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Estudo da interação entre a resposta ao stress e o metabolismo do AIB 

(ácido indol-3-butírico) no enraizamento adventício de nogueira 

(Juglans spp.) 

 

Resumo 
 

A micropropagação é uma alternativa eficiente à propagação convencional de nogueira-

comum (Juglans regia L.), permitindo a multiplicação clonal de genótipos selecionados 

com a vantagem de permitir contornar a recalcitrância ao enraizamento adventício (EA), 

comportamento observado em diversas cultivares de interesse agronómico. Nesta 

dissertação foram investigados os mecanismos moleculares associados ao EA em dois 

genótipos com comportamento contrastante ao EA: ‘Chandler’ (recalcitrante) e o híbrido 

‘Paradox’ (de fácil enraizamento). O estudo foi focado nos mecanismos de sinalização 

associados às espécies reativas de oxigénio (ROS) e ao ião cálcio (Ca²⁺), neste último 

focado na caracterização dos genes das Calmodulinas (CaM), genes que codificam 

proteínas ativadas pelo Ca²⁺. A análise in silico identificou seis genes CaM em J. regia 

(JrCaM), dos quais JrCaM1, JrCaM2 e JrCaM4 apresentaram expressão diferencial 

durante o processo de EA, com um perfil de expressão dependente do genótipo. A 

quantificação das ROS e a análise da expressão da Catalase (CAT), uma enzima 

envolvida na homeostase das ROS, revelaram também respostas dependentes do 

genótipo. Este é o primeiro estudo que descreve a caracterização dos genes CaM e revela 

o envolvimento da CAT na homeostase das ROS durante o EA em J. regia, contribuindo 

para a compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à eficiência da formação 

de raízes adventícias. 

 

Palavras-chave: Raízes adventícias; micropropagação; auxina; nogueira; recalcitrância 
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Exploring the interaction between stress response and IBA (Indole-3-

butyric acid) metabolism in adventitious root formation in walnut (Juglans 

spp.) 

 

Abstract 
 

Micropropagation of the common walnut (Juglans regia L.) offers an efficient alternative 

to conventional propagation methods, enabling large-scale multiplication of selected 

genotypes and overcoming the challenges associated with adventitious root formation 

(ARF) recalcitrance observed in various genotypes. This dissertation investigated the 

molecular mechanisms underlying ARF in two genotypes with contrasting rooting 

behaviors: the cultivar ‘Chandler’ (recalcitrant) and the hybrid ‘Paradox’ (easy-rooting). 

The study focused on signaling mechanisms involving reactive oxygen species (ROS) 

and calcium ions (Ca²⁺), with particular emphasis on the characterization of Calmodulin 

(CaM) genes, which encode Ca²⁺-activated proteins. In silico analysis allowed the 

identification of six genes encoding for CaM in the J. regia genome, of which JrCaM1, 

JrCaM2, and JrCaM4 showed genotype-dependent differential expression during ARF 

induction. ROS quantification and expression analysis of the antioxidant enzyme catalase 

(CAT) also revealed genotype-specific responses. This is the first study to characterize 

the CaM gene family and analyze CAT expression in J. regia, contributing to the 

understanding of the molecular mechanisms underlying the efficiency of adventitious root 

formation. 
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A nogueira-comum (Juglans regia L.), também denominada de nogueira inglesa 

ou persa, é a espécie de nogueira mais disseminada a nível mundial, apresentando grande 

relevância económica, estando presente desde as suas áreas de exploração tradicionais 

como a América do Norte, Europa e Ásia, dissipando-se até ao hemisfério sul (Dandekar 

et al., 2005; Zhang et al., 2020). Em Portugal, as nozes são de entre os frutos secos os 

mais consumidos, motivo pelo qual a instalação de novos pomares de nogueiras tem vindo 

a aumentar por todo o país, com especial destaque na região do Alentejo devido aos novos 

perímetros de rega associados à Barragem de Alqueva (Marketing Agrícola, 2017; 

Farinha et al., 2023).  

No entanto, a disponibilidade de material vegetal para estabelecimento de novos 

pomares é limitada e na sua grande maioria associada a uma grande heterogeneidade. 

Devido às baixas taxas de enraizamento que caracterizam os genótipos do género Juglans 

spp., os métodos de propagação vegetativa como a estacaria lenhosa e semi-lenhosa não 

têm sido eficientes para a sua produção a nível comercial (Pei & Gu, 2002; Vahdati et al., 

2022). Desta forma, a maioria das nogueiras comercializadas são propagadas pela 

enxertia de cultivares de interesse agronómico sob porta-enxertos de origem seminal, 

estes associados a uma grande variabilidade genética (Ribeiro et al., 2022) resultando em 

pomares constituídos por plantas não uniformes (Liu et al., 2024). 

Por esse motivo, o interesse por porta-enxertos clonais obtidos por cultura in vitro 

tem vindo a aumentar (Peixe et al., 2015; Ribeiro et al., 2022), permitindo a 

disponibilização de plantas com características vantajosas, como é o caso do híbrido 

‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ (J. hindsii × J. regia) que se destaca pelo seu vigor, tolerância à 

seca e resistência a agentes patogénicos do solo (Vahdati et al., 2021). Apesar da 

disponibilidade de porta-enxertos clonais obtidos por cultura in vitro, a enxertia de 

variedades de interesse agronómico nestes porta-enxertos apresenta, frequentemente, uma 

taxa de sucesso reduzida devido à complexidade do processo. A enxertia é uma tarefa 

exigente que requer mão-de-obra especializada, resultando numa produção de plantas 

com custos elevados (Ribeiro et al., 2022; Vahdati et al., 2022). 

