libertação de compostos fenólicos por parte dos explantes.  

 Nível 1 (com libertação reduzida/moderada de fenóis), ocorre um pouco de libertação fenólica, 

ficando o meio de cultura com uma coloração bege/acastanhado claro.  

 Nível 2 (com elevada libertação de fenóis), o meio de cultura evidencia uma alta concentração de 

fenóis, com coloração castanha escura. 

 

 

Figura 24: Representação de imagens exemplificativas dos 3 níveis de fenolização em culturas UCB-1 inoculadas em 
meio M2: A- Em fases iniciais do estabelecimento; B- Antes da primeira repicagem. 

 

Na Tabela 13, estão apresentados o número total de explantes de UCB-1, pertencentes ao clone 

I, envolvidos neste ensaio que demonstraram os três níveis de fenolização (nº réplicas/ meio de 

cultura testados). 

 

Tabela 13: Representação dos três níveis de fenolização de UCB-1 clone I, inoculados em meio 1 e meio 2. 

UCB-1 clone I 

 Nível 0 (Zero) Nível 1 (Médio) Nível 2 (Muito) Total 

Meio I 3 6 5 14 

Meio II 2 5 10 17 

 

Como seria de esperar, e consistente com resultados anteriores obtidos na empresa (não 

divulgados), a maior parte dos explantes de pistaceira UCB-1 (clone I) apresentaram libertação de 

compostos fenólicos (Figura 25). 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 25: Percentagem de níveis de fenolização de culturas de UCB-1 inoculadas nos meios de cultura M1 e M2, 
na fase de estabelecimento. Podem observar-se as percentagens obtidas para os 3 níveis de fenolização: Nível 0 
(sem libertação): Nível 1 (baixa libertação): Nível 2 (grande libertação). 

 

De acordo com a Figura 25, constatou-se de que o meio 1 apresentou mais explantes com 

fenolização do que o meio 2 (valores do nível 1 somados com os valores do nível 2): 88 % > 79 % 

e também demonstrou uma maior percentagem de nível 2 do que o meio de cultura 2: (59 % > 

36 %). 

Para combater a elevada oxidação/fenolização verificada e minimizar perdas na fase de 

estabelecimento deste porta-enxerto, procedeu-se mais tarde, no mês de novembro (início da fase 

de multiplicação onde ocorre a primeira repicagem), a um tratamento dos mesmos explantes 

estudados, com um agente antioxidante, o ácido ascórbico (AA), descrito como inibidor da 

libertação dos compostos fenólicos [2]. De facto, este tratamento já tinha sido utilizado na empresa 

Deifil, com culturas do porta-enxerto de Vlach, híbrido de Paradox de nogueira (o termo Paradox 

aplica-se a qualquer planta híbrida que resulte do cruzamento entre a nogueira comum, Juglans 

regia, e a nogueira negra americana como por exemplo Juglans nigra) [86], que também 

apresentavam uma grande exsudação de compostos fenólicos, pelo que se decidiu então testar o 

uso do AA nas culturas de pistácio. Assim, os explantes mais afetados foram sujeitos a um 

tratamento em solução de AA (1 g/L), durante alguns segundos (Figura 26), durante a repicagem.  

Existem outras estratégias de prevenção de oxidação ocorrida por exsudação dos explantes de 

diversas culturas de plantas, como, por exemplo, a adição ao meio de cultura de agentes quelantes 

21%

12%

43%

29%

36%

59%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Meio 2

Meio 1

Nível 0 (Zero) Nível 1 (Médio) Nível 2 (Muito)

% Libertação compostos fenólicos de UCB-1 
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como o carvão ativado e/ou a adição de outros agentes antioxidantes como o ácido cítrico [45] e 

[85]. 

 

Figura 26: Explantes de pistácio, variedade UCB-1 (clone I antes de se iniciar a fase de multiplicação, a serem 
imergidos em solução de ácido ascórbico (1 g/L) em caixas multipoços. 

 

Já na fase de multiplicação foi então possível observar-se que após o tratamento efetuado com a 

adição de ácido ascórbico, os explantes não libertaram mais compostos químicos (fenóis). Este 

facto encontra-se demonstrado na Figura 27, em que os explantes com cerca de duas semanas 

apresentam-se no nível 0, ou seja, não ocorreu libertação de fenóis. 

 

 
Figura 27: Imagens representativas de explantes de UCB-1 clone I, na fase de multiplicação, após 2 semanas de 
inoculação, sem a presença de libertação de compostos fenólicos. 

 

A partir destes resultados, sempre que se realizaram novos estabelecimentos, todos os clones de 

UCB-1 foram submetidos a tratamento com ácido ascórbico (1 g/L) previamente à inoculação. A 

eficácia da estratégia implementada foi considerada muito importante tendo sido incluída nos 

protocolos de produção da cultura do pistácio por micropropagação. 
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Meio 1 

4.1.3.       Corylus avellana L.: variedade do porta-enxerto Dundee  

Para os clones do porta-enxerto Dundee foram também analisadas as percentagens de 

contaminação (Figuras 28, 29 e 30) e de sobrevivência (Figura 32).  

A seguir, encontra-se presente a percentagem de contaminação ocorrida em outubro, do clone I 

de Dundee, durante o estabelecimento da propagação in vitro (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Representação em gráfico circular dos explantes contaminados de Dundee I, na fase de estabelecimento, 
em outubro de 2018, no meio de cultura M1.  

 

Na fase de estabelecimento, averiguou-se que os explantes de Dundee I sofreram mais 

contaminações derivadas por fungos (60 %) do que por bactérias (40 %). No entanto, o valor de 

contaminações causada por bactérias também foi significativo. 

Em março os explantes do clone III foram estabelecidos em M2 (Figura 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Representação dos explantes contaminados de Dundee III, na fase de estabelecimento, em março de 
2018, no meio de cultura em M2. 

 

O gráfico circulas da Figura 29, demonstra que os clones III estabelecidos em março em M2 

apenas sofreram contaminações derivada de fungos (18.2 %), sendo a totalidade de 

comtaminação de origem fúngica. 
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Fungos 

 

Bactérias 

 

Fungos e bactérias 

Posteriormente, nos meses de abril (clones I e II em M3) e de maio (clones I, II e III em M2), 

procedeu-se a mais estabelecimentos dos clones de Dundee. Os seguintes valores demonstram a 

percentagem de contaminação existente desses dois estabelecimentos ocorridos (Figura 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Representação em gráfico circular dos explantes contaminados de Dundee I, II e III, na fase de 
estabelecimento, em abril e maio de 2019, nos meios de cultura M2 e M3. 

 

A partir da Figura 30, podemos atestar de que a maior parte das contaminações que ocorreram 

aos clones I, II e III foi uma contaminação fúngica, sendo no caso dos explantes de II e III (30 % e 

35,3 %) estabelecidos no meio de cultura 2, o único tipo de contaminação verificado por fungos. 

Verifica-se que no meio de cultura 3, os clones I e II tiveram aproximadamente as mesmas 

percentagens dos três tipos de contaminações (% fungos > % bactérias > % fungos e bactérias). 

No que toca a contaminações provenientes de fungos em conjunto com uma contaminação 

causadora de fungos e bactérias, os explantes do clone I de Dundee, inoculados no meio de cultura 

M2, foram os únicos que contiveram esse tipo de contaminação. Sendo a % fungos > % fungos e 

bactérias: (83,42 % > 16,58 %). 

Meio 2 Meio 3 

Dundee I 

83,42%

16,58%

Dundee II 

Dundee III 

57,16%

9,51%

33,30%

100,00%

100,00%

47,24%

16,68%

36,08%
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Encontra-se uma imagem dos explantes contaminados de Dundee I, durante a fase de 

estabelecimento, de modo respetivo, por bactéria e fungo (Figura 31). 

 

Figura 31: Imagens representativas de explantes de Dundee clone I, contaminados por agentes bacterianos e 
fúngicos, durante a fase de estabelecimento in vitro: A- Contaminação bacteriana; B- Contaminação fúngica. 

 

A Tabela 14, representa o número de explantes iniciais inoculados de UCB-1: no mês de outubro 

estabeleceu-se 8 explantes M1 de Dundee I (ver anexo II, Figura B1). Em março 22 M2 explantes 

de Dundee III (ver anexo II, Figura B3) e posteriormente, no mês de abril estabeleceu-se 21 M3 

de Dundee I e 39 M3 explantes de Dundee II (ver anexo II, Figura B4). Por último, em maio 

estabeleceu-se 31 M2 Dundee I, 20 M2 Dundee II e 34 M2 Dundee III (ver anexo II, Figura B6). 

 

Tabela 14: Número de explantes iniciais inoculados de Dundee nos meios de cultura M1 (cor verde), M2 (cor azul) e 
M3 (cor laranja), bem como o número de explantes finais obtidos desses estabelecimentos. 

      Meio 1       Meio 2        Meio 3    

 

 

Dundee II 

Maio Abril 

Inicial Final Inicial Final 

20 14 39 3 

  

 

   

 

A partir dos valores da Tabela 14, obtemos a Figura 32, que evidencia as percentagens de 

sobrevivência obtidas para os diversos clones de Dundee nos três meios de cultura testados.  

Dundee I 

Outubro Maio Abril 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

8 2 31 26 21 0 

Dundee III 

Março +  Maio 

Inicial Final 

22+34=56 38 

A B 
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Figura 32: Percentagem de sobrevivência obtida para os clones I, II e III de Dundee, na fase de estabelecimento, 
para os meios M1, M2 e M3.   

 

Ao examinar o gráfico da Figura 32, considera-se que o meio de cultura 2, utilizado para os 

explantes de Dundee I, foi o mais eficaz, com um valor consideravelmente maior (83,87 %) do que 

o M1 empregue para o mesmo clone. Assim sendo, este valor demonstra que o Dundee I foi o 

clone que apresentou maiores percentagens de sobrevivências. A respeito do Dundee II, também 

se inoculou os explantes em dois meios de cultura diferentes, o M2 apresentou um percentagem 

de sobrevivência bastante superior à do M3 (70 % > 7,69 %), sendo por isso o M2 considerado o 

mais eficaz para este clone, na fase de estabelecimento. Este clone obteve valores percentuais 

muitos baixos em M3 (7,69 %), sendo o M3 considerado o meio menos eficaz. A diferença ocorrida 

entre estes dois meios demonstrou que a presença de GA3 em M3 deveria ter proporcionado o 

crescimento e alongamento de folhas e entrenós, o que não se sucedeu para os clones Dundee. 

Nos explantes de Dundee III, aplicou-se apenas um único meio de cultura (M2), apesar dos valores 

da percentagem serem muito satisfatórios (67,86 %), torna-se impossível avaliar o efeito de 

diferentes meios, na fase de estabelecimento. 

Em suma, este ensaio permitiu demonstrar que a resposta dos 3 clones de Dundee em relação 

ao M2 foi muito semelhante, bem como a sua percentagem de sobrevivência: clone I (83,87 %), 

clone II (70 %), clone III (67,86 %). O M2 foi o mais apropriado para esta fase de cultura in vitro 

para os três clones de Dundee. 
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Na Figura 33 estão representados os explantes de Dundee, nesta fase de cultura in vitro. 

 

Figura 33: Representação de explantes de Dundee, na fase de estabelecimento 

 

 

4.1.4.       Conclusões gerais da fase de estabelecimento dos diferentes porta-enxertos  

Deste conjunto de ensaios relativos às fases de estabelecimento, podem sublinhar-se 

resumidamente os seguintes resultados: 

 Após o cálculo da % de contaminação, o UCB-1 foi a espécie que exibiu maiores 

contaminações. 

 Os resultados obtidos dos ensaios dos explantes três porta-enxertos demonstraram de que as 

espécies que apresentaram maior % de sobrevivência foram a aveleira, seguida da 

amendoeira e a pistaceira. 

 Comparando os clones de cada espécie, os que evidenciaram valores percentuais de 

sobrevivência superiores foram o GF IV, UCB-1 clone I e Dundee I.  

 De um modo geral, o meio de cultura mais adequado para a fase de estabelecimento in vitro, 

foi o M5 para GF II e M2 para GF IV, o M1 para UCB-1 clone I e o M2 para Dundee I. 
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4.2.      Multiplicação in vitro de rebentos caulinares  

Para dar início à fase de multiplicação, os rebentos desenvolvidos a partir dos meristemas axilares 

dos explantes caulinares nodais são excisados, cortadas as suas folhas e depois 

inoculados/testados em diferentes meios de cultura (para recordar meios testados, bem como a 

sua composição, ver anexo I, Tabela A1). Normalmente, foram utilizados os mesmos meios de 

cultura na fase de estabelecimento para a fase de multiplicação. 

Nesta fase, cada um dos rebentos desenvolve-se rapidamente, nomeadamente os seus 

meristemas axilares, dando origem a um pequeno aglomerado de pequenos rebentos [46], o que 

potencia a taxa de multiplicação. 

Para avaliar o efeito dos meios de cultura na eficiência de multiplicação dos várias porta-enxertos 

e respetivos clones, calculou-se a percentagem de rebentação, a taxa de multiplicação e a 

percentagem de sobrevivência (equações 3, 4 e 2 do capítulo 3).  

