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RESUMO

Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch, conhecida popularmente como nogueira-
pecd, € uma espécie frutifera e florestal decidua, pertencente a familia Juglandaceae. A
producdo comercial de mudas da espécie é realizada por meio da enxertia, porém,
frequentemente utilizam-se sementes como via para producdo dos porta-enxertos e,
consequentemente, gera variabilidade entre plantas. Desta forma, um dos principais
entraves da producdo de mudas em viveiros esta atrelado a dificuldade de uniformizacéo e
reducdo de variabilidade dos porta-enxertos. Portanto, objetivou-se neste estudo testar a
micropropagacdo e a miniestaquia de nogueira-pecd, desenvolvendo protocolos para
clonagem, visando a obtencdo de plantas uniformes de porta-enxertos da espécie. Na
micropropagacdo foi verificada a influéncia de agentes desinfestastes na assepsia do
material propagativo em conjunto com o estiolamento do material, assim como adequagéo
de composicdo de meio de cultura, concentracdo de citocinina na proliferacdo, e auxina no
enraizamento in vitro, além do resgate de material de plantas adultas via brotagdes
oriundas de segmentos de ramo sem e com suplementacao de frio de 360 h a 4+ 2 °C. Em
relacdo a miniestaquia, foi testado o efeito de doses de adubacdo nitrogenada em
minicepas, além da selecdo precoce de gendtipos, com origem seminal de quatro cultivares
da espécie. Na micropropagacdo, 0 uso de estiolamento de matrizes de nogueira-peca
acarretou, em conjunto com agentes de assepsia, a reducdo de fungos e, em menor
proporcéo, a contaminagdo bacteriana, sendo controlado com o uso de Plant Preservative
Mixture. Em relacdo ao meio de cultura, a concentracdo de sais ocasionou diferencas em
relacdo as varidveis avaliadas, no qual o meio de cultura DKW proporcionou resultados
superiores, além de melhor desenvolvimento dos explantes. O uso de reguladores de
crescimento também demonstrou ser essencial no cultivo in vitro. No resgate de material
de plantas adultas, segmentos de ramo com menor didmetro possuem baixa necessidade de
suplementacéo de frio, ao contréario de segmentos com maior didametro, entretanto estes sdo
mais indicados para o uso do cultivo in vitro da espécie devido a caracteristica juvenil das
brotaces mais proximas a base. Também foi verificada a influéncia das diferentes épocas
de coleta do material propagativo, assim como efeito positivo da adubacdo nitrogenada de
minicepas. Genotipos de nogueira-peca diferiram em relacdo a producao e enraizamento de
miniestacas, assim como em relagdo a época de coleta. Por meio das épocas de coleta foi
possivel selecionar gendtipos com resultados superiores, em relagdo a média geral, para as
variaveis analisadas em quatro épocas de coleta, possibilitando o incremento posterior na
taxa de multiplicacdo da espécie. Os resultados demonstraram a possibilidade de clonagem
de C. illinoinensis, via micropropagagdo e miniestaquia, sendo uma alternativa de
propagacao de porta-enxertos da espécie.

Palavras-chave: Carya illinoinensis; estiolamento; propagacéo; variabilidade.
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ABSTRACT

Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch, popularly known as pecan, is a deciduous
fruit and forest species belonging to the Juglandaceae family. The commercial production
of seedlings of the species is carried out through grafting, however seeds are used for the
production of rootstocks and consequently generating variability between plants. Thus, one
of the main barriers to production in nurseries is linked to the difficulty of standardizing
and reducing the variability of rootstocks. Therefore, the objective of this study was to test
the micropropagation and mini-cutting of pecan, developing protocols for cloning, aiming
at obtaining uniform plants from rootstocks of the species. In micropropagation, the
influence of disinfesting agents on the asepsis of the propagating material was verified in
conjunction with the etiolation of the material, as well as the adequacy of the composition
of the best culture medium, concentration of cytokinin in the proliferation, and auxin in the
in vitro rooting, in addition to the rescue of material from adult plants through shoots from
branch segments without and with cold supplementation of 360 h at 4+ 2 °C. Regarding
mini-cuttings, the effect of nitrogen fertilization doses on mini-stumps was tested, in
addition to the early selection of genotypes, with seminal origin from four cultivars of the
species. In micropropagation, the use of etiolation of pecan matrices, in conjunction with
asepsis agents, result in the reduction of fungi and, to a lesser extent, bacterial
contamination, however this contamination being controlled with the use of Plant
Preservative Mixture. Regarding the culture medium, the concentration of salts caused
differences in relation to the evaluated variables, in which the DKW culture medium
presented superior results, in addition to better development of the explants. The use of
growth regulators has also been shown to be essential in vitro. In the rescue of material
from adult plants, stem segments with smaller diameters have less need for cold
supplementation, howeve segments with larger diameters are more suitable for the use of
in vitro cultivation of the species due to the juvenile characteristic of the shoots closer to
the base. The influence of the different propagation material collection times was also
verified, as well as the positive effect of nitrogen fertilization of mini-stumps. Pecan tree
genotypes differed in relation to the production and rooting of mini-cuttings, as well as in
relation to the time of collection. Pecan genotypes differed in terms of production and
rooting of mini-cuttings, as well as in terms of collection time. Through the collection
times, it was possible to select genotypes with superior results, in relation to the general
average, for the variables analyzed in four collection times, allowing the subsequent
increase in the species multiplication rate. The results demonstrated the possibility of
cloning C. illinoinensis, via micropropagation and mini-cutting, being an alternative for
propagating rootstocks of the species.

Keywords: Carya illinoinensis; etiolation; propagation; variability.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta étimas condigdes edafoclimaticas para o cultivo de uma grande
diversidade de espécies frutiferas de norte a sul do pais, possuindo uma das maiores
producdes de frutas do mundo, no qual ocupa a terceira posicdo como maior produtor
(Abrafrutas, 2022). Destaca-se também na pesquisa com espécies frutiferas e florestais,
entretanto, estas se restringem a culturas com mercado estabelecido e com maior area de
cultivo. Deste modo, outras espécies exoticas e nativas ainda possuem lacunas de
conhecimento relacionadas a producdo de mudas e ao sistema de cultivo, os quais
poderiam favorecer ainda mais o cenario do agronegdcio e diversificar a producao.