A micropropagação in vitro surge, assim, como uma alternativa promissora aos 

métodos clássicos de propagação, permitindo a produção em massa de plantas clonais 

auto-enraizadas, num curto espaço de tempo (Vahdati et al., 2004). A micropropagação 

in vitro de plantas de Juglans spp. consiste na excisão asséptica de secções de entre-nós 

do caule compostas por um gomo axilar (microestacas) que são seguidamente inoculados 
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em meio de cultura (Kaur et al., 2006; Kepenek & Kolağasi, 2016). Após um período sob 

condições controladas de fotoperíodo e temperatura, as novas plantas, resultantes do 

abrolhamento do gomo axilar e subsequente alongamento do rebento, serão 

encaminhadas para a fase de enraizamento. Nesta fase, as plantas são inoculadas em meio 

de cultura suplementado com uma auxina que induzirá a formação das raízes adventícias 

na base do caule (Ríos Leal et al., 2007). No entanto, a reduzida capacidade de resposta 

ao estímulo da rizogénese continua a ser o grande obstáculo na propagação vegetativa de 

um elevado número de cultivares de J. regia, sendo por isso considerados genótipos 

recalcitrantes (Yegizbayeva et al., 2021), sendo exemplo a cv. ‘Chandler’ (Vahdati et al., 

2004). Contrariamente, algumas espécies dentro do género Juglans spp., como o híbrido 

‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ apresentam particular destaque neste tema por possuírem um 

comportamento fácil ao enraizamento (Peixe et al., 2015). 

A resposta ao estímulo da rizogénese, que se entende ser uma associação de 

stresses abióticos (ferimento resultante da preparação da plântula e o contacto com uma 

auxina), é controlada por fatores de natureza exógena, como a concentração e o tipo de 

auxina, a luz, a temperatura, o meio de cultura, e também de natureza endógena, como o 

genótipo, a idade e o estado fisiológico do material vegetal (Leslie et al., 2006; Vahdati 

et al., 2022). De forma a ultrapassar o problema da recalcitrância foram desenvolvidos 

vários estudos de forma a identificar os fatores endógenos e exógenos que influenciam o 

sucesso da rizogénese adventícia em nogueira, envolvendo estudos a nível moleculares e 

bioquímico (Alexieva et al., 2001; De Klerk, 2002; Luna et al., 2005; Li et al., 2009a; 

Liao et al., 2012; Gonin et al., 2019; Dubrovina et al., 2019). 

O processo de formação de raízes adventícias é regulado por mecanismos 

moleculares complexos que envolvem numa primeira fase a perceção do sinal de indução, 

usualmente o corte associado à aplicação da auxina ácido indol-3-butírico (AIB) (Liao et 

al., 2012), e subsequentemente propagação desse sinal através de moléculas sinalizadoras 

típicas de diferentes vias de sinalização, cujo papel será a ativação de genes envolvidos 

na resposta ao estímulo da indução. Das moléculas sinalizadoras destacam-se as espécies 

reativas de oxigénio (ROS), por estarem associadas à resposta imediata e assegurar a 

comunicação intercelular a longa distância. Destas destaca-se o peróxido de hidrogénio 

(H2O2) cujos níveis tendem a aumentar após a aplicação da auxina para retomar os seus 

níveis basais através dos mecanismos de restabelecimento da homeostase das ROS (Li et 

al., 2009a), e o ião cálcio (Ca2+), conhecido como mensageiro intracelular secundário 

responsável por transmitir sinais dentro da célula para ativar diferentes respostas 
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fisiológicas (Lanteri et al., 2006; Besson-Bard et al., 2008; Dodd et al., 2010). O Ca2+ 

liga-se a proteínas específicas, como as calmodulinas (CaM), as quais estão associadas à 

ativação da enzima catalase (CAT) (Yang & Poovaiah, 2002), uma das principais enzimas 

antioxidantes responsável pela homeostase dos níveis de H2O2 produzido no decorrer de 

uma condição de stress. A ativação da CAT garante assim o restabelecimento dos níveis 

de H2O2 antes que os mesmos se tornem prejudiciais (Virdi et al., 2015). Tendo em conta 

o conhecimento relativo ao envolvimento destas duas vias de sinalização no EA de 

diferentes espécies colocou-se a hipótese que serviu de base para o desenvolvimento da 

presente dissertação e que é apresentada abaixo. 

 

Hipótese: As diferenças ao nível da eficiência do EA em nogueira estão associadas a 

diferenças ao nível da via de sinalização que envolve as espécies reativas de oxigénio, em 

particular o H2O2, e que envolve o ião Ca2+. 

 

De forma a tentar responder á hipótese inicial colocada, foram traçados dois 

objetivos principais, onde o primeiro, produzindo uma resposta mais direta à hipótese, 

consistiu na avaliação dos mecanismos moleculares e bioquímicos envolvidos durante o 

processo de EA, dividindo-se este em três subpontos: i) a análise da expressão de genes 

que codificam as proteínas JrCaM durante o EA em Juglans spp., ii) a quantificação do 

H2O2 durante o EA em Juglans spp., iii) a análise de expressão e determinação da 

atividade da enzima CAT durante o EA em Juglans spp.. O segundo objetivo principal 

consistiu na caracterização histo-morfológica do processo de EA, permitindo a 

visualização espaciotemporal das alterações morfológicas, a nível celular, desencadeadas 

pelas vias de sinalização acima referidas. 