Quando alcançada uma elevada taxa de multiplicação dos rebentos, estes são canalizados para 

as fases da micropropagação subsequentes, com o objetivo de darem origem a novas plantas 

e/ou como material vegetal stock do laboratório da Deifil, como fonte de explantes em novos ciclos 

de multiplicação [46] e [64]. 

 

4.2.1.       Prunus dulcis : variedade do porta enxerto GF677 

Avaliou-se a % de rebentação, taxa de multiplicação e percentagem de sobrevivência relativas aos 

diferentes clones de GF677 nos meios de cultura M2, M3, M4 e M5.   

No anexo II estão presentes as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9 referentes às 

taxas de multiplicação obtidas ao longo dos meses, de outubro a junho e as Figuras B1, B3, B5 e 

B7. A percentagem de rebentação (%) - número de explantes viáveis com desenvolvimento de 

rebentos, a dividir pelo número total de explantes inoculados (equação 3 do capítulo 3) - foi 

também calculada para os quatro clones de GF677 na fase multiplicação in vitro, ao longo do 

período de estágio, tendo sido testados os meios M1, M2, M3, M4 e M5 (Figura 34). Nem todos 

os meios foram testados em todos os clones, mas na Figura 34 é possível ver quais as 

combinações. 
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Figura 34: Percentagem de rebentação dos rebentos caulinares, na fase de multiplicação dos clones I, II, III, IV e V de GF677, inoculados em M1, M2, M3, M4 e M5, nos meses de outubro 
2018 a junho de 2019. 

 

Ao analisar as respostas de GF I, apesar de os explantes deste clone terem sido inoculados apenas em M3, pode verificar-se que obtiveram uma percentagem 

de rebentação de 100 % neste meio durante os meses de outubro, dezembro, março e junho e de 50 % no mês de maio, ou seja, estes valores demonstram que 

com M3 ocorre a rebentação neste clone. Os explantes de GF II foram inoculados em M1, M2 e M3, ao longo do ano, sendo assim possível avaliar o efeito do 

meio de inoculação neste clone. Relativamente à inoculação em M1 e M2 realizada em outubro, as percentagens de rebentação foram muito baixas (6 % e 11 

%). No entanto, em novembro e dezembro a % de rebentação em M2 aumentou notoriamente, 53 % novembro e 100 % dezembro. A % de rebentação de explantes 

inoculados em M3, sofreu algumas oscilações quando analisada entre outubro 2018 a junho 2019, mas este meio de cultura proporcionou valores bastante 

elevados: 100 % em fevereiro e junho e de 70 % em março. Em M5, a % de rebentação teve valores também elevados em março (83 %), maio  (73 %) e Junho 

(100 %).

6%
11%

53%

100%

29%

100%

70%

55%

83%
73%

100%100% 100% 100%

50%

100%

33%

19%
12%

58%

100%

48%
40%

100%

26%

100%

50%

100%100% 100%

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

100%
110%

Outubro Novembro Dezembro Fevereiro Março Maio Junho

GF677

Meio 1

Meio 2

Meio 3

Meio 5

Meio 4

   II   I   IV    I   IV II   I    IV II II    IV  II  II  I IV II  II  I III   IV  IV II  II I  III 

% Rebentação                                             GF677 



60 
 

Os explantes de GF III inoculados em M3, apresentaram maiores percentagens de rebentação no 

mês de maio (100%) do que em junho (33%). Sobre GF IV, como este clone foi inoculado em M1, 

M2, M3 e M4 ao longo do ano, consegue avaliar-se o efeito do meio e data de inoculação na % de 

rebentação neste clone. Os explantes deste clone obtiveram uma % de rebentação muito baixa em 

outubro, quer em M1 (19 %), quer em M2 (12 %). No entanto, a % de rebentação dos explantes 

em M2 subiu para 58 % em novembro e para 100% em dezembro, voltando a descer nos meses 

de março e maio, com valores a rondar os 40 %, e, por fim, em junho, aumentou novamente para 

100%. Estes resultados revelaram que, embora com oscilações sazonais, os explantes caulinares 

nodais de GF IV desenvolvem rebentos em M2. Relativamente aos explantes de GF IV em M3, as 

% de rebentação foram satisfatórias nos meses de outubro, dezembro, março e junho (100 % em 

todos esses meses), enquanto que em fevereiro, a percentagem foi apenas de 26 % e em maio de 

50 %. Finalmente, explantes de GF IV inoculados em M4 tiveram uma % de rebentação de 100 % 

em todas repicagens efetuadas, independentemente da altura do ano (fevereiro, março, maio e 

junho). 

O M1 deixou de ser utilizado por ser o que apresentou menores valores de % de rebentação. 

A partir dos valores da % de rebentação, foram calculados os valores médios de TM para os 4 

clones deste porta-enxerto, que se encontram na Tabela 15. 

 

Tabela 15: Valores médios da taxa de multiplicação (TM) dos clones de GF677 nos meios de cultura M1, M2, M3, 
M4 e M5. 

 

Pode constatar-se que GF I, quando inoculado em M2 e M3, parece ser o clone mais proliferativo 

por comparação com outros clones inoculados nos mesmos meios (GF II e GF IV). Embora com 

GF I não se tenham registando diferenças sensíveis na TM quando comparados os dois meios de 

cultura, nos clones GF II e GF IV isto não acontece, promovendo o meio M3 taxas de multiplicação 

maiores que M2.   

GF677  M1 M2 M3  M4  M5 

I --- 1,67 1,6 --- --- 

II 0,45 0,37 1 --- 1,09 

III --- --- 1 --- --- 

IV 0,41 0,75 1,23 1,52 --- 
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Analisando individualmente as respostas dos restantes clones para os quais se testaram diferentes 

meios de cultura é possível constatar que GF II apresentou maiores taxas com os meios M3 (TM=1) 

e M5 (TM=1,09) e que GF IV apresentou taxas mais elevadas com M4 (TM=1,52), seguido de M3 

(TM=1,23). De acordo com Silva (2003), a utilização do meio QL suplementado com BAP (0,5 

mg/L) é adequado para a fase de multiplicação in vitro, com valores de taxa de multiplicação 

eficientes, podendo também ser empregue para a fase de estabelecimento [65]. 

Relativamente aos meios de cultura testados, os resultados parecem mostrar que o meio M1 é o 

menos adequado para garantir uma boa multiplicação, seguido provavelmente do meio M2 para 

a maior parte dos clones. Apesar do desenho experimental ser incompleto e tendo também em 

conta que existem diferenças dependentes dos clones, os meios M3 (TM=1,6 e TM=1,23), M4 

(TM=1,52) e M5 (TM=1,09) parecem ser os mais adequados nesta fase de multiplicação. 

Importa ainda salientar que, embora para o GF III só tenha sido possível usar o M3, este 

demonstrou precisar de mais tempo para se adaptar ao meio de cultura e começar a desenvolver 

rebentos axilares, no entanto, a sua taxa de multiplicação foi semelhante ao clone GF II (TM=1). 

À semelhança do que se fez para a fase de estabelecimento, na Tabela 16 encontra-se o número 

de explantes iniciais e finais de GF677 em M2, M3, M4 e M5. 

 

Tabela 16: Número de explantes iniciais de GF677 em M2 (cor azul), M3 (cor laranja), M4 (cor amarelo torrado) e 
M5 (cor rosa), bem como o número de explantes finais obtidos na fase de multiplicação. 

      Meio 2       Meio 3        Meio 4       Meio 5 

 

GF I 

  

Inicial Final Inicial Final 
11 6 10 0 

 

GF II 

   

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

21 8 28 8 25 13 

 

GF III 

 

Inicial Final 
6 3 

 

GF IV 

   

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

29 19 99 4 36 25 
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A partir destes valores calcularam-se as percentagens de sobrevivência (nº explantes não 

contaminados e não secos) dos quatro clones de GF677 e que se encontram representadas na 

Figura 35. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Percentagens de sobrevivência de GF677, na fase de multiplicação, para os meios M2, M3, M4 e M5. 

 

Os clones de GF II e de GF IV foram os únicos que foram testados em três meios de cultura 

distintos, logo, só para estes clones foi possível avaliar o efeito do “factor meio” na % de 

sobrevivência, na fase de multiplicação. Assim, com GF II, verificou-se que o M5 foi o meio que 

promoveu uma % de sobrevivência mais elevada (52 %), seguido do M2 (38,10 %) e de M3 (28,57 

%). GF IV foi o clone que apresentou a maior percentagem de sobrevivência de todos os clones 

testados (69,44 %) aquando na fase de multiplicação em M4. Com M2, GF IV teve uma % 

sobrevivência muito semelhante a GF II (34,48 vs 38,0 %), contudo, em M3 teve um valor muito 

mais baixo que este clone (4,04 vs 28,25 %).  

Analisando agora o efeito do “factor clone” observando os resultados obtidos em M3 (todos os 

clones foram testados neste meio), podemos verificar que foi muito significativo, obtendo-se % de 

sobrevivência que variaram de valores mínimos no clone GF IV (4,04 %) a máximos nos clones GF 

III  e GF I com valores a arredondar os 50 %. 

Conclui-se, então, que um meio de cultura apropriado para o GF II será o M5, para o GF IV o M4, 

e para GF I e GF III, embora não se tenham testado outros, o M3 parece adequado pois permite 

% de sobrevivência semelhantes às obtidas para os outros 2 clones. Seria, no entanto, interessante 

testar nos clones I, III e IV o meio M5 e nos clones I, II e III o meio M4. 

% Sobrevivência                                              GF677 
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Como referido, o meio de cultura M4 (QL) com adição de 0,5 mg/L BAP, demonstrou ser o melhor 

meio de cultura em que os explantes de GF IV obtiveram maior % de sobrevivência. Tal acontece 

devido às concentrações deste meio de cultura que segundo Couto (2004) [66] obtém-se bons 

resultados. 

Na Figura 36 encontram-se explantes de GF677, nesta fase de multiplicação de cultura in vitro. 

 

 

Figura 36: Representação de explantes de GF677 na fase de multiplicação in vitro. 

 

 

4.2.2.       Pistacia vera L.: variedade do porta-enxerto UCB-1 

Para os cinco clones de UCB-1 foi calculada a % de rebentação, taxa de multiplicação e 

percentagem de sobrevivência ao longo dos meses de estágio (outubro a junho).  

No anexo II estão presentes as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9 referentes às 

taxas de multiplicação de UCB-1, obtidas ao longo dos meses, de outubro a junho as Figuras B1, 

B2, B3, B5 e B7. 

Na Figura 37, é evidenciado a percentagem de rebentação ocorrida nos clones de UCB-1, na fase 

de multiplicação, durante os meses de investigação nos meios de cultura M1, M2 e M3. 
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Figura 37: Percentagem de rebentação dos rebentos caulinares, na fase de multiplicação dos clones I, II, III, IV e V de UCB-1, inoculados em M1, M2 e M3, nos meses de outubro 2018 a 
junho de 2019. 

 

De acordo com a Figura 37, os clones de UCB-1 I evidenciaram uma % de rebentação com valores superiores a 50% tanto em M1, M2 e M3, durante os meses 

de outubro a dezembro, o que indica que mais de metade dos explantes rebentaram, nesse período de tempo. Todavia, o mês de fevereiro foi o mês em que os 

explantes apresentaram valores mais baixos de rebentação 19 % M3 < 29 % M2, bem como em março (33 % M3) e maio (33 % M2). Em maio apenas os explantes 

deste clone, inoculados em M3 obtiveram uma % rebentação superior a 50 %. E em junho todos os explantes alcançaram uma % de rebentação de 100 %, tanto 

em M2 como em M3. Assim, a melhor altura do ano para o clone I de pistácio ter uma boa rebentação, de acordo com os resultados obtidos neste gráfico, será 

no mês de junho (100 % M2 e M3) e novembro (62 % M1). O clone II e III, manifestaram uma % rebentação de 50 % em março, inoculados em M3. Como os 

explantes do clone II não sobreviveram (contaminados e secos), não foi possível avaliar a % rebentação dos seguintes meses pois não  existiam explantes viáveis.
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Relativamente aos explantes do clone III, demonstrou nos meses seguintes bons valores de 

rebentação de 70 % < 100 % tanto em M2 e em M3, nos meses de maio e junho. Assim, o junho 

é a melhor época do ano para decorrer a rebentação do clone III em ambos os meios de cultura. 

Sobre o clone IV, os explantes inoculados em M2 obtiveram uma % de rebentação de 40 % em 

maio e de 100 % em junho, o que evidencia que junho é a melhor altura do ano para a ocorrência 

de rebentação deste clone, aquando inoculados em M2. Por fim, acerca do comportamento dos 

explantes do clone V, estes revelaram também que as % rebentação do mês de junho foram 

superiores às do mês de maio (56 % em M2 e M3 < 100 % em M2 e M3). O meio de cultura M1, 

apesar de ter sido só utilizados para o clone I, deixou de ser utilizado nas repicagens seguintes. O 

M2 e o M3 comtinuaram a ser utilizados nas seguintes repicagens pois apresentaram maiores 

valores de % rebentação. 

Em seguida, foram calculados os valores médios da taxa de multiplicação a partir do anexo II, 

onde se encontram as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9, referentes às taxas de 

multiplicação ao longo dos meses. Estes valores médios podem ser observados na Tabela 17. 