A espécie Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch é nativa da Ameérica do Norte,
sendo o cultivo difundido para outros paises como o Brasil. A principal finalidade de seu
cultivo consiste na producdo de nozes para consumo in natura e processado, mas existem
também amplas possibilidades da utilizagdo de sua madeira, devido a sua alta qualidade
para producdo de moveis, além da producéo de trufas oriundas da simbiose de fungos com
as raizes da espécie (Ferrara et al., 2023). Nos Estados Unidos, devido ao grande valor
econdmico das nozes, sdo realizados estudos com a espécie visando o desenvolvimento de
cultivares resistentes as principais doencgas e melhoramento para aumento de rendimento
por fruto (Vendrame & Wetzstein, 2005; Grauke et al, 2015; Lovell et al., 2021). Assim
como nos Estados Unidos, a China vem desenvolvendo programas de melhoramento com a
espeécie, principalmente relacionados ao aumento da producéo e rendimento de nozes por
planta (Zhang et al., 2015). No entanto, no Brasil, os estudos com a espécie ainda sdo

recentes e necessitam de maiores recursos para contemplar todas as condigdes de seu
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cultivo em nosso territério, embora a mesma néo tenha sido introduzida t&o recentemente.
Essa introducdo ocorreu por volta de 1870, porém o aumento significativo da area de
cultivo aconteceu a partir de criagdo de viveiros, com a importacdo de propagulos de
cultivares oriundas dos Estados Unidos e incentivos fiscais para o reflorestamento a partir
de meados da década de 1960 (Ortiz & Camargo, 2005).

A propagacdo de mudas de nogueira-pecd pode ser realizada de forma sexuada,
com 0 uso de sementes, ou assexuada, com o uso da técnica da enxertia, utilizando porta-
enxertos oriundos de sementes (Zhuangzhuang et al., 2023). A enxertia consiste na
formacdo de uma Unica planta a partir da unido dos tecidos de duas plantas, na qual ha a
unido do enxerto (cultivar copa) e do porta-enxerto, com necessidade de contato direto com
0 cambio para que ocorra a formacao de calo e cicatrizagdo dos tecidos (Mo et al., 2017;
Su et al., 2021). Atualmente, no Brasil, os viveiros ainda ndo utilizam outros métodos de
propagacdo vegetativa, como a micropropagagdo ou miniestaquia, nem mesmo do porta-
enxerto, também ndo havendo selecdo de materiais superiores para estas finalidades.

A miniestaquia consiste em uma técnica de propagacao vegetativa pela qual sdo
utilizadas miniestacas oriundas de plantas matrizes com origem seminal, estaquia ou da
propria miniestaquia (Joaquini et al., 2021). Assim como a miniestaquia, a
micropropagacao também é uma forma de propagacéo clonal, consistindo no uso pequenos
fragmentos de material vegetativo, que por meio do principio da totipotencialidade,
possibilitam a regeneracdo completa de uma planta (Hartmann et al., 2014; Runter, 2015).
Entre as vantagens das técnicas estdo a possibilidade de selecdo de materiais superiores e
posteriormente a sua propagacao de forma clonal em grande escala.

A selecdo de porta-enxertos compreende em uma etapa primordial para produgéo
de mudas, ja que este ird influenciar em diversas caracteristicas da planta, como absorgéo
de nutrientes, tolerdncia a deficiéncia hidrica, salinidade, caracteristicas de frutos,

distribuicdo de raizes, vigor das plantas e tolerancia a pragas e doencgas. A selecdo e
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clonagem de porta-enxertos sdo fundamentais para obtencdo de resultados superiores,
especialmente com o uso daqueles mais adaptados ao ambiente (Hartmann et al., 2014).
Mesmo considerando essa premissa basica de selecdo e propagacéo que ndo é atendida, a
comercializacdo das mudas ocorre com um valor muito alto, chegando a R$ 57,00 por
muda enxertada (Hilgert, 2019), o que pode ser excessivamente oneroso para alguns
produtores, dificultando o incremento de area plantada.

E possivel afirmar que ha alternativas para aumentar a produtividade de pomares
por meio de pesquisas sobre técnicas propagacdo, assim como a realizacdo de selecdo de
porta-enxertos de C. illinoinensis no Brasil. Resultados positivos com a clonagem e sele¢do
de porta-enxertos da espécie proporcionariam maior uniformidade dos pomares, uma vez
que o principal método de producdo de mudas atualmente consiste na enxertia de cultivares
comerciais, sem a utilizacdo de porta-enxertos especificos e clonados. Neste contexto, o
objetivo do trabalho foi verificar a possibilidade desenvolvimento de protocolo de
micropropagacao da espécie e também propagacdo vegetativa por miniestaquia, visando
proporcionar melhorias no sistema de producdo de mudas e producdo de pomares,
beneficiando diversos setores da pecanicultura brasileira. Assim, os estudos realizados com
a espécie objetivaram:

e Verificar a possibilidade de propagacdo vegetativa da espécie por meio da
micropropagacao e miniestaquia de materiais de origem seminal;

e Avaliar a influéncia do estiolamento e métodos de desinfestacdo de
explantes de nogueira-peca para o estabelecimento in vitro;

e Adequar meio de cultura e concentragdo de sais no estabelecimento e
desenvolvimento de explantes de nogueira-pecé;

e Definir a concentracdo da citocinina benzilaminopurina para a fase de

emissdo de brotagcdes em explantes de nogueira-pecd;
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Definir a concentracdo da auxina acido indolbutirico na fase de
enraizamento in vitro;

Verificar a emissdo de brotacdes, assim como estabelecimento in vitro de
explantes oriundos de ramos com diferentes idades ontogenéticas de plantas
adultas de nogueira-peca;

Verificar o efeito de doses de nitrogénio, na adubacdo de minicepas, assim
como épocas de coletas na produtividade e no processo de rizogénese de
miniestacas da espécie;

Avaliar a influéncia da época de coleta de miniestacas, de minicepas de
origem seminal de quatro cultivares de nogueira-pecd, na produtividade e
enraizamento, assim como a sele¢do de gendtipos superiores em relacdo as

variaveis avaliadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Aespécie Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch

Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch é conhecida popularmente no Brasil como
nogueira-pecd, sendo uma espécie caducifolia pertencente a familia Juglandaceae (Fronza
et al., 2016; Fabrizio et al., 2018). Sua distribuicdo natural ocorre em paises da América do
Norte, como Estados Unidos e México, sendo nativa do vale do Rio Mississippi, nos
Estados Unidos, onde encontra as melhores condi¢Ges de desenvolvimento as margens de
rios e se estende para o leste e oeste do Kansas e Texas, também sendo encontrada na
regido do centro e nordeste do Mexico (Willians, 2013).