No Laboratório de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da Universidade de 

Évora foram estabelecidos in vitro diferentes genótipos de nogueira com comportamentos 

distintos ao nível da formação de raízes adventícias, a cv. ‘Chandler’ (J. regia),  

conhecida pelo seu comportamento recalcitrante ao enraizamento, e o híbrido ‘Paradox’ 

(J. regia × J. hindsii) cl. ‘Vlach’ conhecido como de fácil enraizamento, possibilitando 

assim o estabelecimento de ensaios de modo a desenvolver a investigação focada na 

hipótese apresentada. 
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Figura 1 

2.1. Caracterização da Nogueira 

 

2.1.1. Classificação taxonómica de Juglans regia L. 

A nogueira é uma planta Angiospérmica pertencente à divisão Magnoliophyta, 

classe Dicotyledons (Magnoliophyta) (Jacquenet & Moneret-Vautrin, 2007), subclasse 

Rosidae (Germain et al., 1999), ordem Fagales e família Juglandaceae (Bernard et al., 

2018). Mais recentemente, através de análises filogenéticas, vários autores propuseram 

outra organização com a criação da subfamília Juglandoideae (Manos et al., 2007; Mu et 

al., 2020; Zhang et al., 2021; Zhou et al., 2021) e género Juglans spp. (Germain et al., 

1999). A Figura 1 ilustra a classificação taxonómica de J. regia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Classificação taxonómica de diferentes espécies produtoras de frutos secos 

pertencentes à divisão Magnoliophyta, segundo a classificação de Grupo Filogénico de 

Angiospérmicas (do inglês - Angiosperm Phylogeny Group (APG)) (APG III, 2009). Adaptado  

de Jacquenet & Moneret-Vautrin (2007). 

 

No início do século XX, Dode (1906, 1909a, b) dividiu o género Juglans em 

quatro grupos tendo em conta parâmetros associados à morfologia das folhas e das flores: 

o grupo Dioscaryon Dode (tradicionalmente Juglans), o Rhysocaryon Dode (Black 

walnuts), o Cardiocaryon Dode (Asian butternuts) e o Trachycaryon Dode (American 
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butternuts). Esta divisão foi mais tarde suportada pelo trabalho de Manning (1978), 

baseada na morfologia do fruto. Atualmente são considerados os quatro grupos 

pertencentes ao género Juglans sendo a nomenclatura utilizada de Dioscaryon/Juglans, 

Rhysocaryon, Cardiocaryon e Trachycaryon.  

Segundo McGranahan & Leslie (2009), a ramificação de cada um dos grupos é 

distinta, sendo que os grupos Juglans/Dioscaryon e Trachycaryon apresentavam 

inicialmente apenas uma espécie, o grupo Cardiocaryon três espécies e o grupo 

Rhysocaryon 16 espécies. Recentemente, a composição do grupo Juglans/Discaryon foi 

alterada, passando a integrar duas espécies (J. regia e J. sigillata), estando a espécie J. 

hopeiensis também proposta para integrar o mesmo grupo por se tratar de um híbrido 

entre J. regia x J. mandshurica (Mu et al., 2017). Desta forma, a organização mais atual 

dos grupos que dividem o género Juglans/Dioscaryon será, o grupo Juglans com duas 

espécies, Trachycaryon com apenas uma espécie, Cardiocaryon com três espécies e 

Rhysocaryon com 16 espécies (ver tabela 1). 
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Tabela 1 – Ramificação do género Juglans nos quatro grupos e apresentação das espécies que 

integram cada grupo. Adaptado de McGranahan & Leslie (2009) e Mu et al. (2017). 

Tabela 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar da divisão em quatro grupos distintos, espécies pertencentes a diferentes 

grupos podem hibridar entre si. As espécies pertencentes ao género Juglans são diploides, 

com 2n = 2x = 32 cromossomas (Woodworth, 1930). Em geral, espécies do grupo 

Rhysocaryon não hibridam com espécies dos grupos Trachycaryon e Cardiocaryon, mas 

a espécie J. regia do grupo Dioscaryon/Juglans pode hibridar com as espécies dos outros 

três grupos. Em termos comerciais, um dos híbridos comercialmente mais importante é o 

híbrido ‘Paradox’, resultante do cruzamento entre J.  regia x J. hindsii. Este híbrido 

Grupos Espécies 

Juglans/ Dioscaryon 

J. regia L. 

J. sigillata 
J. hopeiensis 

Trachycaryon J. cinerea L. 

Cardiocaryon 

J. mandshurica Maxim 

J. ailantifolia Carr (J. sieboldiana) 

var. cordiformis 

 J. cathayensis Dode 

Rhysocaryon 

J. australis Griseb 

J. boliviana (C. DC) Dode 

J. californica S. Wats 

J. hindsii (Jeps.) Rehder 

J. hirsuta Mann 

J. jamaicensis C. DC 

J. major (Torr. Ex Sitsgr.) Heller var. 

glabrata Mann. 

J. microcarpa Berl. (J. rupestris) var. 

stewartii (Johnston) Mann. 