 

Tabela 17: Média da taxa de multiplicação (TM) dos clones de UCB-1 nos meios de cultura M1, M2, M3, M4 e M5. 

 

Todos os clones de UCB-1 que estiveram em meio de cultura 3, alcançaram os mesmos valores 

de TM=1, exceto o clone I que aparentou um valor ligeiramente superior TM=1,1.  

O clone I foi o único em que esteve presente em 3 meios de cultura diferentes (M1, M2 e M3), no 

entanto, o valor da TM em meio 1 foi inferior ao do M2 (0,64 M1 < 0,84 M2).  

Em termos de conclusão, os valores de TM foram idênticos entre si em meio 3 para todos os 

clones de UCB-1, sendo este o meio de cultura que apresentou valores mais favoráveis. 

A Tabela 18 demonstra número de explantes iniciais e finais de UCB-1 em M2 e em M3, num 

período de tempo que variou de 4 a 8 semanas. 

 

UCB-1   M1  M2 M3 

I 0,64 0,84 1,1 

II --- --- 1 

 III --- --- 1 

IV --- --- 1 

V --- --- 1 
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44,83

75,00

0,00

71,43

100,00

75,00

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

UCB-1 I UCB-1 II UCB-1 III UCB-1 IV UCB-1 V

Tabela 18: Número de explantes iniciais de UCB-1 em M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o número de 
explantes finais obtidos na fase de multiplicação. 

      Meio 2       Meio 3       

 

UCB-1 I 

  

Inicial Final Inicial Final 

29 13 52 39 

 

UCB-1 II 
 

Inicial Final 
2 0 

 

UCB-1 III 
 

Inicial Final 
14 10 

 

UCB-1 IV 
 

Inicial Final 
5 5 

 

UCB-1 V 
 

Inicial Final 
12 9 

 

Na Figura 38 encontram-se as percentagens de sobrevivência de rebentos de UCB-1, inoculados 

nos meios de cultura M2 e M3, obtidas nesta fase de multiplicação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Percentagens de sobrevivência dos cinco clones de UCB-1 em meio M2 e M3, na fase de multiplicação. 

% Sobrevivência                                              UCB-1 

Meio 2 

Meio 3 
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Os dados do gráfico da Figura 38, demonstram que o clone I foi único clone que esteve em dois 

meios de cultura diferente, do qual é possível fazer uma comparação. O M3 (75 %) demonstrou 

ser mais apropriado do que meio de cultura 2 (44,83 %), apesar de ambas as percentagens serem 

favoráveis. 

O meio 3 foi também muito favorável para os clones III, IV e V, com valores de percentagens 

semelhantes entre os clones III e V, seguindo a ordem 71,43 % clone III < 75 % clone V < 100 % 

clone IV. Essa semelhança de valores da % de sobrevivência entre os clones III e V também ocorreu 

com o clone I, dos quais os valores arredondaram os 70 %. 

O clone II, foi o único que não foi possível fazer uma análise percentual de sobrevivência, na fase 

de multiplicação, pois dos poucos explantes que foram estabelecidos sofriam muitas 

contaminações fúngicas e/ou bacterianas e secavam, o que não foi possível que evoluíssem para 

a fase seguinte do processo de micropropagação. Infelizmente, não foi possível obter-se um 

número de explantes viáveis para deste clone. 

O meio 3 estudado para o clone IV (100 %) foi o que manifestou uma percentagem de 

sobrevivência maior, constituindo-se, portanto, o meio mais favorável para os clones de UCB-1, 

durante a fase de multiplicação. 

Os explantes de UCB-1 em fase de multiplicação, estão representados na Figura 39. 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Representação de explantes de UCB-1 na fase de multiplicação in vitro. 

 

 

4.2.3.       Corylus avellana L.: variedade do porta-enxerto Dundee  

Calculou-se a % de rebentação (Figura 40), taxa de multiplicação (Tabela 19) e a percentagem de 

sobrevivência (Figura 41), ao longo dos meses de estágio, de outubro a junho, dos clones I, II e III 

de Dundee nos meios de cultura 1, 2 e 3 (anexo II Tabelas B3, B4, B8 e B9 e as Figuras B1, B3, 

B5 e B7). Na Figura 40 é retratado a percentagem de rebentação decorrida, nos clones de Dundee, 

durante a multiplicação, que foram inoculados em M1, M2 e M3, no decorrer do estágio. 
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Figura 40: Percentagem de rebentação dos rebentos caulinares, na fase de multiplicação dos clones I, II e III de Dundee, inoculados em M1, M2 e M3, nos meses de outubro 2018 a junho de 
2019. 

Os explantes dos clones I de Dundee, inoculados em M1, apresentaram valores de % rebentação mais baixos em outubro do que em novembro (38 % < 100 %) 

e e em junho uma rebentação de 100 % em M2, o que demonstraram que nestes dois últimos meses referidos a rebentação ocorreu em todos os explantes do 

clone. Em relação aos explantes do clone II, estes evidenciaram valores de 100 % em M3 tanto em março como junho, sendo que em maio houve um 

decréscimo (100 % < 33 % < 100 %). Já os explantes deste clone que estavam em M2 obtiveram uma % sobrevivência de 86 % em maio, seguido de 100 % em 

junho, valores estes bastantes promissores. Por último, os explantes de Dundee III, inoculados em M2 obtiveram como valores percentuais: 100% março > 65 

% maio < 100 % junho, o que revelou, mais uma vez que no mês de junho a rebentação dos explantes foi total, bem como em março. Em termos de conclusão, 

para o clone I, a melhor altura do ano em que ocorreu rebentação foi em novembro em M1 e em junho em M2. No caso do clone II e III, foi em março, quando 

os explantes estavam em M3 e M2, respetivamente, e em junho estando os explantes em M2 e M3 para o clone II e em M2 para o clone III.
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O M1, apesar de ter sido só utilizados para o clone I, deixou de ser utilizado nas repicagens 

seguintes, no entanto, os meios de cultura M2 e M3 comtinuaram a ser usados nas próximas 

repicagens pois apresentaram maiores valores de % rebentação. 

Os valores médios da taxa de multiplicação foram calculados, a partir do anexo II, onde estão as 

Tabelas B3, B4, B8 e B9, referentes às taxas de multiplicação, ao longo dos meses. Valores estes 

que podem ser observados na Tabela 19. 

 

Tabela 19: Média da taxa de multiplicação (TM) dos clones de Dundee nos meios de cultura M1, M2 e M3. 

 

Relativamente à Tabela 19, os valores da TM pertencentes ao clone I de Dundee, obteve uma taxa 

superior para M2 do que para M1, sendo assim o M2 o melhor para a fase de multiplicação deste 

clone (0,53 M1 < 1,04 M2). 

O clone II de Dundee exibe a mesma taxa de multiplicação para o M2 e M3 (TM = 1), logo ambos 

são bons meios de cultura para a rebentação dos seus explantes. 

O clone III, apesar de retratar apenas uma taxa de multiplicação para um único meio de cultura 

(M2), cuja média da TM foi superior, com um valor de TM= 1.08 para as culturas de Dundee. 

Em termos de conclusão, o M2 foi considerado o melhor meio de cultura para a indução de 

rebentação, com base nos resultados obtidos na Tabela acima descrita.  

Na Tabela 20 está indicado o número de explantes iniciais e finais de Dundee, na fase de 

multiplicação, inoculados em M2 e M3. 

 

 

 

 

 

 

 

Dundee  M1  M2 M3 

I 0,53 1,04 --- 

II --- 1 1 

III --- 1,08 --- 
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Dundee II Dundee I Dundee III 

Tabela 20: Número de explantes iniciais dos explantes de Dundee em M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o 
número de explantes finais obtidos na fase de multiplicação. 

      Meio 2       Meio 3       

 

Dundee I 

 

Inicial Final 

27 26 

 

Dundee II 

  

Inicial Final Inicial Final 

14 14 6 3 

 

Dundee III 

 

Inicial Final 

36 30 

 

Em seguida, na Figura 41, foi reproduzido uma ilustração gráfica das percentagens de 

sobrevivência das culturas de Dundee, para os meios de cultura 2 e 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: Representação gráfica das percentagens de sobrevivência dos clones de Dundee, na fase de 
multiplicação. 

 

Ao analisar o gráfico da Figura 41, todos os clones de Dundee foram multiplicados em M2, exceto 

o Dundee II cujos explantes estiveram M2 e em M3. 

Meio 2 
Meio 3 

% Sobrevivência                                              Dundee 
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O meio 2, para o clone I (96,30 %) e III (83,33 %) apesar de não ser possível fazer uma comparação 

com outros meios de cultura, apresentou uma percentagem de sobrevivência bastante favorável. 

Nos explantes de Dundee II, é possível fazer uma melhor avaliação percentual de sobrevivência 

pois estamos perante dois meios de cultura. Como o M2 apresentou valores muito mais favoráveis 

do que o M3, este torna-se o mais apropriado para esta cultura na fase de multiplicação. 

Os três clones obtiveram uma resposta de sobrevivência muito boa em M2, considerando-se que 

o clone II foi o que demonstrou um maior valor percentual de % sobrevivência (clone III 83,33 % < 

clone I 96,30 % < clone II 100 %). 

Resumindo, embora não se tivesse comparado mais meios de cultura para os clones I e III, no 

geral o meio 2 evidenciou ser o mais eficaz, com valores percentuais muito significativos. 

 

4.2.4.       Conclusões gerais da fase de multiplicação dos diferentes porta-enxertos  

Deste conjunto de ensaios relativos à fase de multiplicação, podem sublinhar-se que: 

 Relativamente à % de rebentação na fase de multiplicação, todos os clones de GF677 

desenvolveram rebentos, tendo-se destacado o clone GF I por ter apresentado 100 % de 

rebentação em M3 em mais datas e o clone GF IV por ter apresentado 100% de rebentação 

em todas as inoculações ocorridas em M4. Sobre UCB-1, dos 5 clones testados apenas o 

clone II não teve 100% de rebentação e relativamente a Dundee, todos os 3 clones testados 

atingiram uma rebentação de 100 %. 

 Os valores de taxa de multiplicação evidenciados não demonstram que o meio de cultura 

onde ocorreu maior rebentação, seja exatamente onde se desenrolou um maior 

desenvolvimento dos rebentos e consequentemente, maiores taxas de multiplicação. Ou seja, 

será necessário repetir vários ensaios para se testar com maior rigor os meios de cultura, 

composição hormonal, etc. 

 As espécies que apresentaram maior % de sobrevivência foi a pistaceira (100%) e a aveleira 

(100%).  

 Relativamente aos clones das três espécies, os que evidenciaram maiores % de sobrevivência 

foram o GF IV (69,44 %), UCB-1 clone IV (100 %) e Dundee II (100 %), para a fase de 

multiplicação in vitro.  

 Os meios de cultura mais adequados para a fase de multiplicação in vitro foram o M4 para 

GF IV, o M3 para UCB-1 clone IV e o M2 para Dundee II.  
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4.3.      Enraizamento e aclimatização de plantas micropropagadas 

Relativamente às fases de enraizamento de rebentos caulinares desenvolvidos e de aclimatização 

ex vitro das plantas já enraizadas urge esclarecer que embora tratando-se de fases de relevo, não 

foi possível poder consagrar um capítulo de estudo individual em que explanasse o 

desenvolvimento destas etapas cruciais da micropropagação e os respetivos resultados, por 

motivos que a seguir passo a explicar:  

 

1- Devido à escassez de rebentos em boas condições de cada clone de GF677, UCB-1 e 

Dundee, a empresa considerou que seria mais oportuno avançar para o aprofundamento 

dos processos de propagação in vitro, tendo sido proposto que o trabalho deste estágio 

se direcionasse preferencialmente para as fases de estabelecimento e de multiplicação, 

de modo a obter-se resultados mais sólidos e, assim, definirem-se protocolos mais 

robustos e eficientes 

2- O tempo de estágio já se revelava insuficiente para fazer uma abordagem adequada a 

estas fases de micropropagação para os resultados poderem ter robustez estatística; 

 

Assim, deixo um campo aberto a futuros colegas para que possam dar continuidade a estes 

aspetos particulares do projeto de investigação, o que em muito enriqueceria o trabalho elaborado 

até ao momento. 

 

 

4.4.      Ensaios para indução da organogénese indireta a partir de 

explantes foliares 

Devido à escassez de material estabelecido in vitro de pistaceira e de aveleira, pretendeu-se 

desenvolver um protocolo de organogénese indireta para obtenção de rebentos adventícios, 

através da utilização de explantes foliares dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee (Figura 42).  
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Estabelecimentos dos explantes foliares 

 Formação de calli  

 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Esquema resumo dos estabelecimentos das folhas de UCB-1 e de Dundee, realizados desde o mês de março, abril e maio. Note-se que o seguinte esquema só se refere às folhas 
que foram retiradas da estufa, ou seja, provenientes de condições em ex vitro. 
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4.4.1.       Indução de organogénese indireta a partir de explantes foliares de UCB-1 

Para a indução de organogénese dos clones de UCB-1 (Figura 42), apenas alguns dos explantes 

foliares dos clones II, III, IV e V responderam positivamente formando callus que ocorreu na zona 

do pecíolo e na zona da nervura central. 