O cultivo de nogueira-pecd é realizado, predominantemente, para a obtencdo da
noz, que possui alto valor agregado relacionado a suas propriedades nutracéuticas e baixa
perecibilidade. De acordo com Vendrame & Wetzstein (2005), além do consumo in
natura, hd o uso da noz para extracao de 6leo com a finalidade de producdo de remédios e
alimentacdo, além disso, sua madeira possui uma 6tima qualidade para a producdo de
maveis, caracterizando-se também como uma importante opcao para exploracao florestal.

Os paises com maior producdo de noz-pecd sdo Estados Unidos e México, no qual
juntos corresponderam a 90% da produgdo mundial de 129.510 toneladas da safra de
2021/2022 (International Nut and Dried Fruit Council Foundation, 2022). No entanto, o
cultivo esté se difundindo significativamente para outros paises, como Canada, Austrélia,
Africa do Sul e Brasil (Wells, 2017), dentre os quais, este tltimo ja ocupa o quarto lugar na
producdo mundial de noz-peca (International Nut and Dried Fruit Council Foundation,

2022). O consumo de noz-pecd vem crescendo mundialmente, principalmente devido a
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procura por alimentos saudaveis, assim como estudos que demostram suas propriedades na
mitigacdo dos riscos de acidente vascular cerebral, doencgas cardiovasculares e mortalidade
por diabetes (Aune et al., 2016).

No Brasil, a pecanicultura teve grande expansao principalmente na regido sul do
pais, onde se encontra a maior parte das areas de cultivo, com a finalidade de producéo de
nozes para consumo in natura ou processado (Tomazelli, 2013; Fronza et al., 2018). A
introducgdo da cultura da nogueira-peca no pais foi primeiramente realizada por imigrantes
norte-americanos no municipio de Santa Barbara D’ Oeste, localizado no estado de Séo
Paulo (SP), em 1870, onde os imigrantes trouxeram em sua bagagem nozes que deram
origem as primeiras plantas (Duarte & Ortiz, 2001). No entanto, o cultivo comercial teve
inicio em 1929 no municipio de Limeira (SP), pelo viveiro Dierberger, por meio da
importacdo de cultivares norte americanas e posterior propagacao via enxertia (Fronza et
al., 2015). No estado do Rio Grande do Sul (RS), o inicio da producdo de mudas ocorreu
no municipio de Anta Gorda em 1943 (Fronza et al., 2015).

Durante as décadas de 1960 e 1970 ocorreu uma rapida expansdo da instalacdao de
novos pomares no RS, principalmente devido a lei 5.106/66 (Brasil, 1966), que forneceu
incentivos fiscais e possibilitou a utilizacdo de espécies exoticas no reflorestamento.
Entretanto, conforme Ortiz & Camargo (2005), o cultivo da espécie teve decréscimo logo
apos sua introducdo por falta de informacbes sobre a cultura e problemas de doencas
ocasionadas por patégenos, especialmente por fungos. Atualmente o Rio Grande do Sul
possui a maior area de cultivo da espécie, correspondendo a 70% da &rea cultivada

nacionalmente que é de 9.500 hectares (Rio Grande do Sul, 2020).

2.2  Caracteristicas botanicas
A nogueira-pecé possui folhas compostas, formadas por 9 a 15 foliolos dispostos de
forma imparipinada (Andersen & Shahid, 2012). O tronco possui a coloragéo acinzentada e

lisa em plantas jovens, apresentando, posteriormente, o descascamento em lascas na idade
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adulta. O sistema radicular da espécie é formado por uma raiz pivotante, composta por
raizes laterais e com inimeras radicelas responsaveis pela absor¢do de agua e nutrientes
(Janick & Paull, 2008). A raiz pivontante da espécie pode alcancar até 10 m de
profundidade e as raizes laterias até 2 m de profundidade, contudo em sua maioria estas se
concentram entre os 30 a 60 cm (Fronza et al., 2015).

A espécie possui inflorescéncias monoico-diclinas, com flores do tipo estaminadas,
formadas no ciclo vegetativo do ano anterior, e pistiladas, formadas em ramos novos,
dispostas separadamente na mesma planta (Janick & Paull, 2008). O florescimento ocorre a
partir do inicio da primavera, apdés o periodo de dorméncia e com o0 aumento da
temperatura. Segundo Fronza et al. (2018), as flores pistiladas sdo encontradas em
brotacdes do ano, ja as flores estaminadas encontram-se em longos pedinculos com grande
quantidade de pdlen, denominados de amentos, sendo o pélen transportado principalmente
pelo vento. Além disso, hd a ocorréncia de dicogamia, com periodos diferentes entre a
receptividade do estigma da parte pistilada e a liberagdo do pdlen dos estames na
realizacdo da polinizacdo. Devido a existéncia de dicogamia, a nogueira-peca pode ser
classificada em protandrica, com a formacdo e a liberagcdo do pélen antes do estigma estar
receptivo, ou protoginica, quando o estigma apresenta receptividade antes da formacéo e
liberagdo do pdlen (De Marco et al., 2021). Para aumentar a produtividade, € necessario o
planejamento antecipado de pomares com o uso de plantas protandricas e protoginicas para
realizacdo da polinizacdo cruzada, além de melhorar a qualidade e rendimento dos frutos
(Janick & Paull, 2008).

O fruto da nogueira-pecé é considerado uma drupa seca, envolto por uma capsula
formada por seis secc¢des de coloracdo verde, oriunda do epicarpo e mesocarpo, no qual,
quando ocorre a maturacao fisioldgica, ha a liberacdo de endocarpo com a semente (Lim,
2012). Segundo Janick & Paull, 2008, o eixo embrionario estd localizado na extremidade

da juncdo dos cotilédones, sendo esta a parte comestivel. As nozes se formam agrupadas
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em glomérulos localizados na extremidade dos ramos do ano de producdo (Martins et al.,
2021), no qual cada glomérulo pode conter até seis nozes, sendo o inicio da colheita

realizada no Brasil no més de abril, estendendo-se até o final de maio.

2.3  Propagacdo da espécie Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch

A producdo comercial de mudas é realizada com o uso de sementes ou por meio da
propagacdo vegetativa pela técnica da enxertia. Atualmente, o cultivo da espécie C.
illinoinensis  ocorre, principalmente, com a utilizagdo de mudas propagadas
vegetativamente por meio da técnica da enxertia e, assim, conservando as caracteristicas da
planta matriz na porcéo produtiva da arvore (Zhenghai et al., 2018). Entretanto, o método
de enxertia apenas mantém as caracteristicas da planta matriz na parte aérea que havera a
producdo de nozes, devido ao fato do porta-enxerto ser obtido de sementes oriundas de
polinizacdo cruzada, gerando variabilidade genética entre plantas (Warren, 2015). Mudas
oriundas diretamente de sementes também sdo utilizadas na formacgdo de pomares, porém,
ocasionam problemas de falta de uniformidade e aumento do periodo de inicio de producdo
devido a juvenilidade das plantas. Além do método de propagacédo, as mudas diferenciam-
se em relacdo ao sistema de producéo em duas categorias, mudas de raiz descoberta ou em

recipientes (Fronza et al., 2015).