J. mollis Englem. Ex Hemsl 

J. neotropica Diels 

J. nigra L. 

J. olanchana Standl. e L.O. Williams 

var. standleyi Mann. 

J. pyriformis Liebm. 

J. soratensis Mann. 

J.steyermarkii Mann. 

J.venezuelensis Mann. 
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interespecífico propaga-se naturalmente por via seminal (McGranahan & Leslie, 2009) e 

por se apresentar mais vigoroso comparativamente a genótipos obtidos por cruzamento 

intraespecíficos, tem tido grande aplicação na propagação vegetativa de diversas 

cultivares de J. regia funcionando como porta-enxerto (McGranahan & Catlin, 1987). O 

fenótipo de maior vigor é conhecido no contexto do melhoramento de plantas como 

“vigor híbrido” e está associado à supressão/complementação de alelos recessivos de um 

dos progenitores por alelos dominantes do outro progenitor, surgindo assim 

características agronómicas de interesse (Crow, 1998; Miyaji & Fujimoto, 2018). 

 

2.1.2. Origem e distribuição do género Juglans  

Apesar da referência à existência do género Juglans surgir apenas associada a 

exemplos da literatura antiga, como a Bíblia em Génesis (43:11) e Cântico dos Cânticos 

(6:11), revelando que plantas de nogueira pertencentes à espécie J. regia L. estariam 

plantadas no jardim do Rei Salomão (Moldenke & Moldenke, 1952; Bernard et al., 2018), 

pensa-se que a origem deste género Juglans terá sido anterior à origem da espécie humana 

(Jaynes, 1969). 

Apesar da nogueira ter sido introduzida tanto na Europa quanto nos Balcãs antes 

do último período glacial, há cerca de 50.000 anos (Carrion & Sanchez-Gomez, 1992), 

ainda permanece uma incógnita de como as árvores chegaram à Europa (Bernard et al., 

2018). Acredita-se que a sua domesticação tenha tido lugar na Ásia Central, mais 

particularmente nos Himalaias Ocidentais, desde Caxmira até ao Quirguistão (Zeven & 

Zhukovsky, 1975; Bernard, 2018). No século XVI, durante a conquista do Novo Mundo, 

a nogueira terá sido disseminada pela América do Sul, principalmente no Chile, antes de 

ser introduzida na Califórnia durante o século XIX (Germain et al., 1999).  

A família Juglandaceae, que integra todas as espécies de nogueira, encontra-se 

atualmente distribuída tanto no Velho como no Novo Mundo (Guo et al., 2020; Zhang et 

al., 2021). O género Juglans encontra-se atualmente disperso pela América do Norte e do 

Sul, Índias Ocidentais, Sudeste da Europa até ao leste da Ásia e Japão (Manning, 1978). 

Na figura 2 está ilustrada a história evolutiva de três das subfamílias que compõe 

a família Juglandaceae (Engelhardioideae, Juglandoideae e Rhoipteleoideae), resultante 

de um estudo filogenético com base em marcadores moleculares aplicados a material 

vegetal atual e fóssil. Esse estudo permitiu mapear áreas geográficas no Velho e no Novo 

Mundo (Zhou et al., 2021), confirmando resultados prévios descritos por outros autores 
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Figura 2 

(Xiang et al. 2014; Larson-Johnson 2016; Zhang et al. 2021), os quais reportam um tempo 

de divergência entre géneros que integram as três subfamílias de 50,9 a 62,0 milhões de 

anos. No entanto, algumas espécies dentro do género Juglans, de entre as quais se destaca 

a espécie J. regia, terão divergido mais recentemente sob influência das alterações 

climáticas durante o período glacial quaternário (Bai et al., 2017; Zhou et al., 2021). A 

espécie J. regia encontra-se bastante cultivada em várias regiões de clima temperado da 

Europa, América do Norte e do Sul, África do Sul, Ásia, Austrália e Nova Zelândia 

(Aradhya et al., 2006). 

 

Figura 2 – Distribuição geográfica no Velho e Novo Mundo de espécies fósseis e modernas da 

família Juglandaceae. Regiões agrupadas com uma linha da mesma cor indicam a atual dispersão 

dos 10 géneros. Linha Azul: Subfamília Juglandoideae; Linha Vermelha: Subfamília 

Engelhardioideae; Linha Preta: Subfamília Rhoipteleoideae. Pontos coloridos indicam locais de 

origem das espécies fósseis: azul: subfamília Juglandoideae; vermelho: subfamília 

Engelhardioideae. 

 

A realização de estudos de sintenia integrando seis espécies pertencentes ao 

género Juglans (J. regia, J. sigillata, J. cathayensis, J. hindsii, J. microcarpa e J. nigra) 

e a espécie Pterocarya stenoptera, espécie geneticamente muito próxima dessas espécies 



Revisão Bibliográfica 

 

11 
 

Juglans (Chen et al., 2019) e igualmente pertencente à subfamília Juglandoideae (Stevens 

et al., 2018), permitiram uma análise evolutiva mais detalhada (Luo et al. 2015). De 

acordo com Luo et al. (2015), a espécie J. regia terá sofrido um evento de duplicação do 

genoma há aproximadamente 60 milhões de anos (MA). Segundo Mable et al. (2011), o 

período do Cretáceo-Paleogénico (~ 65 MA) marcado por uma forte instabilidade 

ambiental, estará associado à ocorrência de eventos de duplicação genómica (DG) 

originando divergências entre as linhagens ancestrais e as formas atuais das espécies. 