O clone I não evidenciou formação de callus e, consequentemente, os explantes foliares acabaram 

por secar e morrer. Um dos fatores associados à perda do material vegetal que ocorreu na maioria 

dos explantes foliares, foi a libertação de compostos fenólicos na zona de corte das folhas dos 

clones de pistácio, como foi referido anteriormente (ver capítulo 4.1.2.1) . Além disso, como o 

tamanho das porções das folhas eram de dimensões pequenas (1 cm2) e em acréscimo com a 

sua oxidação, as folhas demonstraram uma enorme fragilidade. Neste ensaio não se antecipou se 

as folhas pudessem apresentar exsudação fenólica, tal como acontece com os explantes 

caulinares, portanto, um dos aspetos a melhorar neste teste seria a introdução de um pré-

tratamento dos explantes foliares com ácido ascórbico.  

Na Tabela 21 pode ver-se o número de explantes foliares inoculados em M3 e o número de 

explantes viáveis com formação de callus (através de observação direta), após um período de 8 

semanas estabelecidas no mês de abril e avaliadas no mês de junho. Como se pode ver, a 

percentagem de sucesso é muito baixa, havendo necessidade de se testar novas condições, 

nomeadamente hormonais. 

 

Tabela 21: Número de explantes foliares iniciais inoculados em meio M3 e número de explantes finais (que 
apresentaram formação de calli) do porta-enxerto de UCB-1. 

 

No mês de junho procedeu-se à inoculação do material foliar de UCB-1 (que foi estabelecido em 

abril), novamente para M3 (Tabela 21), a partir das culturas obtidas: cujos explantes 

demonstraram desdiferenciação e que manifestaram algum desenvolvimento de callus, ou seja, 

os explantes dos clones II, III, IV e V evoluíram todos. O período que decorreu desde o 

 Nº explantes iniciais  Nº explantes viáveis com callus  

Folhas M3 M3 

UCB-1 I 40 --- 

UCB-1 II 40 1 

UCB-1 III 40 7 

UCB-1 IV 40 1 

UCB-1 V 40 8 
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estabelecimento até a desdiferenciação das folhas e formação de callus foi de 8 semanas. 

Segundo Onay (1996) [67] no seu estudo, a observação de crescimento de callus decorreu num 

período de 90 dias, a partir das quais foi determinado o calo embriogênico para cada tratamento 

e no final de 120, 150, 180 e 190 dias para a indução de embriões somáticos. 

Num estudo anterior (Deifil, resultados não publicados), os segmentos foliares de UCB-1 nunca 

tinham evoluído para o processo de desdiferenciação, como se sucedeu nesta investigação, apesar 

de se obter um número reduzido de explantes foliares viáveis, estes desdiferenciaram-se e ocorreu 

a formação de calli. 

Este avanço ocorrido por parte das culturas de UCB-1 foi relevante, pois foi possível ocorrer a 

desdiferenciação das folhas dos clones de pistácio que levou à formação de callus (de dimensões  

reduzidas), acontecimento este que ainda não tinha sido possível se verificar no estudo desta 

cultura, como se pode verificar na Figura 43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Imagens representativas do procedimento levado a cabo para indução de organogénese indireta a partir 
de explantes foliares de UCB-1: A- Inoculação dos pedaços das folhas cortadas; B- Desdiferenciação após 8 
semanas e presença de callus na nervura central/pecíolo. 

A A A 

B B B 
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4.4.2.       Indução de organogénese indireta a partir de explantes foliares de Dundee 

Relativamente à indução de organogénese indireta de Dundee (Figura 42), inocularam-se vários 

tipos segmentos foliares, sendo que os que tiveram maior sucesso na desdiferenciação foram os 

que continham a zona do pecíolo, seguida da zona da nervura central (ver capítulo 3, Figura 9).  

Na Tabela 22 encontra-se indicado o número dos explantes foliares inoculados em M2 (clone III 

em março), em M3 (clones I e II em abril, bem como clone II em maio) e M5 (clone III em março, 

bem como clones I, II e III em maio) e o número de explantes viáveis que produziram callus, após 

três semanas. 

 

Tabela 22: Número de explantes foliares inoculados em M2, M3 e M5, bem como o número de explantes foliares 
viáveis que apresentaram formação de callus dos porta-enxertos de Dundee I, II e III. 

 

Os números de explantes iniciais assinalados a cor rosa, correspondem aos explantes do clone III 

do mês de março (42 M2 e 51 M5) e aos explantes do clone I (42 M3) e II (38 M3) do mês de 

abril. Enquanto que os explantes foliares iniciais assinalados a cor preta, correspondem aos clones 

I (75 M5), II (32 M3 e 27 M5) e III (43 M5) inoculados no mês de maio, conforme assinalado na 

Figura 42. 

Os clones III evidenciaram-se como aqueles com maior percentagem de explantes calogénicos 

(competentes para formar callus) e o M5 testado nesta experiência foi considerado o meio de 

cultura do qual as folhas obtiveram melhores respostas fisiológicas, como se pode constatar na 

Tabela 22.   

Por observação direta, constatou-se de que o período de tempo que decorreu desde a primeira 

inoculação dos tecidos foliares até os explantes se desdiferenciarem e formarem calli, foi 

aproximadamente três semanas, pois foi neste período que se verificou desdiferenciação dos 

tecidos. 

Como os explantes finais viáveis com callus, assinalados de cor rosa na Tabela 22, apresentavam 

mais tempo em cultura in vitro do que os assinalado de cor preta, estes foram os primeiros a ser 

 Nº explantes iniciais Nº explantes finais viáveis com callus 

Folhas M2 M3 M5 M2 M3 M5 

Dundee I  42 75  8 45 

Dundee II  38 + 32 27  5 + 24 18 

Dundee III 42  51 + 43 28  25 + 50 
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repicados, aproveitando-se apenas os calli . Como ocorreu também a embriogénese, de callus 

embriogénicos, no mês de maio estes calli  finais de Dundee I, II e III foram repicados para um 

novo meio: M0, meio de cultura sem hormonas na sua constituição [68], com o objetivo de permitir 

o desenvolvimento dos embriões somáticos, para depois se formarem rebentos adventícios (Tabela 

23), este tempo de inoculação decorreu durante um mês (até junho). Enquanto que os outros 

explantes finais viáveis com calli, assinalados de cor preta (Tabela 22) foram mantidos nos meios 

de cultura em que foram inoculados anteriormente. 

 

Tabela 23: Número de explantes finais viáveis com callus, inoculados em M2, M3 e M5, no mês de maio, bem 
como o número de callus finais obtidos do porta-enxerto Dundee (clones I, II e III), em junho.   

 

Os calli de Dundee III finais, assinalados a azul escuro, que tinham sido inoculados em M5 (no 

mês de maio), na seguinte inoculação (mês de junho), antes de serem inoculados em M0, foram 

sujeitos ao choque de duas auxinas reguladoras de crescimento vegetal: 60 com NAA (ácido 1-

naftaleneacético) e os outros 60 com IBA-K (ácido indol-3-butírico de potássio). Primeiro por serem 

os que apresentavam mais tempo em cultura in vitro (três meses) e segundo porque eram as 

culturas de Dundee III que existiam em maior quantidade numérica. 

Elegeu-se as hormonas NAA e IBA-K pois estas são as mais utilizadas no laboratório da empresa 

neste tipo de estudos e também por estas duas se encontrarem disponíveis em maior quantidade 

no laboratório. Este choque de hormonas foi executado de maneira idêntica ao choque que se fez 

com a utilização ácido ascórbico nas culturas de pistácio (ver capítulo 4.1.2.1).  

O NAA foi empregue com o objetivo de promover a indução de calos embriogénicos [69], [70] e o 

IBA-K para promover a indução de raíz [71]. 

Posteriormente, em finais de junho, observou-se os calli dos clones de Dundee III, na lupa binocular 

(ver anexo II, Figuras B11 e B12), do qual se constatou a presença de embriões somáticos nos 

calli que se encontravam em M0 (Figura 44 D). Este clone foi considerado o melhor para o 

processo de indução de embriogénese somática indireta a partir de explantes foliares (Figura 44).  

 

 Nº explantes finais viáveis com callus Nº callus finais 

Folhas M2 M3 M5 M0 M0 

Dundee I --- 8 --- --- 8 

Dundee II --- 5 --- --- 5 

Dundee III 28 --- 25 28 120 
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Figura 44: Imagens representativas do procedimento levado a cabo para indução de organogénese indireta a partir 
de explantes foliares de Dundee III: A- Inoculação dos pedaços das folhas cortadas; B- Desdiferenciação após 3 
semanas; C- Presença de callus na nervura central/pecíolo; D- Observação na lupa binocular de embriões 
somáticos. 

 

4.4.3.       Conclusões gerais indução de organogénese indireta a partir de explantes 

foliares de UCB-1 e de Dundee 

Deste conjunto de resultados obtidos, pode sublinhar-se: 

 Os explantes foliares dos clones de UCB-1 e de Dundee conseguiram desdiferenciar-se e 

produzir callus: 

 Os explantes foliares de Dundee, com ênfase para o clone III, evidenciaram uma elevada 

percentagem de calogénese e bom desenvolvimento de callus embriogénico.  

O procedimento realizado na indução de embriogénese indireta de Dundee foi uma etapa 

importante na investigação desta dissertação, com resultados bastante promissores, 

principalmente no caso do clone III. Este resultado indica que, futuramente, através de explantes 

foliares de aveleiras poderá ser possível uma mais elevada taxa de multiplicação de plantas para 

comercialização. 
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Capítulo 5 – Conclusões e perspetivas futuras 

O estágio conducente à presente dissertação de mestrado, que teve como principal objetivo 

contribuir para otimização de protocolos de propagação in vitro de porta-enxertos de amendoeira 

(GF677), pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee), resultou em contribuições muito relevantes para 

a empresa. Estes poderão ser aplicados não só para melhorar a taxa de multiplicação destas 

espécies – por exemplo, selecionando a melhor altura para se iniciarem os estabelecimentos e os 

clones mais produtivos -, como de referencial para introdução de melhoramentos nos protocolos 

de micropropagação destas e em outras espécies de interesse. A seguir destacam-se as principais 

conclusões de cada fase de micropropagação, bem como algumas perspetivas de trabalho futuro. 

Na fase de estabelecimento:  

- A percentagem de contaminação das culturas variou consoante a altura de colheita do material 

vegetativo, sendo que, de um modo geral, explantes inoculados no mês de outubro de GF677 e 

de UCB-1 conduziram a menores % de contaminação do que os clones inoculados em abril. 

Verificou-se também uma diferença relevante associada aos vários clones estudados, sendo que 

os clones de Dundee estabelecidos em maio (no meio de cultura M2), evidenciaram uma % 

contaminação bastante inferior à dos restantes clones da mesma variedade, estabelecidos nos 

meses anteriores (outubro e abril). 

- Relativamente à percentagem de sobrevivência dos explantes constatou-se, igualmente, uma 

dependência da altura do ano em que são estabelecidos em cultura. Assim, para os porta-enxertos 

GF677 e de UCB-1, a melhor altura para o estabelecimento foi no início do outono, enquanto que 

para Dundee, foi em finais da primavera. Para esta variável foi ainda possível verificar um efeito 

dependente do clone e do meio de cultura testado. Assim, e relativamente a GF677, os clones GF 

II e GF IV demonstraram ser os mais adequados para a multiplicação deste porta-enxerto, pois 

apresentaram valores de sobrevivência favoráveis quando inoculados em meio de cultura M1 e 

M2, sendo o M5 o meio de cultura mais adequado para GF II (50 %) e o M2 (74,36 %) para GF IV.  

Os clones GF I e GF III, inoculados apenas em M3 obtiveram valores de sobrevivência baixos, 

inferiores a 10 %. 

Para o porta-enxerto UCB-1, os cinco clones em estudo apresentaram respostas semelhantes entre 

si quando inoculados em M3 (6.90 % - 24,68 %), apesar dos valores inferiores, em relação ao 

clone I, que foi apontado como o clone mais adequado para a micropropagação deste porta-
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enxerto pois foi estabelecido em M1 (49,91 %), M2 (27,42 %) e M3 (24,68 %), com valores 

superiores de sobrevivência em M1 (meio MS basal). 

Os três clones de Dundee tiveram respostas semelhantes entre si, quando inoculados em M2, no 

entanto, Dundee I foi o clone com maior percentagem de sobrevivência, revelando-se o M2 (83,87 

%) como o melhor meio de cultura para o estabelecimento desta espécie, seguido do Dundee II 

em M2 (70 %) e o Dundee III em M2 (67,86 %). O M3 foi o meio de cultura menos eficaz (7,69%).  

- Na tentativa de controlar a fenolização comum nos clones de UCB-1, o uso de ácido ascórbico 

reduziu a libertação dos compostos fenólicos, tendo-se obtido menor oxidação e morte dos 

explantes caulinares. 