2.3.1 Propagacéao sexuada

O uso de sementes na propagacdo de plantas, também conhecida como propagacao
sexuada, esta relacionado ao processo de meiose, no qual o maior beneficio consiste na
variabilidade genética por meio da unido de gametas na fecundacéo, originando uma planta
geneticamente diferente (Bai, 2015; Rinehart et al, 2015). A propagacdo sexuada é um
processo que ocorre desde vegetais primarios até espécies mais evoluidas, diferenciando-se
principalmente pelas estruturas do sistema reprodutivo modificado e atingindo a maxima

diferenciacéo nas angiospermas (Marcos-Filho, 2015).
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A reproducdo sexual, além de ampliar a variabilidade genética, garantir a
perpetuacdo da espécie e a continuidade das geragdes futuras, possui a funcéo, por meio da
variabilidade gerada, de segregar alelos que poderdo contribuir na adaptacdo quando
houver alguma alteragdo do ambiente (Brzyski & Culley, 2014). No entanto, plantas
obtidas de sementes ndo sdo adequadas para a implantacdo de pomares comerciais, devido
a desuniformidade de plantas, contudo, apresentam potencial para serem utilizadas como
porta-enxertos em diversas espécies frutiferas (Franzon et al., 2010).

O uso de sementes de nogueira-pecd ocorre, principalmente, para producgdo de
porta-enxertos da espécie (Vahdati et al., 2020). No entanto, segundo Zhang et al. (2015),
ha dificuldades na producdo de porta-enxertos, devido a problemas na germinacdo e
elevada demanda de tempo até o desenvolvimento propicio dos porta-enxertos para que
ocorra enxertia.

A germinacdo de sementes compreende um evento complexo, no qual inimeros
fatores estdo envolvidos até a formacdo de uma plantula. De acordo com Bewley et al.
(2013), as sementes desidratadas e posteriormente submetidas ao processo de embebicao
apresentam respostas tipicas de um padrdo trifasico na absorcdo da agua e hidratagdo, no
qual ocorrem diferentes processos fisicos e metab6licos devido ao movimento da agua em
cada fase. Além disso, sementes de algumas espécies vegetais ndo germinam ou
apresentam desuniformidade na germinacéo, mesmo quando submetidas a condicdes ideais
para que ocorra 0 processo. De acordo com Baskin & Baskin (2004), a dorméncia das
sementes consiste em uma estratégia que traz beneficios as espécies por acarretar uma
distribuicdo da germinacdo ao longo do tempo, garantindo a perpetuacdo da espécie,
visualizado como um periodo de tempo em que inUMeros processos ocorrem na semente,
tais como fisioldgicos/bioquimicos, alteracbes morfoldgicas/anatémicas, desenvolvimento
do embrido e ativacdo e desativacdo de genes. No entanto, em relacdo a producdo de

mudas, a dorméncia pode ser um problema devido a desuniformidade da germinagéo e
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formacéo de plantas, 0 que ocorre na nogueira-pecd, caracterizando-se como um entrave na
germinacdo de sementes da espécie (Mceachern, 2010; Shu-Fang et al., 2011; Fronza et
al., 2015). De acordo com Poletto et al. (2015), a dorméncia de sementes de nogueira-peca
é embrionaria, e pode ser superada pelo processo de estratificagdo a 4°C durante 90 dias.
Todavia, Sparks et al. (1995), sugere que a dorméncia em sementes de C. illinoinensis €
adquirida com o passar da maturacdo e consequentemente desidratacdo, devido a espécie
apresentar viviparidade e ndo entrando em dorméncia antes da deiscéncia, 0 que se
contrapde ao definido como dorméncia embrionéria.

Outro fator que também esté relacionado com a desuniformidade da germinacéo de
sementes € o rigido endocarpo, o qual ndo ocasiona restricdes para absor¢cdo de agua, mas
dificulta o processo de germinacdo e posteriormente o alongamento da raiz (Liu et al.,
2022). Porém, conforme Hilgert et al. (2021), a realizacdo de escarificagdo em sementes
de nogueira-pecd melhora a absorcdo de agua e antecipa a emissdo da radicula, fazendo
com que a embebicdo, que consiste no primeiro passo da germinacgéo, seja homogénea.

Além de tratamentos para a superacdo de dorméncia, a temperatura possui grande
influéncia na germinagdo e no desenvolvimento inicial de plantulas. De acordo com
Hilgert et al. (2021), a temperatura mais indicada para germinacdo de sementes de
nogueira-peca é de 25°C, sendo que temperatura igual ou superior a 30°C ha formacdo de
plantulas anormais e temperatura igual ou inferior a 20°C néo ha germinacao.

Deste modo, além da variabilidade genética natural, oriunda da segregagdo, ha
dificuldades na obtencéo de lotes de mudas homogéneas também pela desuniformidade da

germinacao dificultando a propagacdo comercial da espécie.

2.3.2 Propagacdo assexuada
A propagacao assexuada consiste no processo no qual ndo ha recombinagéo génica,

havendo formacdo de individuos a partir de estruturas vegetativas, por conseguinte, a
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formacdo de plantas geneticamente idénticas a planta fornecedora de propagulo, sendo um
processo importante na producdo de espécies frutiferas e florestais (Hartmann et al, 2014;
Runter, 2015). Dentre as vantagens do processo de propagacdo assexuada em nogueira-
pecd estd a diminui¢do do periodo de juvenilidade para a producdo de nozes, no qual ha o
inicio da produgdo a partir dos cinco anos, diferentemente de plantas oriundas de sementes,
que iniciam a producdo a partir de 10 anos (Zhenghai et al., 2018).

Atualmente a forma mais utilizada para propagacdo assexuada de nogueira-peca
consiste na enxertia, na qual sdo utilizados porta-enxertos de sementes oriundos de
polinizacdo aberta (Zhuangzhuang et al., 2020). No entanto, ha possibilidade de
incompatibilidade entre porta-enxerto e enxerto, devido a produgdo de compostos fenélicos
e baixa circulagdo de seiva nos tecidos do xilema, podendo ocasionar, eventualmente,
reducdo na taxa sucesso no processo de enxertia (Su et al., 2021).