Devido à inconsistência de informações relativamente à datação, Chen et al. (2019) 

estimaram que o ancestral da linhagem Juglans terá sofrido uma separação do grupo que 

integra a espécie Pterocarya stenoptera no período do Cretáceo-Paleogénico há 

relativamente 65 milhões de anos (Figura 3-A). Estes eventos de duplicação genómica 

originaram ao longo de milhões de anos o surgimento de diferentes espécies (Rabier et 

al., 2013).  

A integração das espécies J. regia e J. sigillata no grupo Dioscaryon/Juglans é 

novamente suportado por Mu et al. (2017) e Chen et al. (2019), estando estas duas 

espécies altamente relacionadas por serem as mais importantes comercialmente para 

produção de nozes (Ning et al., 2020). Na tentativa de compreender a evolução das seis 

espécies Juglans e da espécie P. stenoptera, Stevens et al. (2018), analisaram a 

variabilidade de dois genes da família Polifenol Oxidase (do inglês - Polyphenol Oxidase, 

PPO) – PPO1 e PPO2, genes que codificam enzimas associadas à oxidação de compostos 

fenólicos envolvidos na resposta de defesa das plantas a situações de stress (Steffens et 

al., 1994). O facto do gene PPO2 se agrupar em clusters muito próximos ao gene PPO1 

na árvore filogenética (Figura 3- B), associado a uma disposição em tandem no genoma 

de P. stenoptera e em quatro das espécies de Juglans, revela a ocorrência do evento de 

duplicação do gene ancestral PPO antes da diversificação do género Juglans, conduzindo 

à evolução destes genes ao longo de milhões de anos suportando uma vez mais que a 

duplicação genómica terá ocorrido antes da diversificação do género Juglans. Por outro 

lado, em espécies domesticadas, com interesse agronómico como J. regia e J. sigillata 

(Ning et al., 2020), a perda de funções de algum destes genes, em particular do PPO1 terá 

conduzido a um afastamento em termos filogenéticos e à sua separação no genoma, razão 

pela qual não se encontram agrupados em tandem (Chen et al., 2019). 
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Figura 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Evolução do grupo que integra espécies do género Juglans (J. regia, J. sigillata, J. cathayensis, 

J. hindsii, J. microcarpa e J. nigra) e do grupo englobando apenas a espécie Pterocarya stenoptera. (A) 

Evento de duplicação genómica e divergência de grupos das seis espécies pertencentes ao género Juglans 

e da espécie P. stenoptera a partir de um ancestral comum no período do Cretáceo-Paleogénico (~65 MA). 

Traço contínuo a preto representa a árvore filogenética de seis espécies pertencentes ao género Juglans e 

da espécie P. stenoptera (B) Divergência filogenética baseada na análise de dois genes da família PPO 

(PPO1 e PPO2). Traços contínuos a verde representam a árvore filogenética do gene PPO2 e a azul a 

árvore filogenética do gene PPO1. Adaptado de Chen et al. (2019). 

 

2.1.3. Caracterização botânica da espécie Juglans regia 

As plantas pertencentes à espécie J. regia, comumente conhecidas por nogueira 

persa ou nogueira inglesa (Zhang et al., 2020), apresentam um porte arbóreo (Figura 4-

A) com uma altura que pode atingir até 30 metros (McGranahan & Leslie, 2009). São 

árvores de folha persistente, caracterizadas por apresentarem folhas alternadas, com um 

comprimento que varia entre 20 a 45 cm (Stonehouse, 2011) e uma largura de 40 cm 

(Totally Wild UK, 2022), compostas por folíolos em número variável (Stonehouse, 

2011), organizados em pares, de um a três, terminando num terminal (Van Den Berk 

Nurseries, 2024) (Figura 4-B).  
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De acordo com a descrição de Germain et al. (1999), as nogueiras são plantas 

monoicas (com flores masculinas e femininas na mesma planta), no entanto, existem 

genótipos que apresentam apenas flores estaminadas e genótipos que apresentam apenas 

flores pistiladas. Apesar da autocompatibilidade verificada em plantas monoicas, a taxa 

de fecundação é baixa por se tratar de plantas dicogâmicas, em que as flores masculinas 

libertam pólen antes que as flores femininas estejam recetivas. Assim, em termos 

produtivos, de modo a aumentar a taxa de fecundação e subsequente frutificação devem 

ser consideradas pelo menos duas cultivares compatíveis no estabelecimento de novos 

pomares (Stonehouse, 2011). 

As inflorescências masculinas apresentam-se sob a forma de amentilhos, 

compostos por um número máximo de 40 flores estaminadas desprovidas de pétalas e 

com um número elevado de estames (Figura 4-C), e as inflorescências femininas 

apresentam-se em forma de espiga constituídas por 2 a 5 flores pistiladas com invólucro 

peludo formado pela fusão basal das quatro sépalas que envolvem o ovário (Figura 4-D) 

(McGranahan & Leslie, 2009). O ovário surge ligado ao estigma bifurcado em dois 

lóbulos emplumados que terminam num estilete curto (McGranahan & Leslie, 2009). No 

seu interior possui apenas um lóculo dividido em quatro setores pelos septos maiores e 

menores (Figura 4-E) (McGranahan & Leslie, 2009) com apenas um óvulo envolvido 

num único tegumento (Pinney et al., 1998), o qual dará origem a uma única semente em 

formato cerebriforme repartida em quatro câmaras (Figura 4-F) (Aradhya et al., 2006, 

Garmendia & Navarro, 2013). Os frutos de Juglans são drupas e por apresentarem parte 

do pericarpo deiscente são designados de trimas (Hrabovský et al., 2017). Estes frutos, 

com um calibre de aproximadamente 4 a 5 cm de comprimento, surgem normalmente em 

grupos de dois ou três (Stonehouse, 2011). 