Na fase de multiplicação: 

- Na percentagem de rebentação verificou-se que para GF677, os explantes do clone I 

apresentaram maior rebentação no mês de outubro, dezembro, fevereiro, março e junho quando 

inoculados em M3 (100 %); Os do clone II em dezembro (M2), fevereiro (M3) e junho (M5), todos 

com valores de 100%. Quanto aos explantes do clone III, o mês de maio foi o que evidenciou maior 

% rebentação em M3 (100 %). Relativamente ao clone IV, os seus explantes demonstraram que os 

meses de maior ocorrência de rebentação foram o de outubro (M3) e de junho (M2 e M3) e durante 

os meses de fevereiro, março, maio e junho, todos eles com valores percentuais de rebentação 

de 100 % em M4, que foi o único meio de cultura em que a sua utilização resultou sempre numa 

% de rebentação de valor de 100 %, revelando que o Meio QL foi o melhor para este clone de 

GF677. 

Dos clones de UCB-1, o clone I demonstrou uma maior % rebentação de 100 % no mês de junho 

(M2 e M3). Para o clone II, como consequência de não haverem mais explantes viáveis (secaram 

todos os explantes existentes deste clone), obtiveram apenas um valor de 50 % rebentação no mês 

março em M3. Já os explantes do clone III alcançaram em junho valores de 100 % em M2 e M3, 

assim como os explantes do clone IV em M2 e os do clone V em M2 e M3. 

Os explantes do clone I de Dundee, conseguiram uma % rebentação de valor de 100 %, nos meses 

de novembro e junho (M1 e M2). Os do clone II também tiveram uma percentagem de 100 % de 

rebentação em março (M3) e também de 100 % no mês de junho (M2 e M3). No que se refere 

aos explantes do clone III, durante os meses de março e junho a % rebentação atingiu o valor de 

100 %, quando os explantes estavam inoculados em M2. 

- A partir da taxa de multiplicação (TM), verificaram-se diferenças entre porta-enxertos e entre 

clones mas um menor efeito do meio de cultura.  
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Assim, para o porta-enxerto GF677, de todos os clones testados, GF I foi o que obteve valores 

superiores de TM quando inoculado em M2 (1,67) e M3 (1,6); Os explantes de GF II (1) e GF IV 

(1) obtiveram maiores TM em M3. O GF IV inoculado em M4 (1,52) foi o que obteve o valor maior. 

Para UCB-1, a TM foi idêntica para todos os clones, testados em M3 (1), no entanto, o clone I, 

testado em M1, M2 e M3 revelou maiores TM em M3 (1,1). Com o porta-enxerto Dundee embora 

não se tenham testado todos os clones nos 3 meios de cultura (M1, M2 e M3), os clones I, II e III 

apresentaram valores de TM semelhantes entre si e mais elevados em M2 (1,04; 1; 1,08).  

- Relativamente à percentagem de sobrevivência constatou-se diferenças entre porta-enxertos e 

entre clones e um efeito do meio de cultura dependente do clone, em GF677.  

Para o porta-enxerto GF677, e com base nos vários meios de cultura testados, foi possível obter 

valores satisfatórios para os 5 clones estudados, tendo o máximo sido obtido em meios distintos: 

M5 foi o meio mais adequado para GF II (52 %) e M4 para GF IV (69,44 %). No entanto, e tendo 

em conta os resultados obtidos com o M3, verificou-se uma enorme variabilidade na resposta 

dependente do clone (4,04 – 54,55 %). Para UCB-1, e à exceção do clone II, para o qual que não 

foi possível obter rebentos viáveis, a percentagem de sobrevivência com o M3 foi elevada e 

semelhante entre os restantes clones (71,43 - 100%). Embora apenas tenha sido testado o meio 

M3 para os 5 clones, com o clone I testou-se também o M2, tendo dado valores bem mais baixos 

(44,83 %). Para o porta-enxerto Dundee, os três clones estudados tiveram percentagens de 

sobrevivência semelhantes e muito elevadas em M2 (83,33 - 100%).  Embora, os 3 clones deste 

porta-enxerto se tenham testado apenas em M2, com o clone II testou-se também M3, que, ao 

contrário do que se tinha observado para outros porta-enxertos, reduziu muito a % de sobrevivência 

(50 %). Assim, e globalmente, o meio M3 parece ser o mais adequado nesta fase de 

micropropagação para os porta-enxertos GF677 e UCB-1 e o meio M2 para Dundee. 

Na indução da organogénese indireta a partir de explantes foliares: 

No que diz respeito ao ensaio exploratório para estabelecimento de protocolo de obtenção de 

rebentos adventícios por organogénese indireta a partir de diferentes tipos de explantes foliares 

dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee, os resultados foram bastante promissores. 

- No caso de UCB-1, com a exceção do clone I, todos os outros mostraram desdiferenciação dos 

explantes em M3, evoluindo para a fase de multiplicação (formação de pequenos callus), o que 

nunca ocorrera na empresa. 

- Com Dundee, pela primeira vez estudado na empresa neste âmbito, verificou-se a produção de 

callus, em grande número e bem desenvolvidos em todos os tipos de explantes, mas também 
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respostas dependentes do tipo de explante. Assim, os explantes que continham a nervura central 

foram os que se desdiferenciaram e que produziram callus mais rapidamente, já os explantes 

proximais, que mantiveram parte do pecíolo, foram os que produziram maior quantidade de callus. 

O M5 foi considerado o meio de cultura onde se observou maior desenvolvimento de callus, sendo 

nos clones III onde se evidenciou a formação de embriões somáticos. 

 

Futuramente: 

- Seria importante melhorar processos de desinfeção do material vegetal proveniente da estufa, de 

acordo com a altura do ano onde se verificou maiores contaminações em cada espécie. 

- Adotar uma metodologia mais sistemática, de modo a ser possível fazer comparações entre os 

diferentes clones e os diferentes meios de cultura. Assim, submeteria todos os clones das espécies 

em estudo a todos os meios de cultura, com o intuito de conseguir avaliar qual o meio mais 

indicado a cada uma das fases da micropropagação, para cada clone. Em particular, seria 

importante usar, tanto para a fase de estabelecimento, como na de multiplicação, o meio basal 

QL em todos os clones de GF677 por ter sido o meio de cultura em que os clones apresentaram 

maiores valores de sobrevivência (69,44 %) e uma % rebentação sempre de 100 %, em 

comparação aos outros meios de cultura testados nesta variedade de porta-enxerto. 

- Em relação aos vários clones em estudo, e porque se verificou respostas dependentes do clone, 

seria interessante poder micropropagar uma maior variedade de clones do porta-enxerto Dundee, 

pois na altura só existiam três clones. 

- Relativamente à multiplicação por organogénese, gostaria de ter tido a oportunidade de 

acompanhar o desenvolvimento dos calli por mais tempo, de modo a verificar se eram 

morfogenicamente competentes. Seria também importante testar-se outros fatores, como por 

exemplo, outras combinações hormonais e outros tipos de explantes, para além dos foliares. 

- Embora não tenha sido possível chegar à fase de enraizamento e aclimatização ex vitro, seria 

naturalmente muito importante poder acompanhar as culturas ao longo destas fases, de modo a 

estudar as respostas de cada um dos porta-enxertos e respetivos clones e, assim, poder otimizar 

as condições promotoras de maior taxa de multiplicação para cada espécie. 



83 

Capítulo 6 – Trabalhos paralelos 

Conforme foi referido no capítulo 1 destinado à definição dos objetivos a atingir ao longo deste 

projeto de pesquisa, foi nossa intenção levar a cabo o aperfeiçoamento de técnicas relativas aos 

protocolos de produção de diferentes clones dos porta-enxertos de GF677, de UCB-1 e de Dundee.  

Fui orientada no sentido de desenvolver, tendo sempre em vista a utilização do método 

experimental de cultura in vitro, trabalho a que me dediquei com o objetivo de me tornar capaz de 

poder observar, com rigor, in situ os resultados obtidos para num momento posterior poder aplica-

los, de modo a respeitar a sensibilidade vital de cada uma das espécies eleitas como “corpus” 

essencial estudado ao longo do meu trabalho. 

Para além das espécies mencionadas, envolvidas neste estudo, foi-me dada a oportunidade de 

experienciar diversas e inovadoras técnicas de trabalho com outras plantas, que me proporcionou 

avaliar os aspetos singulares caraterizadores de cada uma das espécies lenhosas, ornamentais, 

florestais, aromáticas e medicinais, em particular. Ao longo do estágio exercitei assim a técnica de 

cultura in vitro (todas as fases do ciclo da micropropagação) tendo como corpus de apoio as 

seguintes espécies: medronheiros, castanheiros, mirtilos, maracujás, Kiwis, esterelícias, oliveiras, 

paulownias, entre outras. Num total, produzi ao longo do período de estágio um número total de 

52321 plântulas (Figura 45). 

Esta convivência floral contribui para o alargamento do meu conhecimento no universo da 

biotecnologia vegetal, conseguido pela observação, experiência que me ofereceu a mais valia 

quando, numa fase posterior, no momento de implementar essa prática durante as repicagens 

das espécies eleitas para o meu estudo. 

Por outro lado, de entre as várias funções efetuadas em regime de laboratório, executei ainda 

trabalho dentro do laboratório onde desenvolvi experiências sobre como preparar os meios de 

cultura adequados a cada espécie de plantas avaliadas, bem como a observação e verificação de 

processos relativos ao enraizamento in vitro. 

Durante o meu estágio na empresa Deifil foi-me também proposto abordar no meu projeto de 

pesquisa executar trabalho de estufa no sentido de compreender e assimilar os últimos processos 

relativos ao fenómeno da micropropagação (enraizamento ex vitro e aclimatização).  

Em síntese, não posso deixar de referir que apesar de ter vivenciado uma aprendizagem de alguma 

forma difícil, pelo grau de novidade com que me deparei, o resultado final do meu período de 

estágio na empresa Deifil teve grande enriquecimento no que diz respeito à minha preparação 
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profissional, fator que me tornou mais apta a enfrentar os novos desafios com que a ciência nos 

apresenta, cada dia que passa.  

 

 

Figura 45: Representação de algumas espécies de plantas trabalhadas ao longo do estágio na Deifil. A: 
Castanheiros; B:Mirtilos C: Kiwis machos; D: Kiwis fêmeas; E: Oliveiras em fase de multiplicação sujeitas a choque 
de IBA-K; F: Oliveiras na fase de enraizamento [1]; G e H:Paulownias, na estufa. 

A B

C D 

E F 

G H 

E 



85 

Capítulo 7 - Referências bibliográficas  

[1] “Deifil – Green biotechnology.” [Online]. Available: http://www.deifil.pt/. 

[2] Lopes, “Propagação in vitro dos porta-enxertos GF677 e Vlach,” Oct. 2017. 

[3] L. Raquel and T. Rodrigues, “Micropropagação in vitro de porta enxertos de frutos secos: 
amendoeira, pistaceira e nogueira,” 2018. 

[4] G.-L. J. Monteiro AM, Cordeiro VP, A amendoeira. In João Azevedo Editor, eds, Património 
Nacional Transmontano, Mirandela, pp 186. 2003. 

[5] Pereira SCV, “Principais Pragas e Auxiliares Associados à Amendoeira no Planalto 
Mirandês,” 2009. 

[6] Gabinete de Planeamento e Políticas (GPP), “Gabinete de Planeamento e Políticas (GPP) 
(2007a).” [Online]. Available: http://www.gpp.pt/index.php/publicacoes-
gpp/publicacoes. [Accessed: 18-Nov-2018]. 

[7] Jardim Botânico UTAD, Prunus dulcis, “Jardim Botânico UTAD | Prunus dulcis, 2018.” 
[Online]. Available: https://jb.utad.pt/especie/Prunus_dulcis. [Accessed: 18-Nov-2018]. 

[8] M.-H. Grasselly, C., Duval, H., Simard, L` Amandier. In Centre Technique 
Interprofessionnel des Fruits et Légumes. Paris, 1997. 

[9] Muñoz AN, “‘El almendro: variedades y técnicas de cultivo,’” 2002. 

[10] CNCFS, “Amendoeira: Estado da Produção,” 2017. 

[11] CNCFS, “Amendoeira: Estado da Transformação,” 2017. 

[12] “Almond Tea With Honey – For Cold and Sore Throat.” [Online]. Available: 
https://www.mamaslebanesekitchen.com/drinks/almond-tea-recipe-good-for-cold-and-
sore-throat/. [Accessed: 19-Oct-2019]. 

[13] CNCFS, “Amendoeira: Estado da Comercialização,” 2017. 

[14] R. Queirós, F. & Sousa, “Características dos frutos de algumas variedades de 
amendoeira,” 2017. 

[15] Serralves, “Parque de Serralves- Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb ‘Ferragnes.’” [Online]. 
Available: http://serralves.ubiprism.pt/species/show/1351. [Accessed: 14-Nov-2018]. 

[16] C. Chen, “Humidity in Plant Tissue Culture Vessels,” Biosyst. Eng., vol. 88, no. 2, pp. 
231–241, Jun. 2004. 

[17] B. W. Bolling, D. L. McKay, and J. B. Blumberg, “The phytochemical composition and 
antioxidant actions of tree nuts.,” Asia Pac. J. Clin. Nutr., vol. 19, no. 1, pp. 117–23, 
2010. 



86 

[18] J. C. & D. CRANE, “Separation of Blank Pistachio Nuts by Mechanical Harvesting,” 1975. 

[19] ITIS, “ITIS Standard Report Page: Pistacia vera.”2018 [Online]. Available: 
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=506
470#null. [Accessed: 12-Dec-2018]. 