A estaquia consiste em outra técnica possivel para propagacdo assexuada de
nogueira-pecd, com a vantagem da obtencdo de maior uniformidade das plantas geradas
devido a auséncia de variacdo genética, mas ainda ndo foram totalmente esclarecidos os
entraves para o0 sucesso de sua utilizagdo (Fabrizio et al., 2018). De acordo com Hilgert et
al. (2020), a espécie apresenta dificuldade para o enraizamento de estacas obtidas de
plantas adultas, com baixos percentuais de enraizamento, provavelmente relacionada a
idade ontogenética do material, além de haver grande influéncia da época de coleta do
material propagativo.

Devido a problemas relacionados a propagacdo vegetativa, como custo,
incompatibilidade de tecidos, baixa sobrevivéncia, outros métodos como a miniestaquia e
cultivo in vitro apresentam potencial de propagacao da espécie. A miniestaquia a partir de
matrizes de plantas de origem seminal, apresenta elevado percentual de enraizamento da
especie, sendo uma alternativa de propagacdo vegetativa da espécie (Hilgert et al., 2021),

além da possibilidade de selecdo de matrizes superiores. Outro método com potencial para
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propagacao clonal da espécie € o cultivo in vitro com a possibilidade de producdo de um
elevado nimero de clones em um curto espaco de tempo apds a definicdo do protocolo de

micropropagacéo da espécie (Fabrizio et al., 2018).

2.4  Estaquia de espécies lenhosas

A estaquia € uma técnica de propagacdo assexuada, que possibilita a producgdo de
plantas de forma massal, aliada a alta qualidade em um curto periodo de tempo, no entanto
0 sucesso estd atrelado a competéncia no processo de enraizamento de cada espécie
(Osburn et al., 2015; Stuepp et al., 2015). A técnica consiste na utilizacdo de partes
vegetativas da planta selecionada, que pode ser raiz, broto ou folha, que é submetida a um
ambiente adequado onde havera a regeneracdo, rizogénese, até a formacdo de uma nova
planta completa (Ruter, 2015). As principais vantagens em se utilizar essa técnica de
propagacdo vegetativa € a possibilidade de selecdo e fixacdo de genoOtipos superiores
selecionados, eliminado a variabilidade genética, acarretando em beneficios como
producdo clonal com maior uniformidade e produtividade (Xavier et al., 2013). A técnica é
operacionalizada em diferentes etapas, comegando com a coleta do material propagativo,
confeccdo das estacas, uso de substrato com baixa retencdo de agua e elevado espago de
aeracdo, alocacdo do material propagado em ambiente com elevada umidade do ar e
temperatura, com sistema de irrigacdo por aspersdo ou nebulizacdo, finalizando com a
aclimatacdo (Hartmann et al. 2014). Em espécies que apresentam dificuldade de
enraizamento de estacas, também é comumente realizado a aplicacdo de reguladores de
crescimento do grupo da auxina, como o acido indolbutirico (Taiz et al., 2017).

A utilizacdo da técnica é possivel devido, principalmente, a capacidade das células
diferenciadas da regido do corte desdiferenciarem-se, retornando a capacidade
meristematica necessaria para o desenvolvimento de uma nova planta (Goulart et al.,
2014). Assim, as raizes de origem adventicia se formariam a partir do grupo de celulas

proximas ao corte, que retornam as suas funcdes meristematicas, convertendo-se em
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primoérdios radiciais, devido a totipotencialidade (Hartmann et al., 2014). No entanto,
segundo o0 mesmo autor, os primordios radiciais podem ter inicio diretamente a partir de
células do tecido vascular, ou em algumas espécies a partir da formacdo de calo, que
consiste em uma massa de células desdiferenciadas ou com certo grau de diferenciacéo,
formadas a partir da divisdo de células deste tecido. Existem inumeros fatores ambientais,
condicGes do processo estaquia, caracteristicas vegetais que isoladamente ou em conjunto
interferem no sucesso do enraizamento. Dentre eles se destacam a época de coleta,
condicBes fisioldgicas da planta fornecedora de propagulos, condi¢des do ambiente da
estaquia, sanidade da planta matriz, caracteristica do propagulo e nutri¢do da planta matriz
(Xavier et al., 2013).

Em relacdo a época de coleta, 0 sucesso na propagacao pela técnica de estaquia esta
relacionado as variagBes na taxa de atividades meristematicas e da lignificacdo dos tecidos
do material propagativo (Fachinello et al., 2005; Wendling et al.,2014). Além da influéncia
em plantas matrizes, diferentes épocas de coleta interferem no processo de enraizamento,
relacionado a funcdo regulatéria do metabolismo dos propéagulos e enraizamento.

Em temperaturas baixas, que ocorrem em decorréncia da estacdo do ano, como
outono e inverno, proporcionam condi¢des desfavoraveis ao enraizamento adventicio, tais
como a reducdo no metabolismo dos tecidos da estaca, ocasionando uma maior demanda
de tempo para o enraizamento, ou acarretando a inibi¢do da inducéo, desenvolvimento e
crescimento radicial (Xavier et al., 2013). O efeito de baixas temperaturas varia em relagcdo
a espécie, em que espécies caducifdlias tendem a entrar em repouso vegetativo, chamado
de dorméncia, no qual ha reducdo drastica das atividades do metabolismo, quando
comparado as estacOes quentes. Efeito contrario ocorre em temperaturas excessivamente
altas, podendo ocorrer a brotacdo da parte aérea de estacas antes do enraizamento,
ocasionado o consumo da maior parte da reserva das estacas, devido a perda de agua pelas

folhas (Pereira, 2015).
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A miniestaquia consiste em uma variacdo da estaquia, no qual sdo utilizados 6rgaos
vegetativos menores, chamados de miniestacas, sendo oriundos de plantas matrizes com
origem seminal, vegetativa (estaca, por exemplo) ou da propria miniestaquia (Alfenas et
al., 2009; Joaquini et al., 2021). A técnica da miniestaquia € uma alternativa que pode
suprir a necessidade do resgate da juvenilidade do material vegetativo, considerada como
limitante na etapa de inducdo radicial, ocasionada pelo processo de maturagdo ontogenética
dos 6rgdos das plantas fornecedoras de propagulos (Hartmann et al., 2014). A miniestaquia
possui vantagens em comparacdo a estaquia, na qual se destacam o uso de minijardins
clonais, com necessidade de menor area em comparacdo aquelas necessérias para manter
as plantas matrizes a campo, diminui¢cdo de custos para coleta e transporte de brotos,
controle de fatores bidticos e abidticos, aléem de aumento da produtividade de material
propagativo por matriz (Dias et al., 2012; Naidu & Jones, 2016).