Dependendo da cultivar, a nogueira pode apresentar dois tipos diferentes de 

frutificação, o qual influência diretamente a sua capacidade produtiva, sendo estas a 

frutificação lateral e a frutificação apical/subapical. A frutificação apical/subapical, 

bastante comum em cultivares tradicionais mais antigas de origem francesa, tais como a 

cv. ‘Franquette’ e cv. ‘Lara’, caracteriza-se pela localização das flores femininas na zona 

apical ou subapical dos ramos. A frutificação lateral é característica de cultivares mais 

modernas como as cultivares californianas, nomeadamente as cvs. ‘Chandler’ e ‘Howard’ 

(Cabral, 2008; Ramos & Valério, 2017; AJAP, 2017), em que as flores femininas surgem 

também ao longo dos ramos. Este tipo de frutificação ocorre sobretudo quando a planta é 
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Figura 4 

jovem e muito produtiva, sendo por outro lado um tipo de frutificação raro em árvores 

adultas (McGranahan & Leslie, 2009). 

A frutificação do tipo apical/subapical é mais periférica correspondendo a uma 

menor capacidade produtiva, pelo contrário, a frutificação do tipo lateral é mais 

distribuída pela copa correspondendo a uma maior capacidade produtiva (Palomares, 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Caracterização botânica da espécie J. regia. (A) Árvore adulta de nogueira (Fonte: 

https://aminoapps.com/c/pagans-

amino/page/item/nogal/lX5E_j3KcGIDY34Dbd0a7R6GpBK02XNXXXB); (B) Folhas 

alternadas compostas por folíolos (Fonte: https://www.arbolapp.es/en/species/info/juglans-

regia/); (C) Flores masculinas de nogueira na forma de amentilhos compostos por múltiplas flores 

estaminadas (Fonte: https://www.istockphoto.com/pt/fotos/flowering-catkins-walnut); (D) Flores 

femininas em forma de espiga constituídas por várias flores pistiladas, após a polinização (Fonte: 

https://www.arbolapp.es/en/species/info/juglans-regia/ ); (E) Nozes maduras dentro do pericarpo 

(Fonte: https://botanicalarchive.com/products/juglans-regia); (F) Miolo de noz (Fonte: 

https://gde.md/ro/news/ekonomika/vrema-svobodnogo-sbora-orehov-i-jablok-zakonchilos-

1026.html).  

 

 

https://aminoapps.com/c/pagans-amino/page/item/nogal/lX5E_j3KcGIDY34Dbd0a7R6GpBK02XNXXXB
https://aminoapps.com/c/pagans-amino/page/item/nogal/lX5E_j3KcGIDY34Dbd0a7R6GpBK02XNXXXB
https://www.arbolapp.es/en/species/info/juglans-regia/
https://www.arbolapp.es/en/species/info/juglans-regia/
https://www.istockphoto.com/pt/fotos/flowering-catkins-walnut
https://www.arbolapp.es/en/species/info/juglans-regia/
https://botanicalarchive.com/products/juglans-regia
https://gde.md/ro/news/ekonomika/vrema-svobodnogo-sbora-orehov-i-jablok-zakonchilos-1026.html
https://gde.md/ro/news/ekonomika/vrema-svobodnogo-sbora-orehov-i-jablok-zakonchilos-1026.html
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2.1.4. Importância económica do género Juglans 

Todas as espécies de Juglans produzem nozes comestíveis, embora, a qualidade 

do miolo difira entre espécies de forma considerável, tornando assim, apenas algumas 

espécies Juglans valorizadas pelos frutos, tais como a J. regia e a J. sigillata (Ning et al., 

2020). As outras espécies do género Juglans apresentam diversas aplicações, sendo 

valorizadas como ornamentais (J. cathayensis), como porta-enxertos (J. hindsii e J. 

microcarpa), ou na produção de madeira (J. ailantifolia e J. cinerea) (Chen et al., 2019; 

Germain & Sarraquigne, 2004; Native Plant Trust, 2024). 

Por ser a espécie de nogueira mais distribuída a nível mundial, a espécie J. regia 

é a que apresenta a maior relevância económica (Zhang et al., 2020). O interesse ao nível 

dos frutos é devido ao seu elevado valor nutricional associado à ampla gama de 

compostos fitoquímicos de efeitos comprovados ao nível da saúde, de entre os quais se 

destacam os compostos fenólicos (Câmara & Schlegel, 2016; Vu et al., 2018) 

apresentando-se também como uma fonte de ácidos gordos essenciais, como o ómega-3 

(Cheon et al., 2013). Estas características têm contribuído para o aumento do consumo 

do fruto (Almeida 2020). Segundo os dados estatísticos do INC (2023), entre o ano 2017 

até 2021, a China foi o país que liderou o grupo dos principais países consumidores de 

nozes, seguindo-se os Estados Unidos da América e a Turquia. Quanto ao balanço do 

consumo global, verifica-se um aumento nos valores de consumo entre o ano de 2017 

(834,198 toneladas) até 2020 (1,007,060 toneladas), ocorrendo um ligeiro decréscimo no 

ano de 2021 (977,272 toneladas).  