[20] CNCFS, “Pistaceira: Estado da Produção.”, 2017 

[21] S. T. Aliakbarkhani, M. Farajpour, A. H. Asadian, M. Aalifar, S. Ahmadi, and M. Akbari, 
“Variation of nutrients and antioxidant activity in seed and exocarp layer of some Persian 
pistachio genotypes,” Ann. Agric. Sci., vol. 62, no. 1, pp. 39–44, Jun. 2017. 

[22] CNCFS, “Pistaceira: Estado da Comercialização.” 2017 

[23] S. C. R. Martins, “Characterization of Portuguese old varieties of hazelnut (Corylus 
avellana L.) by morphological, molecular, biochemical and nutritional parameters.” 2016 

[24] Grau P., Avellano europeo manual de plantacion y manejo. 2003. 

[25] “Parque de Serralves- Corylus avellana L.” [Online]. Available: 
http://serralves.ubiprism.pt/species/show/74. [Accessed: 12-Sep-2019]. 

[26] Jardim Botânico UTAD | Corylus avellana, “Jardim Botânico UTAD | Corylus avellana, 
2018.” [Online]. Available: https://jb.utad.pt/especie/Corylus_avellana. [Accessed: 18-
Nov-2018]. 

[27] “Corylus avellana - Aveleira - Árvores e Arbustos de Portugal.” [Online]. Available: 
http://www.arvoresearbustosdeportugal.com/portfolio-item/aveleira-corylus-avellana/. 
[Accessed: 12-Sep-2019]. 

[28] M. Agustí, Fruticultura, 2 edition. Madrid, 2010. 

[29] “Aveleira - Corylus avellana - florestar.net.” [Online]. Available: 
https://www.florestar.net/aveleira/aveleira.html. [Accessed: 12-Sep-2019]. 

[30] CNCFS, “Aveleira: Estado da Comercialização.” 2017 

[31] CNCFS, “Aveleira: Estado da Produção.” 2017 

[32] Carlos R., “Multiplicação in vitro de Cultivares e PortaEnxertos de Nogueira (Juglans regia 
L.); Estudo das Fases de Enraizamento e Climatização,” 2014. 

[33] L. Iannamico, El cultivo del nogal en climas templado-fríos: I. Material vegetal. INTA, 
2009. 

[34] F. Nimbolkar, P., Awachare, C., Reddy, Y., Chander, S., & Hussain, “Role of Rootstocks in 
Fruit Production–A Review,” 2016. 

[35] Ramos das Neves MA, “Estudo comparativo dos mecanismos de resistência à secura de 
alguns porta-enxertos do género Prunus e sua aplicação ao melhoramento,” 1997. 



87 

[36] E. D. Charles Grasselly, “1951-1981 / La création du porte-greffe GF 677,” Dec. 2016. 

[37] “Apple Mosaic Virus | Plant Disease Library,” 2018. [Online]. Available: 
https://plantix.net/plant-disease/en/200001/apple-mosaic-virus. [Accessed: 12-Sep-
2019]. 

[38] G. A. Garoosi, E. N. Alanagh, and R. Haddad, The effect of PGRs on in vitro shoot 
multiplication of GF677 hybrid (Prunus persica × P. amygdalus) rootstock on GNH 
medium, vol. 1, no. 1. BayBG, 2010. 

[39] K. Kamali, E. Majidi, R. Zarghami, “Micropropagation of GF-677 rootstocks (Prunus 
amygdalus x P. persica),” Seed Plant, vol. 177, pp. 175–177, 2001. 

[40] G. Achim, I. Godeanu, A. Baiciu, “RESEARCH ON CLONAL PROPAGATION OF HAZELNUT 
IN VALCEA -ROMANIA,” Acta Hortic., no. 556, pp. 281–286, Jul. 2001. 

[41] Roots of Peace. Vegetative propagation techniques. USAID, Afghanistan, Publication 003-
AFG, 33 pp. 2007 . 

[42] A. Rovira, M. Hermoso, J.F. Tous, J. Romero, “Comportamiento de la variedad de 
avellano ‘Negret’ injertada sobre patrones no rebrotantes,” 2013. 

[43] Á. M. Gil, G. A. Carrasco, G. B. Sanromá, Guia de gestión integrada de plagas. Avellano. 
Madrid, Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente, 108 pp. 2015. 

[44] INNOVAGRI, “Las nuevas plantaciones de avellano | INNOVAGRI.” 2018 [Online]. 
Available: https://www.innovagri.es/investigacion-desarrollo-inovacion/las-nuevas-
plantaciones-de-avellano.html. [Accessed: 18-Jan-2019]. 

[45] Quisen e Angelo, “Manual de Procedimentos do laboratório de Cultura de Tecidos da 
Embrapa Amazônia Ocidental.” 2008 

[46] R. M. Kumar N, “In vitro Plant Propagation: A Review,” J. For. Environ. Sci., vol. 27, no. 
2, pp. 61–72, 2011. 

[47] Andrade, S. R. M., “Princípios da Cultura de Tecidos Vegetais.” 2002 

[48] A. Zavattieri, “BIOTECNOLOGIA VEGETAL I, Universidade de Évora.” 2002 

[49] P. Barrueto, “Cultivo in vitro de plantas,” p. 320, 2014. 

[50] C. Moreira, “Fotossíntese,” vol. 1, pp. 1–5, 2013. 

[51] G. George, E., Hall, M., & Klerk, “Plant Propagation by Tissue Culture,” 2008. 

[52] R. L. M. Pierik, In Vitro Culture of Higher Plants. Dordrecht: Springer Netherlands, 1997. 

[53] V. H. Augé R, Beauchesne G, Gibod-Boccon J, Decourtye L, Digat B, Jalouzot R, Minier R, 
Monrand J, Reynoird J, Strullu D, la culture in vitro et ses applications horticoles 1989 - 
AbeBooks. 



88 

[54] F. M. Slater A, Scott NW, Plant Biotechnology: The genetic manipulation of plants. 2008. 

[55] J. Aitken-Christie, T. Kozai, and S. Takayama, “Automation in plant tissue culture — 
general introduction and overview —,” in Automation and environmental control in plant 
tissue culture, Dordrecht: Springer Netherlands, 1995, pp. 1–18. 

[56] R. STUART and H. E. STREET, “Studies on the Growth in Culture of Plant Cells,” J. Exp. 
Bot., vol. 22, no. 1, pp. 96–106, Feb. 1971. 

[57] A. Cristiano Erig e M. W. Schuch, “Micropropagação fotoautotrófica e uso da luz natural,” 
vol. 4, pp. 961–965, 2005. 

[58] I. M. Sussex, “The Scientific Roots of Modern Plant Biotechnology,” The Plant Cell, May-
2008. [Online]. Available: 
http://www.plantcell.org/lookup/doi/10.1105/tpc.108.058735. [Accessed: 03-Jul-
2019]. 

[59] K. Payghamzadeh e S. Kazemitabar, “In vitro propagation of walnut - A review,” Academic 
Journals, 2011. 

[60] C. C. Brito G, Jardim R, Santo C, “Micropropagação de uma espécie Autóctone de Porto 
Santo como estratégia de combate à desertificação: Exemplo da Oliveira-Brava.” 2007 

[61] L. Ferreira Dutra, I. Wendling, and G. Ebling Brondani, “A Micropropagação de Eucalipto.” 
2009 

[62] C. Cancado, G. M. A., Braga, F. T., Souza, R., Nunes, “Cultivo in vitro da oliveira e suas 
aplicações,” 2013. [Online]. Available: 
https://www.researchgate.net/publication/234047087_Cultivo_in_vitro_da_oliveira_e_s
uas_aplicacoes. 

[63] “Bernard Boullard, Dictionnaire : Plantes et Champignons, De Boeck, 1997 (ISBN 

2909455998), p. 187 «Cladode»; p 626 «Phylloclade»; Delphine Cartier, «Cladode», 
Encyclopaedia Universalis, DVD, 2012).” . 

[64] G. R. Hartmann HT, Kester DE, Davies FT Jr, Hartmann and Kester’s plant propagation: 
principles and practices, 8th ed. New York, 2010. 

[65] A. Lima da Silva, M. Rogalski, L., K. Antunes de Moraes, C. Feslibino, L. Crestani e M., P. 
Guerra., “ESTABELECIMENTO E MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE PORTA-ENXERTOS DE 
Prunus 1,” 2003. 

[66] M. Couto, R. Brahm, R. Pedroso de Oliveira, “ESTABELECIMENTO IN VITRO DE PORTA-
ENXERTOS DE Prunus sp.,” 2004. 

[67] A. Onay, “In vitro organogenesis and embryogenesis of pistachio, Pistacia vera L.,” 1996. 

[68] L. W. Carvalho, J. M. F. C., Pimentel, N. W., Aires, P. S., Pimentel, “Considerações Gerais 
Sobre Organogênese,” 2006. 

[69] P. M. C. Bartos, H. T. Gomes, A. Laid, S. M. Gomes, “HISTOLOGIA DE CALOS 



89 

PROVENIENTES DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DE Coffea arabica L.,” VII Simpósio 
Pesqui. dos Cafés do Bras., 2011. 

[70] R. Flores, N. J. De Vasconcellos, J. Maldaner, T. Maria, B. Garlet, “Embriogênese 
Somática e Organogênese Indireta em,” vol. 16, pp. 993–995, 2007. 

[71] “Regulador de crescimento vegetal ácido de CAS 60096-23-3 de sal do potássio de 
Indole-3-Butyric para promover a raiz.” [Online]. Available: http://m.portuguese.fine-
chemicalproducts.com/sale-11312191-indole-3-butyric-acid-potassium-salt-cas-60096-23-
3-plant-growth-regulator-to-promote-root.html. [Accessed: 25-Oct-2019]. 

[72]   G., F. J. Vargas, "Consideraciones sobre el pistachero", Fruticultura Professional. 5: 13-16; 
6: 4-8. 1986. 

[73]   L. E. Joley, "Pistachio. Handbook of North America Nut Trees", 348-361. Northern Nut 
Growers Association, Knowville, Temn. 37914, U.S.A. 1969. 

[74]    A. M. Gaspar, "A cultura da pistaceira". Estaçâo Agronómica Nacional, Oeiras, 42 p. 
1988. 

[75]     M. L. Afonso, S. Aedo, C. Laínz, M. Muñoz Garmendia, F. Nieto Feliner, G. Paiva, J. 
Bemedí, (eds.) Coryllus. Castroviejo, Flora ibérica2., Real Járdín Botánico, CSIC, Madrid, 
1991. 

[76]     L. S. Gamalier, "El cultivo del avellano (Corylus avellana)." Gobierno de Chile, Ministério 
de Agricultura, Fundacion para la Innovacion Agraria, Proyecto FIA Nº C. 96-I-1-025, 28 
pp. 2004. 

[77]     G. Blanca, B. Cabezudo, M. Cueto, C. Fernoudonternat e C. Morales Torres, (eds). Flora 
Vascular de Andalucía Oriental. Volume 3: Rosaceae-Lentibulariaceae, Consejersc de 
Medio Ambiente, Junta de Andalucía, Sevilla, 66-67. (2009). 

[78]     A. Dale, D, Galic, T. Leuty, M. Filotas e E. Currie, Hazelnuts in Ontario - Biology and 
Potential Varieties. Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs, Factssheet 12-007, 9 
pp. (2012). Available at: http://www.omafra.gov.on.ca/english/crops/facts/12-007.htm 
(Acedido em 12-Nov-2018). 

 [79]    J. Ferreira, A. Strecht, F. Serrador, L. Torres, J. C. Marques, M. Silva, A. C. Cunha-Queda, 
J. R. Rodrigues, J. C. Franco, I. Mourão, M. Brito, A. Marreiros, M. M. Fernandes, F. 
Valente, E. Vasconcelos, F. Cabral, G. Marques, "Proteção fitossanitária. Pragas e 
doenças das árvores de fruto – meios de proteção. Pragas e doenças dos frutos secos". 
(eds), As bases da Agricultura Biológica. Tomo I – Produção vegetal, Ed 2, Vol 1. Edibio, 
Castelo de Paiva, pp 489, 2012. 

[80]     A. X. P. Coutinho, "Flora de Portugal". 25 Ediçâo, Bertrand (Irmâos) Lda., Lisboa, (1939). 

[81]     J. A Franco," Nova Flora de Portugal". 1971. 

[82]     T. J. Michailides, Pest, disease, and physiological disorders management: Above ground 
fungal diseases. Pages 214-232 in: Pistachio Production Manual (2005). Beede, R. H., 



90 

Freeman, M. W., Háviland, D. R., Holtz, B. A. and Kallsen, C. E., (eds.), 4th Ed. Fruit and 
Nut Research and Information Center, Departmente of Plant Sciences, University of 
Cliforna. Davis. 2005. 

[83]     M. P. P. A. Casal, Aplicação da cultura in vitro à multiplicação e enraizamento da vitis 
vinifera (casta loureiro), Universidade do Minho. 1989. 

[84]     L. Taiz, E. Zeiger, Fisiologia Vegetal. Artmed (3a Edição). Available at: 
https://pt.scribd.com/document/257721919/Fisiologia-Vegetal-Taiz-Zeiger-3a-Edicao. 
2006. 