O minijardim clonal consiste em um matrizeiro, no qual cada matriz, que é
componente do minijardim, é chamada de minicepa e 0s propagulos oriundos de cada
minicepa sdo chamados de miniestacas. O cultivo das minicepas ocorre em estruturas
formadas de vasos individualizados ou tubetes, canaletdes de fibrocimento (Souza et al.,
2013) ou canaletdes de fibra de vidro (Mantovani et al., 2017), podendo ser construido
dentro ou fora de ambiente protegido. O preenchimento das estruturas pode ser realizado
com 0 uso de substratos como areia, substratos comerciais, combinagdes de materiais, 0s
quais devem apresentar caracteristica fisica e quimicas adequadas, além de serem inertes e
livres de patogenos (Higashi et al., 2002). Além do preenchimento com substrato, a parte
inferior dos recipientes é preenchido com materiais como cascalhos e brita para haver a
drenagem da agua da irrigacéo e fertirrigacao.

A nutricdo da minicepa também possui grande influéncia na propagacdo pela
técnica da miniestaquia. Além de afetar o crescimento das minicepas e a producdo de

miniestacas, a quantidade de nutrientes presentes em miniestacas afeta diretamente a
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rizogénese e o desenvolvimento radicial, devido a esses nutrientes estarem envolvidos em
rotas metabolicas e processos fisioldgicos (Aradjo, 2020).

Devido ao maior controle neste sistema, ha possibilidade do suprimento especifico
de irrigacdo e fertirrigacdo para atender as demandas hidricas e nutricionais das plantas.
De acordo com Xavier et al. (2013), para aumentar taxa de sobrevivéncia e produtividade
de minicepas é necessario o controle de fatores como a nutricdo e o regime hidrico. A
demanda nutricional, assim como a aplicagdo de doses de nutrientes na adubacédo de
minicepas deve ser realizada de acordo com a exigéncia nutricional de cada espécie e a
época do ano que € realizada, por meio do monitoramento nutricional da solugdo e
substrato (Vargas, 2004). Ndo ha solucdo nutritiva especifica para todas as espécies,
contudo uma solucdo nutritiva equilibrada deve apresentar pH entre 58 e 6,2,
condutividade elétrica entre 1,5 a 4 mS/cm, temperatura da 4gua com média de 16°C e
conter 0s nutrientes essenciais para cultura. Porém, ndo deve conter substancias quimicas
que podem ser prejudicais ou ocasionar precipitacdes, havendo também necessidade de
cuidados em relacdo a elevada concentragcdes de sais, 0 que pode ocasionar a morte de
matrizes devido a saida de &gua de um meio hipoténico para um hipertonico, deste modo
causando a saida de &gua das células (Higashi et al., 2002). A adubac¢do em minijardins
clonais é realizada por meio de fertirrigacdo, no qual ocorre principalmente o uso de
sistema localizado de irrigacdo, com mangueiras de gotejamento que também sdo usadas
para a irrigacdo das matrizes, com recomendacdes especificas para a cultura em cada
regido, considerando as demandas da espécie, diferentes condi¢des climaticas locais ou do
ambiente de instalagdo do minijardim (Fonseca et al., 2019).

A formulacdo adequada dos nutrientes da solucdo nutritiva possui papel
fundamental no desenvolvimento de minicepas e, posteriormente, no processo de
rizogénese das miniestacas. Entre 0s nutrientes, cabe ressaltar a importancia de alguns

como 0 nitrogénio, fosforo, potassio, zinco e ferro. O nitrogénio esta relacionado ao
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crescimento vegetativo, fazer parte de diversas atividades metabdlicas, fotossintese e
acumulo de biomassa (Cunha et al., 2008; Taiz et al., 2017), além de estar atrelado a
producéo e disponibilidade de hormonios vegetais como citocininas e auxinas (Duarte et
al., 2020). No entanto, deve-se ter cuidado em relacdo a dose deste nutriente, existindo
um ponto méximo de sua aplicacdo, no qual acima deste ponto h& diminuicdo na producao
e enraizamento de miniestacas, podendo até levar a morte de minicepas (Freitas et al.,
2017). O potéssio € um elemento vital para fotossintese e potencial osmético. A deficiéncia
do nutriente conduz a diminuigdo da taxa fotossintética, ocasionado redugdo da producgédo
de carboidratos e afetando diretamente o crescimento da matriz (Oliveira et al., 2019). O
fésforo € um nutriente necessario na producdo de energia no metabolismo das plantas, por
meio da sintese de adenosina. A falta de fosforo pode ocasionar distlrbios metabolicos
relacionados a expansdo e divisdo celular, além da reducdo da atividade fotossintética
(Andrejow, 2006).

O zinco esta relacionado a adaptabilidade da espécie para producdo no minijardim
clonal, influenciando também na producdo de brotos. Este nutriente esta implicado na
formacdo do aminoécido triptofano, que atua na producdo do acido indolacético (Brondani
et al., 2012), um hormonio fundamental para divisdo celular. Outro micronutriente de
importdncia na miniestaquia é o ferro, que atua principalmente na emissdo e
desenvolvimento de brotacBes, devido a estar relacionado a sintese de clorofila e
estabilizag&o de tilacoides (Andrejow, 2006).

De acordo com Higashi (2002), os nutrientes possuem papel fundamental no
desenvolvimento de minicepas, sendo observado em estudos com eucalipto que a
deficiéncia de macronutrientes e micronutrientes causam sintomas especificos no cultivo
em minijardim clonal, como a clorose e queda de folhas mais velhas (N), podriddo da base
(Ca), pontos necréticos no limbo da folha (B), clorose intervenal nas folhas velhas (Fe) e

clorose intervenal nas folhas novas (Mn). Estudos em relacdo a demanda nutricional séo
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necessarios para cada espécie para uma formulacdo adequada do suprimento de nutrientes,
como por exemplo, a solugdo recomendada por Brondani et al. (2012), com a aplicagéo
semanal de 100 mL em Eucalyptus benthamii, da solugdo formada por doses de 60 mg L™
de N-NO3, 30 mg L™* de N-NH*, 12 mg L™ de P, 40 mg L™ de Ca, 80 mg L™ de K, 10 mg
LYdeS,12mg L™ de Mg, 0,10 mg L™ de Cu, 2mg L™ Fe, 0,2mg L™ de Mo,1,6 mg L™
de Mn, 2 mg L™ de Zn e 2 mg L™ de B. Contudo, além da espécie e época de coleta, a
formulagdo da solugéo nutritiva e reposi¢do dos nutrientes tambem esté relacionada com a
frequéncia das coletas de miniestacas, a qual deve ser realizada em menores intervalos e
menor quantidade por aplicacdo, devido ao melhor aproveitamento das minicepas

(Wendling et al., 2005).