Para além do fruto, as folhas de J. regia são também altamente valorizadas, sendo 

usadas em medicina tradicional devido aos compostos com características antissépticas, 

anti-inflamatórias, antidiabéticas, anti-helmínticas e antidiarreicas, bem como, para 

tratamento de hiperidrose, úlceras e caspa (Carvalho et al., 2010; Cosmulescu et al., 

2014), ou para produção de produtos cosméticos de limpeza e hidratação de pele, 

(Comissão Europeia, 2006). A madeira de J. regia é altamente apreciada pela sua grande 

qualidade, sendo por isso utilizada no fabrico de móveis (Torkaman et al., 2018). 

Os nogueirais plantados com variedades de nogueira J. regia encontram-se 

disseminados por todo o globo terrestre (Palomares, 2008), ocorrendo com maior 

incidência no hemisfério norte, direcionados em particular para a produção de fruto. 

Contudo, isto não significa que não exista produção de nozes no hemisfério sul, muito 

pelo contrário, no caso particular do Chile, as produções são bastante significativas, 

conseguindo fazer chegar à Europa nozes frescas e de elevada qualidade na época 
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natalícia, período correspondente ao de maior comercialização deste produto (Almeida, 

2017).  

No que diz respeito às produções globais de fruto, destacam-se particularmente 

dois países, a China com 53% da produção mundial, conhecida como o maior produtor 

mundial de nozes sendo a maior parte da produção destinada ao consumo interno do país, 

embora com tendência crescente para a exportação, e os Estados Unidos da América 

(EUA) representando 26% do mercado mundial (Almeida, 2020). Depois da China e EUA 

segue-se o Chile, com 7% da produção global, e a Ucrânia com 3% (INC, 2023). No ano 

de 2022/2023 a produção mundial de noz com casca atingiu um volume de 2,6 milhões 

de toneladas e sem casca de aproximadamente 1,2 milhões de toneladas, alcançando 

assim o maior volume de produção alcançado na última década.  

Em Portugal, a noz apresenta-se como o terceiro fruto seco mais produzido (Sara 

Pelicano, 2022), seguindo uma tendência crescente, com uma maior expressão no 

território continental, sendo baixa ou praticamente nula nas regiões autónomas da 

Madeira e dos Açores (Almeida, 2020). O aumento da produção tem estado associado a 

um aumento das áreas de pomares de nogueira, que terá passado dos 2,7 mil hectares para 

5,6 mil hectares desde 2012 até 2021 (Figura 5) (Florestas.pt, 

https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/, Consulta 

realizada a 20 de fevereiro de 2024).   

No território continental, no início do século XXI a produção de noz incidia 

principalmente na zona Norte, particularmente na região de Trás-os-Montes (GPP, 

https://www.gpp.pt/, Consulta realizada a 21 de fevereiro de 2024). Nos últimos anos, é 

o Alentejo a região onde esta cultura se encontra maioritariamente concentrada, com 43% 

da sua área de cultivo ocupada por pomares de nogueiras a que corresponde uma produção 

de 57% (~ 1,8 toneladas por hectare) (Florestas.pt, https://florestas.pt/valorizar/noz-

portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/, Consulta realizada a 20 de fevereiro de 

2024). Este aumento da área dos pomares de nogueira focado no Alentejo, está 

maioritariamente relacionado com o estabelecimento do perímetro de regadio associado 

ao Alqueva (AGROPORTAL, https://www.agroportal.pt/noz-portuguesa-em-expansao-

na-ultima-decada/, Consulta realizada a 25 de fevereiro de 2024).  

 

 

 

 

https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
https://www.gpp.pt/
https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
https://www.agroportal.pt/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
https://www.agroportal.pt/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
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Figura 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Evolução da área de pomares de nogueira (ha) em Portugal nos 

anos de 2012 a 2021. Fonte: Adaptado de Gabinete de Planeamento, 

Políticas e Administração Geral (GPP), com dados do INE – Instituto 

Nacional de Estatística (2022). 

 

 

Em termos de produção, os dados de 2020 relatam 224 toneladas de nozes com casca 

e 135 toneladas de nozes sem casca, resultando num montante de 750.000 € nas 

exportações de nozes com casca e 876.000 € na exportação de nozes sem casca. Apesar 

do aumento de produção, Portugal continua a seu um país essencialmente importador de 

noz, o que continua a potenciar o aumento da produção nacional, desde que seja 

competitiva com os países de onde a noz é importada. Isto porque parte da noz sem casca 

que é exportada por Portugal é importada de outros países, nomeadamente França, 

Espanha, e em menor dimensão, da Roménia, sofrendo posteriormente algumas 

transformações, tornando assim, o produto final com valor monetário superior (Almeida, 

2020). As nozes sem casca, são exportadas essencialmente para Países Africanos de 

Língua Oficial Portuguesa (PALOPs), no entanto, as nozes com casca, são exportadas 

sobretudo para Turquia, Marrocos e em menor escala para Angola e Cabo Verde, sendo 

ainda, destinadas a alguns países da União Europeia tais como Espanha, Itália e com 

menor expressão, a França (Almeida, 2020; Comissão Europeia, 2019). Tendo em conta 

a tendência crescente da área de nogueirais é expectável que a produção de noz também 
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aumente durante a próxima década, uma vez, que a produtividade das nogueiras, com 

relevância comercial, se inicia em torno do sétimo ano de vida (Florestas.pt, 

https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/, Consulta 

realizada a 20 de fevereiro de 2024). 