[85]     A. Xavier, W. C. Otoni, R. M. Penchel, Micropropagação e enxertia in vitro de espécies 
florestais, pp. 55-74. In: A. BORÉM (ed). Biotecnologia Florestal. Viçosa. 2007. 

[86]     M. J. C. Lopes, Micropropagação in vitro da nogueira (Juglans regia L.) por rebentação 
axilar. Graduation thesis. School of Agriculture, Polytechnic Institute of Castelo Branco, 
Castelo Branco. 2011. 

[87]     H. B. Lagerstedt, ‘Newberg’ and ‘Dundee’, Oregon, Washington, and British Columbia 
Proc. 78th Annu. Mtg. 78:94–101. 1993. 

[88]     E. F. George, Plant Propagation by Tissue Culture: In Practice, Ed 1, Vol 1. Exegetics Ltd, 
Wiltshire. 1996. 

[89]     H. N. Paiva, J. M. Gomes, Propagação vegetativa de espécies florestais. (Série cadernos 
didáticos, 83), Editora UFV,Viçosa, MG, 46p. 2001. 

[90]     L. Fernandes, J. Pessoa, A. Aguiar e I. Carrasquinho, Manual de Estacaria de Pinheiro 
bravo. Centro PINUS 18 págs. ISBN 978-972-98308-3-9. 2007 

[91]     M. Pasqual, A. Hoffmann, J. D. Ramos, Cultura de tecidos: tecnologia e aplicações. 
Lavras: Ed. Brasil, 1997. 

[92]     M. P. Guerra, A. C. Torres, J. B. T eixeira, Embriogênese somática e sementes sintéticas. 
In: Torres, A. C., CALDAS, L. S., Buso, J. A., Culturas  de tecidos e transformação 
genética de plantas. Brasília: Embrapa-CBAB, 1999. v..2. p.533-568. 
 

 

 

 

 

 

 



91 

Capítulo 8 - Anexos 

Anexo I 

No seguimento deste anexo I, estão representadas a tabela A1 que demonstra um resumo geral 

dos meios de cultura utilizados, ao longo dos meses de trabalho de estágio, em todos os clones 

dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee). 

 

Tabela A1: Tabelas-sínteses de todas os clones utilizados, com descrição da época mensal e respetivos meios de 
cultura aplicados para as três culturas (meses de outubro a junho). 

Outubro Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 

GF II M1 e M2 M3 

GF IV M1 e M2 M3 

UCB-1 I M1 e M2 --- 

Dundee clone I M1 e M2 --- 

 

 

Novembro Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 

GF II --- M2 e M3 

GF IV --- M2 e M3 

UCB-1 I --- M2 e M3 

Dundee clone I --- M2 
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Dezembro Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 

GF II --- M2 e M3 

GF IV --- M2 e M3 

UCB-1 I --- M2 e M3 

Dundee clone I --- M2 

Fevereiro Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 e M4 

GF II ---  M3 

GF IV --- M3 e M4 

UCB-1 I --- M3 

Dundee clone I --- --- 

 

 

Março Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- --- 

GF II --- --- 

GF IV M2 e M3  --- 

UCB-1 I --- --- 

Dundee clone I --- --- 

Dundee clone II --- --- 

Dundee clone III M2 --- 

Folhas de Dundee clones I --- --- 

Folhas de Dundee clones II --- --- 

Folhas de Dundee clones III M2 e M5 --- 
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Abril Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I M3 --- 

GF II M3 e M5 --- 

GF III M3 --- 

GF IV --- --- 

UCB-1 I M3 --- 

UCB-1 II M3 --- 

UCB-1 III M3 --- 

UCB-1 IV M3 --- 

UCB-1 V M3 --- 

Dundee clone I M3 --- 

Dundee clone II M3 --- 

Dundee clone III --- --- 

Folhas UCB-1 I M3 --- 

Folhas UCB-1 II M3 --- 

Folhas UCB-1 III M3 --- 

Folhas UCB-1 IV M3 --- 

Folhas UCB-1 V M3 --- 

Folhas de Dundee clones I M3 --- 

Folhas de Dundee clones II M3 --- 

Folhas de Dundee clones III --- --- 
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Maio Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 

GF II --- M3 e M5 

GF III --- M3 

GF IV --- M2, M3 e M4 

UCB-1 I M2 e M3 M3 

UCB-1 II M3 M3 

UCB-1 III M3 M3 

UCB-1 IV M3 M3 

UCB-1 V M3 M3 

Dundee clone I M2 M3 

Dundee clone II M2 M3 

Dundee clone III M2 M2 

Folhas UCB-1 I --- --- 

Folhas UCB-1 II --- --- 

Folhas UCB-1 III --- --- 

Folhas UCB-1 IV --- --- 

Folhas UCB-1 V --- --- 

Folhas de Dundee clones I M5 --- 

Folhas de Dundee clones II M3 e M5 --- 

Folhas de Dundee clones III M5 --- 

calli de Dundee clones I --- M0 

calli de Dundee clones II --- M0 

calli de Dundee clones III --- M0 
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Junho Meios de cultura usados 
para o estabelecimento 

Meios de cultura usados 
para a multiplicação 

GF I --- M3 

GF II --- M3 e M5 

GF III --- M3 

GF IV --- M2, M3 e M4 

UCB-1 I --- M2 e M3 

UCB-1 II --- --- 

UCB-1 III --- M2 e M3 

UCB-1 IV --- M2 

UCB-1 V --- M2 e M3 

Dundee clone I --- M2 

Dundee clone II --- M2 e M3 

Dundee clone III --- M2 e M3 

calli de UCB-1 I --- M3 

calli de UCB-1 II --- M3 

calli de UCB-1 III --- M3 

calli de UCB-1 IV --- M3 

calli de UCB-1 V --- M3 

calli de Dundee clones I --- --- 

calli de Dundee clones II --- --- 

calli de Dundee clones III --- --- 

 

Na tabela A2, encontram-se as soluções STOCK utilizadas para preparação dos meios de cultura 

utilizados ao longo do período de estágio de M0, M1, M2, M3, M4 e M5.  
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Tabela A2: Soluções STOCK de Macro GNH [g/L] de concentração [x10], de Macro MS de concentração [X100], de 
Micro MS de concentração [X100] e de Vitaminas MS de concentração [x1000]. 

 Constituintes Concentração 
(mg/L) 

 

 

Macro GNH 

[g/L] [x10] 

Nitrato de amónio (NH4)(NO3) 16,5 

Nitrato de potássio (K NO3) 0,25 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 5,4 

Nitrato de cálcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H2O) 8 

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 3 

Fosfato monosódico (NaH2PO4) 0,5 

Macro MS [x100] 

Nitrato de amónio (NH4)(NO3) 16,5 

Cloreto de Cálcio Anidro (CaCI2) 3,322 

Sulfato de magnésio anidro (MgSO4·7H2O) 1,807 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 1,70 

Micro MS [X100] 

Ácido bórico 620 

Cloreto de cobalto, hexahidratado 2,5 

Sulfato cúprico, penta-hidratado 2,5 

EDTA (Àcido etilenodiamino tetra-acético, di-hidrato 
disódico) 

3726 

Sulfato ferroso hepta-hidratado 2780 

Sulfato de manganês mono-hidratado 1690 

Sal de sódio de ácido molíbdico, di-hidratado 25 

Iodeto de potássio 83 

Sulfato de zinco hepta-hidratado 860 

 

 

Vitaminas MS 

[x1000] 

Glicina (base livre) 2000 

Mio-inositol 100 

Ácido nicotínico (ácido livre) 500 

Piridoxina.HCl 500 

Tiamina.HCl 100 

 

Na tabela A3 estão disponibilizadas as composições dos meios de cultura empregues nas fases 

de estabelecimento e de multiplicação. 
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Tabela A3: Composição dos cinco meios de cultura utilizados nas fases de estabelecimento e/ou multiplicação (M0, M1, M2, 
M3, M4 e M5). M0: meio MS sem adição de hormonas; M1: meio MS com adição de BAP [0,1 mg/L]; M2: macronutrientes de 
GNH e micronutrientes e vitaminas MS com adição de BAP [1 mg/L] e IBA [0,01 mg/L]; M3:  M2, com adição de GA3 [20 
mg/L]; M4: meio QL com adição de BAP [0,1 mg/L]; M5: meio MS com adição de vitaminas WPM WPM (Meio Lloyd & McCown 
Woody Plant, 1981), de BAP [2 mg/L] e de ácido ascórbico [0,1 mg/L] 

     Concentração (mg/L) (exceto sacarose e agar) 

 
  Constituintes   Meio 0 Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5 

N
ut

rie
nt

es
 

Nitrato de amónio (NH4NO3)   1650 1650 1650 1650 400 1650 

Ácido bórico (H3BO3)    6,2 6,2 ---- ---- 6,2 6,2 

Cloreto de cálcio anidro (CaCl2) 332,2 332,2 ---- ---- ---- 332,2 

Na2EDTA dihidratado (C10H16N2O8.2H2O) 37,26 37,26 ---- ---- ---- 37,26 

Sulfato de ferro (II) heptahidratado (FeSO4.7H2O) 27,8 27,8 ---- ---- 27,8 27,8 

Sulfato de magnésio anidro (MgSO4) 180,7 180,7 ---- ---- 175,79 180,7 

Sulfato de magnésio monohidratado (MgSO4.H2O) 16,9 16,9 ---- ---- 0,76 16,9 

Nitrato de potássio (KNO3)   1900 1900 25 25 1800 1900 

Fosfato monopotássico, monobásico (KH2PO4) 170 170 ---- ---- 270 170 

Fosfato monosódico (NaH2PO4) ---- ---- 50 50  --- 

Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H2O) ---- ---- ---- ---- 8,6 8,6 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 540 540 540 540 ---- 540 

Nitrato de cálcio tetrahidratado (Ca(NO3)2 .4H2O) 800 800 800 800 ---- 800 

Hidrofosfato de potássio (KH2PO4) 300 300 300 300 ---- 300 

Hidrofosfato de sódio (NH2PO4)   ---- ---- 50 50 ---- ---- 

Cloreto de cobalto (CoCl2 .6H2O) 0,025 0,025 0,025 0,025 ---- 0,025 

Sulfato de cobre (CuSO4 .5H2O) 0,025 0,025 0,025 0,025 ---- 0,025 

Ácido molíbdico (sal de sódio) ((MoO3·H2O).2H2O) 0,25 0,25 0,25 0,25 ---- 0,25 

Iodeto de potássio (KI)   0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 ---- 

Cloreto de cobalto (II) hexahidratado.2H2O ---- ---- ---- ---- 0,025 ---- 

Sulfato de cobre (II).5H2O   ---- ---- ---- ---- 0,025 ---- 

(Na2-EDTA.2H2O)    ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

Nitrato de cálcio  
 ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

Vi
ta

m
in

as
 

Glicina (base livre) (C2H5NO2)   2000 2000 2000 2000 ---- 2000 

Mio-inositol    100 100 100 100 100 100 

Ácido nicotínico, ácido livre (C6H5NO2) 500 500 500 500 ---- 500 

Ácido ascórbico --- ---- --- --- ---- 1000 

Piridoxina ((C8H11NO3).HCl)   500 500 500 500 ---- 500 

Tiamina (C12H17N4OS+)   1000 1000 1000 1000 0,4 1000 

H
or

m
on

as
 BAP   

  ---- 0,1 1 1 0,1 2 

IBA      ---- ---- 0,01 0,01 ---- ---- 

GA3   
  ---- ---- ---- 20 ---- ---- 

 Sacarose (g/L)     25 25 25 25 25 25 

 Agar (g/L)   7 7 7 7 7 7 
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Estabelecimentos 

Número total de material vegetal em fase de multiplicação 

Outubro 
 
 
 
Novembro 
 
 
 
Dezembro 
 
 
 
Fevereiro 
 
 
 

Anexo II 

Considerando que existe uma limitação metodológica quanto ao corpos a incluir neste capítulo e dado que senti necessidade de referir aspetos que considero 

relevantes para uma melhor compreensão do trabalho, tomei a iniciativa de incluir as figuras B1 a B12 e tabelas B1 a B9, em anexo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B1: Estabelecimentos realizado no mês de outubro dos porta-enxertos de GF677 clones II e IV, dos porta-enxertos de UCB-1 clone I e de Dundee clone I e seus progressos em cultura in 
vitro, ao longo dos meses de novembro e dezembro de 2018 e fevereiro 2019. Clones GF II, GF IV e UCB-1 foram inoculados em M1 e  M2, enquanto que Dundee I foram apenas inoculados 

em M1. Em fevereiro, as culturas existentes de GF677 foram inoculadas em M3 e M4 e as culturas de UCB-1 em M3. 
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Figura B2: Porta-enxertos de Lopes, 2017, de GF677 clones I, II e IV, dos porta-enxertos de UCB-1 clone 1. Todos apresentavam 2 anos (Lopes, 2017 e Rodrigues, 2018). 