2.5  Micropropagacgao

A micropropagacdo € uma técnica que permite a propagacdo e conservacao de
diversas espécies arboOreas. A técnica envolve varios processos, possibilitando a
propagacgdo em larga escala de individuos com caracteristicas fenotipicas desejaveis, com o
maximo controle de sanidade do ambiente e do material propagado (Bhojani & Dantu,
2013). A técnica consiste em cultivar pequenos fragmentos de material vegetativo,
chamados de explantes, oriundos de matrizes, 0s quais, por meio do principio da
totipotencialidade, regeneram uma planta completa e geneticamente idéntica a matriz da
qual explantes foram obtidos (Hartmann et al., 2014; Sharma et al., 2015). Em relagdo ao
explante utilizado e a finalidade no processo de micropropagacdo, ha possibilidade de
serem utilizados diferentes caminhos no processo de regeneragdo, por meio da
organogeénese direta, indireta e embriogénese somatica (Hartmann et al., 2014). Segundo o
mesmo autor, a organogénese direta consiste na diferenciacdo diretamente das gemas dos
explantes. Na organogénese também hé& formagao de gemas adventicias, as quais consistem
em gemas em locais do explante onde n&o existem naturalmente sendo de forma direta ou

indireta. Na organogénese indireta, também ha uma fase intermediaria, no qual é formado
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um calo, que consiste em uma massa de células desorganizadas, (Kane et al, 2015;
Mascarenhas et al., 2019), na qual a partir dessas células havera a formagdo do novo 6rgédo
na organogénese, além da embriogénese somatica. O calo também consiste em uma
resposta a uma injuria realizada na coleta do material propagativo, ndo sendo
completamente indiferenciado, havendo certo grau de diferenciacéo e até rediferenciacdo
(Rodrigues et al., 2022).

As etapas de micropropagacgédo de plantas pode ser dividida em trés, sendo elas o
estabelecimento em cultura asséptica, multiplicacdo de propagulos e preparagdo para o
restabelecimento da cultura ao solo (Murashigue, 1974). Com a realizac&o de estudos com
diferentes espécies houve a insercdo de novas etapas na elaboracdo de protocolos de
micropropagacdo. De acordo Debergh & Maene (1981), a micropropagacdo pode ser
didaticamente dividida em quatro etapas fundamentais, sendo elas: etapa 0, com a
preparacdo das plantas matrizes fornecedoras do material vegetativo; etapa 1, na qual hd o
estabelecimento in vitro da cultura, com escolha dos explantes, sua desinfestacdo e
manutencdo do ambiente livre de microrganismos; etapa 2, ocorre a multiplicacdo de
brotos, podendo ser formados diretamente no explante, a partir do crescimento de gemas
vegetativas ja existentes ou, de gemas formadas de forma adventicia, ou ainda, de forma
indireta a partir de gemas formadas nos calos induzidos nos tecidos do explante. A etapa 3
é subdividida em duas sendo que a 3A consiste no alongamento e 3B no enraizamento do
material vegetativo formado. Na micropropagacao ainda ha no final, ap6s o enraizamento,
a transferéncia do material vegetativo formado, saindo de um ambiente in vitro para o
ambiente ex vitro (Bhojwani & Dantu, 2013; Kane et al., 2015).

A etapa de estabelecimento € considerada a mais critica da micropropagacao,
principalmente em especies lenhosas, devido as altas taxas de contaminacdo e oxidacao
(Xavier et al., 2013). Entre as dificuldades no estabelecimento de explantes in vitro esta a

relacdo direta com a presenca de microrganismos endogenos e exdgenos que influenciam
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na viabilidade da técnica e no desenvolvimento do material vegetativo (Lozano et al.,
2015). O controle, principalmente de microrganismos superficiais, € realizado com o uso
de agentes desinfetantes, como o alcool etilico e hipoclorito de sédio. No entanto, alguns
microrganismos endofiticos, principalmente em espécies lenhosas, permanecem viaveis e
manifestam-se ap0s alguns subcultivos, competindo por nutrientes do meio de cultura e
liberando substancias fitotdxicas, ocasionando a morte dos propéagulos (Dunaeva &
Osledkin, 2015).

A contaminacdo fungica e bacteriana é um problema evidenciado, principalmente
em materiais de plantas adultas de nogueira-pecd, localizadas em pomares, no qual ha
dificuldade de manter o controle sanitario (Fabrizio et al., 2018). Conforme Grattapaglia &
Machado (1998), um conjunto de técnicas sdo necessarias para diminuir ou evitar a
ocorréncia de microrganismos no cultivo in vitro, como a manutencdo de condicdes
ambientais favoraveis, nutricdo adequada da planta matriz, aplicacdo de fungicidas e
bactericidas, além de técnicas de estimulo de emissdo de brotacGes vigorosas, como a
vernalizacdo e estiolamento. Esta Gltima técnica consiste em manter plantas matrizes em
ambiente sem luz e com temperatura que favoreca o desenvolvimento vegetativo, obtendo
assim materiais com baixa pigmentacdo (coloracdo esbranquicada) e parede celular fina
(Duman et al., 2020). Além disso, acredita-se que o estiolamento diminui a presenca de
agentes contaminantes, devido ao fato de o alongamento do &pice e entrends proximos a
ele terem crescimento rapido, ndo sendo acompanhado na mesma velocidade pelo agente
contaminante (Torres et al., 1998).

O meio de cultura utilizado na micropropagacdo ¢ um dos principais fatores no
sucesso do desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro, pois é responsavel pelo
fornecimento de substancias essenciais para o crescimento e desenvolvimento de explantes
(Araruna et al., 2017). Os compostos que constituem o meio de cultura consistem em sais

organicos e inorganicos, compostos inertes, além de algumas substancias naturais, com ou
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sem adicdo de reguladores de crescimento (Cid, 2014). Protocolos estabelecidos utilizam
concentragOes dessas substancias definidas, sem muitas vezes atentar para a demanda da
espécie estudada, deste modo podendo ser um fator limitante em relagdo as respostas
morfogénicas almejadas e causando o insucesso no resultado esperado para a
micropropagacao (Almeida et al., 2012).

Diferentes espécies de plantas apresentam especificidades distintas em relacdo a
demanda por nutrientes, deste modo, houve o desenvolvimento de diferentes meios de
cultura em relacdo a essas demandas, como por exemplo, o meio de cultura MS,
inicialmente desenvolvido para Nicotina tabacun por Murashige & Skoog (1962), Woody
Plant Medium (WPM), desenvolvido para a propagacdo de plantas lenhosas por Lloyd &
McCown (1980) e DKW desenvolvido para Juglans regia por Driver & Kuniyuki (1984).
A obtencdo do equilibrio dos elementos que compdem o meio de cultura, principalmente
nutrientes, e sua interacdo com os propagulos oriundos da espécie a ser micropropagada,
consiste em uma das relagbes que mais influéncia na obtencdo de um protocolo de
micropropagacao (Almeida et al., 2012).

Alem do meio de cultura, outros fatores afetam o sucesso no desenvolvimento de
protocolos especificos de micropropagacdo, tanto pelo processo de regeneracdo por
organogénese direta ou indireta, nos quais cabe destaque a planta matriz, a temperatura, a
luminosidade e, principalmente, aos reguladores de crescimento nas diferentes etapas
(Bhojani & Dantu, 2013).

Reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas que apresentam
caracteristicas e fungdes semelhantes aos hormonios produzidos pelas plantas (Hinojosa,
2000). Tais reguladores possuem funcéo primordial na competéncia e na determinagéo,
que consistem em vias especificas para o desenvolvimento, sendo condi¢des determinantes

para a formacdo dos meristemas radiculares e caulinares (Taiz et al., 2017). Entre as
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classes de reguladores de crescimento mais utilizados na micropropagacdo estdo as
citocininas e auxinas.

As citocininas pertencem a outro grupo de reguladores de crescimento, que
promovem a divisao celular e estimulam a iniciagéo e o crescimento das brotagdes in vitro,
porém inibem o enraizamento (Bhojani & Dantu, 2013). Geralmente, quando a
concentracdo de auxina € baixa em relacdo a de citocinina, a iniciacdo radicular €
desfavorecida e, quando a concentracdo é alta, hd formacdo de calos, havendo a inicia¢do
radicular diretamente do calo ou sem a sua formacdo (Kane et al., 2015). As citocininas
mais utilizadas no cultivo in vitro de espécies arbdreas sdo a benzilaminopurina (BAP),
cinetina (CIN) e zeatina (ZEA) (Oliveira et al., 2013). O thidiazuron (TDZ), que consiste
em um composto formado por ureia, o qual possui fungdo como citocinina, também vem
sendo utilizado no cultivo in vitro, atuando deste modo na inducéo de brotacGes na fase de
proliferagdo.

As auxinas possuem funcdo em muitos processos de desenvolvimento, incluindo
alongamento celular, dominancia apical e formacéo de raizes adventicias (Pallardy, 2008).
Entre os reguladores de crescimento do grupo das auxinas mais utilizados no cultivo in
vitro estdo o acido indolbutirico (AIB), acido o-naftaleno acético (ANA), &cido
indolacético (AlA) e &cido diclorofendxiacético (2,4 D). De acordo com Taiz et al. (2017),
0 AIB é o composto usado rotineiramente na horticultura para promover o enraizamento,
devido se transformar rapidamente em AIA por B-oxidacdo. A concentragédo e o tipo de
auxina que serdo utilizados promovem resultados variaveis em experimentos que avaliam
rizogénese, relacionados principalmente ao tipo de material genético utilizado no cultivo in
vitro (Oliveira et al., 2013).

Além dos fatores ja& mencionados, podem haver entraves na micropropagacédo
devido a problemas com variagdo somaclonal, oxidacdo fendlica e a hiperidricidade, os

quais podem estar relacionados ao uso de reguladores de crescimento que sao adicionados
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ao meio de cultura ou interacdo de fatores. A variagdo somaclonal pode ocorrer nas
diferentes etapas do cultivo in vitro de forma induzida com o uso de reguladores de
crescimento ou espontanea devido a algum erro na etapa de duplicacdo do DNA. Além
disso, a variacdo somaclonal também pode ser induzida pelo ambiente do cultivo in vitro,
gerando estresses ao material propagativo, devido a concentracdo de produtos, nimero de
subcultivos, além do tipo de materiais utilizados no meio de cultura (Medrano et al., 2018).

A oxidacdo de explantes ocorre por meio de compostos fendlicos presentes nos
explantes, ou pelo excesso de sais no meio de cultura, sendo caracterizado pelo
escurecimento do explante (Ahmad et al., 2016; Taghizadeh et al., 2016). A oxidacdo pode
inibir e até ocasionar morte do material propagativo (Cid, 2014). Da mesma forma, pode
haver a ocorréncia da hiperidricidade do material vegetativo, que consiste em uma
desordem fisioldgica, a qual confere aspecto vitrificado ao material micropropagado,
folhas com aparéncia translucida e com caracteristica de serem facilmente quebradas ao
serem manuseadas. Entre os motivos para a ocorréncia da hiperidricidade, além da espécie,
estdo a elevada umidade do ar no interior dos recipientes de cultivo (Gao et al, 2018) e a
concentragéo de citocininas utilizada no meio de cultura (Ilvanova & Staden, 2014).

Em relacdo a nogueira-pecd, poucos estudos sobre a propagacdo in vitro foram
desenvolvidos, e nestes o0s pesquisadores enfatizam, principalmente, problemas
relacionados a contaminacdo por microrganismos (Wetzstein et al., 1996; Renukadas et al.,
2010; Fabrizio et al., 2018). Estudos quanto ao desenvolvimento de protocolo in vitro de
nogueira-pecd ainda sdo incipientes, deste modo ha necessidade da realizacdo de pesquisas
relacionadas, contribuindo, também, com o incremento de informacdes relativas a espécie
para o setor da pecanicultura do Brasil.

A micropropagacao pode ser realizada por meio do uso de material vegetal oriundo
da selecéo de gendtipos em minijardim clonal, os quais apresentam maior juvenilidade. A

partir da identificacdo de genotipos superiores ha possibilidade de propagacdo massal,
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deste modo mantendo a homogeneidade do material em um curto espago de tempo (Sottile
et al., 2020). No entanto, de acordo com Beyl (2015), a micropropagacdo é mais
comumente utilizada para producdo de novos clones e de matrizes, com caracteristicas
juvenis, para formacdo de minijardins clonais, devido o0 rejuvenescimento obtido do
material ap0s a realizagdo de subcultivos. Além disso, a miniestaquia possui menor custo
de producdo, principalmente devido a maior necessidade de mé&o de obra nas diversas

etapas de micropropagacao.
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