 

 

Explantes com 1 ano de idade (Lopes, 2018) 
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Dezembro 
 
 
 
 
Fevereiro 
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Figura B3: Junção dos porta-enxertos estabelecidos no mês de outubro 2018 com os porta-enxertos de Rodrigues (2018), em fevereiro de 2019.  
Procedeu-se à repicagem (março 2019) destes explantes e realizou-se um novo estabelecimento: dos entrenós de GF IV, bem como de folhas e entrenós de Dundee III 

Estabelecimentos 

Número total de material vegetal em fase de multiplicação 

Explantes com 1 ano de idade (Lopes, 2018) 

Fevereiro 

Fevereiro 

Março 

Fevereiro 

Março 
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Estabelecimentos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B4: Estabecimentos realizados em abril dos porta-enxertos de GF677 (clones I, II e III), UCB-1 (clones I, II, III, IV e V) e Dundee. (clones I, II e III). Estabelecimento das folhas de UCB-1 
(clones I, II, III, IV e V) e das folhas de Dundee. (clones I, II e III).  

GF677 

Abril 

Dundee Abril 

UCB-1 Abril 
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Dundee 
Maio 

Número total de material vegetal em fase de multiplicação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

Figura B5: Repicagem no mês de maio, dos explantes de GF677 (clones I, II, III e IV), UCB-1 (clones I, II, III, IV e V)  e Dundee (clones I, II e III) 

 

UCB-1 
Maio 

GF677 
Maio 
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Estabelecimentos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B6: Estabelecimentos realizados no mês de maio, dos porta-enxertos de UCB-1 (clones I, II, III, IV e V) e de Dundee. (clones I, II e III). Estabelecimento das folhas de Dundee. (clones I, II 
e III). 

 

 

Maio 
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Folhas in vitro de Dundee usadas para estabelecimento 

 

Estabelecimentos 

Número total de material vegetal em fase de multiplicação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B7: Estabelecimentos realizados em junho, dos porta-enxertos de GF677 (clones I, II, III e IV), de UCB-1 (clones I, III, IV e V) e de Dundee. (clones I, II e III). As folhas pertencentes aos 
explantes in vitro de Dundee, que se encontravam em Meio 2, foram inoculadas para o Meio 5. 
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Figura B8: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de GF677, na fase de multiplicação in 

vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B9: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de UCB-1, na fase de multiplicação in 

vitro. 
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Figura B10: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de Dundee, na fase de multiplicação in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 Percentagem de contaminação 

Tabela B1: % de contaminação ocorridos nos estabelecimentos das culturas de GF II, GF IV, UCB-1 I e Dundee I, 
durante o mês de outubro de 2018. 

 
Nº Explantes 

inoculados GF II 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF II 

Meio 1 35 14 4 2 15 
Meio 2 35 21 1 2 11 

Contaminação (%) Meio 1 40,0 11,4 5,7  
Contaminação (%) Meio 2 60,0 2,9 5,7  

 

 
Nº Explantes 

inoculados GF IV 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF IV 

Meio 1 26 13 4 1 8 
Meio 2 26 11 4 1 10 

Contaminação (%) Meio 1 50,0 15,4 4  
Contaminação (%) Meio 2 42,0 15,4 4  
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Nº Explantes 

inoculados UCB-1 
I 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 I 

Meio 1 22 7 1 0 14 
Meio 2 21 3 1 0 17 

Contaminação (%) Meio 1 31,8 4,5 0  
Contaminação (%) Meio 2 14,3 4,8 0  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
Dundee I 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais Dundee 

I 

Meio 1 8 3 2 0 3 

Contaminação (%) Meio 1 37,5 25 0  

  

Tabela B2: % de contaminação ocorridos nos estabelecimentos das culturas de GF I, GF II, GF III, UCB-1 I, UCB-1 II, 

UBC-1 III, UCB-1 IV, UCB-1 V, Dundee I, Dundee II e Dundee III, nos meses de maço, abril e maio, respetivamente 

do ano de 2019. 

 
Nº Explantes 

inoculados GF I 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF I 

Meio 3 82 22 23 31 6 
Contaminação (%) Meio 1 26,8 28,0 37,8  

 

 
Nº Explantes 

inoculados GF II 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF II 

Meio 3 83 37 12 14 20 
Meio 5 26 3 2 9 12 

Contaminação (%) Meio 3 44,6 14,5 0  
Contaminação (%) Meio 5 11,5 7,7 0  

 

 
Nº Explantes 

inoculados GF III 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF III 

Meio 3 62 5 38 13 6 
Contaminação (%) Meio 3 8,1 61,3 21,0  

 

 
Nº Explantes 

inoculados GF IV 
Fungos Bactérias 

Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais GF III 

Meio 2 39 7 2 1 29 
Meio 3 16 3 2 3 8 

Contaminação (%) Meio 2 17,9  5,1 0,03  

Contaminação (%) Meio 3 18,8 12,5 0,19  
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Nº Explantes 

inoculados UCB-
1 I 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 

II 
Meio 3 21 14 0 0 7 

Contaminação (%) Meio 3 66,7  0 0  

 

 
Nº Explantes 

inoculados UCB-
1 II 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 

II 
Meio 3 24 9 11 4 2 

Contaminação (%) Meio 3 37,5 45,8 16,7  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
UCB-1 III 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 

III 
Meio 3 44 31 4 9 4 

Contaminação (%) Meio 3 70,5 9,0 20,5  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
UCB-1 IV 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 

III 
Meio 3 21 16 3 2 0 

Contaminação (%) Meio 3 76,2 14,3 9,5  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
UCB-1 V 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais UCB-1 

III 
Meio 3 35 19 7 6 3 

Contaminação (%) Meio 3 53,3 20 17,1  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
Dundee I 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais Dundee 

I 

Meio 2 31 5 0 1 25 
Meio 3 21 12 2 7 0 

Contaminação (%) Meio 2 16,1 0 3,2  
Contaminação (%) Meio 3 57,1 9,5 33.3  
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Nº Explantes 
inoculados 
Dundee II 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais Dundee 

I 
Meio 2 20 6 0 0 14 
Meio 3 39 17 6 13 3 

Contaminação (%) Meio 2 30 0 0  
Contaminação (%) Meio 3 43,6 15,4 33.3  

 

 
Nº Explantes 
inoculados 
Dundee III 

Fungos Bactérias 
Fungos e 
Bactérias 

Nº culturas 
finais Dundee 

III 
Meio 2 56 20 0 0 36 

Contaminação (%) Meio 2 35,7 0 0  

 

 

 Taxa de multiplicação 

Tabela B3: Taxa de multiplicação (TM) obtida em explantes com cerca de 2 meses, após serem inoculados do meio 
1 e meio 2, para meio 1 e meio 2. As culturas finais de GFII, GF IV e de UCB-1 clones I foram todas inoculadas para 
o meio 2. 

GF677 
Culturas 

Iniciais M1 
Culturas 

Iniciais M2 
Culturas 

Finais M1 
Culturas 

Finais M2 
TM M1 TM M2 

 GF II 15 11 7 M2 8 M2 0,47 0,73 

GF IV 8 10 4 M2 8 M2 0,5 0,8 

UCB-1  14 17 9 M2 15 M2 0,64 0,88 

 

 

 

 

 

 

 

Meio 1 

Dundee Culturas Iniciais Culturas Finais  TM 

I 3 2 M1 0,67 
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Tabela B4: Taxa de multiplicação (TM) obtida em com cerca de 3 meses, após serem inoculados do meio 1 e meio 
2, ambos para meio 2.  

Meio 2 

GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais TM 

II 15 1 0,07 

IV 12 3 0,25 

UCB-1 clone I 24 7 0,29 

Dundee clone I 2 0 --- 

 

Tabela B5.1: Taxa de multiplicação (TM) obtida através das culturas de Rodrigues (2018), contagem da primeira 
repicagem, do número de culturas iniciais, seguido da sua repicagem.  

Explantes 
Culturas 

Iniciais M2 

Culturas 

Iniciais M3 

Culturas 

Finais M2 

Culturas 

Finais M3 
TM M2 TM M3 

GF I 3 --- --- 5  1,67 --- 

GF II 13 --- --- 13 --- 1 

GF IV 51 37 54 M3 41 1,06 1,11 

UCB-1  I 5 2 6 M3 3 1,2 1,5 

 

Tabela B5.2: Taxa de multiplicação (TM) obtida da segunda repicagem realizada das culturas de Rodrigues (2018), 
na presente investigação, das culturas de GF677 e de UCB-1.  

Meio 3 

GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais TM 

I 5 16 3,2 

II 7 2 1 

IV 72 75 1,04 

UCB-1  I 9 Não se repicou --- 
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Tabela B5.3: Taxa de multiplicação (TM) obtida dos resultados alcançados das culturas de Rodrigues (2018), da 
repicagem de GF I, GF IV e UCB-1 clone I. 

 

Relativamente à tabela B 5.3, os clones GF II sofreram contaminações ao longo das semanas, 

sendo que na altura da repicagem de fevereiro, não sobreviveram explantes. Os clones de UCB-1 

não foram repicados em dezembro. 

 

Tabela B6: Contagem total do número de explantes provenientes da contagem-resumo da figura A1 e figura A3 
(deste anexo), inoculados em M3 e M4.  

 

 

Tabela B7: Taxa de multiplicação (TM) dos meses de fevereiro a março da figura A3 (deste anexo).                                                                                                                   

 

Meio 3  

GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais TM 

I 16 26 1,63 

II 0 0  --- 

IV 40 68 1,7 

UCB-1  I 9 9 1 

Explantes M3 M4 

GF I 16 10 

GF II 1 --- 

GF IV 35 36 

UCB-1 I 16 --- 

Explantes 
Culturas 

Iniciais M3 
Culturas 

Iniciais M4 
Culturas 

Finais M3 
Culturas 

Finais M4 
TM M3 TM M4  

GF I 16 0 19 --- 1,19 --- 

GF II 0 --- --- --- --- --- 

 GF IV 8 17 12 25 1,5 1,47 

UCB-1 I 3 --- 3 --- 1 --- 
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Tabela B8: Resultados alcançados da junção de todas as culturas que se encontravam em fase de multiplicação em M2, M3, M4 e M5. Observação dos valores da taxa de multiplicação (TM), 
compreendidos entre os meses de março a maio das figuras A3, A4, A5 e A6 (deste anexo) 

Explantes 
Culturas 
Iniciais 

M2 

Culturas 
Iniciais 

M3 

Culturas 
Iniciais 

M4 

Culturas 
Iniciais 

M5 

Culturas 
Finais M2 

Culturas 
Finais M3 

Culturas 
Finais M4 

Culturas 
Finais M5 

TM M2 TM M3 TM M4 TM M5 

GF I --- 6 --- --- --- 6 --- --- --- 1 --- --- 

GF II --- 19 --- 11 --- 19 --- 11 --- 1 --- 1 

GF III --- 6 --- --- --- 6 --- --- --- 1 --- --- 

GF IV 29 8 16 --- 30 8 21 --- 1,03 1 1,31 --- 

UCB-1 I --- 3 --- --- --- 3 --- --- --- 1 --- --- 

UCB-1 II --- 2 --- --- --- 2 --- --- --- 1 --- --- 

UCB-1 III --- 4 --- --- --- 4 --- --- --- 1 --- --- 

UCB-1 V --- 3 --- --- --- 3 --- --- --- 1 --- --- 

Dundee I --- 0 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

Dundee II --- 3 --- --- --- 3 --- --- --- 1 --- --- 

Dundee III 13 --- --- --- 15 --- --- --- 1,15 --- --- --- 
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Tabela B9: Resultados obtidos da repicagem do mês de junho de GF677, UCB-1 e Dundee. Observação dos valores da taxa de rebentação (TR), compreendidos entre os meses de maio a 
junho da figura A7 (deste anexo). 

 

Explantes 
Culturas 

Iniciais M2 
Culturas 

Iniciais M3 
Culturas 

Iniciais M4 
Culturas 

Iniciais M5 
Culturas 

Finais M2 
Culturas 

Finais M3 
Culturas 

Finais M4 
Culturas 

Finais M5 
TR M2 TR M3 TR M4 TR M5 

GF I --- 6 --- --- --- 6 --- --- --- 1 --- --- 

GF II --- 8 --- 11 --- 8 --- 13 --- 1 --- 1,18 

GF III --- 3 --- --- --- 3 --- --- --- 1 --- --- 

GF IV 10 4 14 --- 10 4 25 --- 1 1 1,79 --- 

UCB-1 I 3 39  --- 3 39 --- --- 1 1 --- --- 

UCB-1 II --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

UCB-1 III --- 10 --- --- 5 5 --- --- --- 1 --- --- 

UCB-1 IV --- 5 --- --- 5 --- --- --- --- 1 --- --- 

UCB-1 V --- 9 --- --- 4 5 --- --- --- 1 --- --- 

Dundee I 25 --- --- --- 26 --- --- --- 1,04 --- --- --- 

Dundee II 14 3 --- --- 14 3 --- --- 1 1 --- --- 

Dundee III 23 --- --- --- 23 --- --- --- 1 --- --- --- 
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Figura B11: Imagens de explantes foliares de Dundee, desde a inoculação dos pedaços das folhas até à formação 

de calli. 
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B12: Imagens de explantes foliares de Dundee que desdiferenciaram e posteriormente diferenciaram-se, na lupa 

binocular. 
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Anexo III 

Neste anexo são disponibilizadas fichas técnicas retiradas do PhytoTechnology Laboratories: 
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