 

2.2.  Métodos de Propagação da Nogueira 
 

2.2.1. Propagação seminal 

A propagação de plantas pode ser realiza utilizando sementes, denominada de 

propagação seminal ou sexuada, ou utilizando segmentos do caule com pelo menos uma 

gema axilar (estacas) denominada de propagação vegetativa. 

A utilização de sementes depende de um processo de fertilização que envolve a 

fusão de duas células sexuais (gâmetas) provenientes de cada progenitor envolvido, sendo 

caracterizada pela presença de variabilidade genética resultante do processo de formação 

dos gâmetas (meiose). Esta forma de propagação corresponde ao método mais ancestral, 

sobretudo por ser o mais fácil, tendo sido utilizado no estabelecimento de diversos 

pomares, o que consequentemente justifica a relevância em adquirir sementes de boa 

qualidade (Chauhan et al., 2021). No entanto, a grande variabilidade genética associada 

a esta forma de propagação conduz à presença características, quer sejam desejáveis ou 

indesejáveis, de forma não controlada (Monteuuis, 2017). Apesar das vantagens que este 

método pode apresentar face aos métodos de propagação vegetativa, em particular a 

facilidade do método, a obtenção de variabilidade genética, a obtenção de plantas mais 

vigorosas exibindo níveis de resistência a stresses bióticos e tolerância a stresses abióticos 

mais elevados, a variabilidade genética num contexto agrícola pode apresentar algumas 

desvantagens tornando-se um método desinteressante.  A segregação de características 

dos progenitores com o consequente impacto ao nível da heterogeneidade dos pomares, 

um longo período de juvenilidade, conduzindo ao atraso da floração e subsequente 

frutificação (Chauhan et al., 2021) são fatores que condicionam o sucesso económico de 

qualquer cultura e que atualmente condicionam a utilização de plantas provenientes da 

germinação de sementes para plantação de pomares.  

No caso particular da nogueira, como as plantas apresentam um elevado nível de 

heterozigota a produção e qualidade das nozes em pomares estabelecidos por via seminal 

é altamente variável (Reil et al., 1998). De entre as características morfológicas e 

fenológicas em que a variabilidade se destaca encontram-se os hábitos de crescimento e 

https://florestas.pt/valorizar/noz-portuguesa-em-expansao-na-ultima-decada/
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a produção, o vigor da árvore, os períodos de dormência, a proporção do miolo, cor e peso 

da noz, quebras de produção, e longos períodos de juvenilidade resultando numa 

produção tardia e consequente atraso no retorno dos investimentos (Vahdati, 2003;  

Ertürk  et al., 2014; Gandev, 2014; Kirca et al., 2014). Todas essas características tornam 

a utilização da multiplicação seminal nada atrativa para a propagação de variedades de 

nogueira colocando a propagação vegetativa como o método alternativo.  

 

2.2.2. Propagação vegetativa 

A propagação vegetativa ou propagação assexuada baseia-se na utilização de 

órgãos vegetativos tais como folhas, caules, raízes e as suas formas modificadas para 

regeneração de um novo indivíduo (Chauhan et al., 2021). Esta forma de propagação 

permite a multiplicação de genótipos de interesse de maneira ilimitada, preservando o 

património genético nativo, obtendo plantas homogéneas em termos genéticos e 

consequentemente manifestando as mesmas características fenotípicas em campo 

(Monteuuis, 2017). A utilização dos métodos de propagação vegetativa data de muitas 

décadas, sobretudo quando associados à propagação de genótipos desprovidos de 

sementes (apirenes) ou com sementes com baixa viabilidade ou com períodos de 

dormência muito longos (Gupta et al., 2022). Os métodos de propagação vegetativa mais 

utilizados na propagação de espécies vegetais são a enxertia, a estacaria e a 

alporquia/mergulhia (Chauhan et al., 2021). Destes, têm sido utilizados na propagação 

vegetativa de nogueira a enxertia e a estacaria (Scaltsoyiannes, 1997; Vahdati et al., 

2022). 

2.2.2.1. Enxertia e microenxertia 

A enxertia consiste na união de duas partes vivas de uma planta, neste caso, 

envolve a união de um sistema radicular (porta-enxerto) e um sistema aéreo produtivo 

(enxerto) (Baron et al., 2019), resultando numa nova planta após a regeneração dos 

tecidos vegetais que constituem a união da enxertia (Martínez-Ballesta et al., 2010; 

Cookson et al., 2014). Esta técnica é utilizada em diversas espécies lenhosas como Olea 

europaea L. (Fabbri et al., 2004), Prunus spp. (Zarrouk et al., 2010), Citrus spp. (He et 

al., 2018), e Malus spp. (Adams et al., 2018), sendo utilizada para ultrapassar 

adversidades associados ao solo, como a resistência a agentes patogénicos (Ramírez-Gil 

et al., 2017), seca (Zhou et al., 2018), salinidade (Mehdi-Tounsi et al., 2017), deficiências 

de nutrientes (Jimenes et al., 2018) e para permitir a propagação de  determinadas espécies 
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Figura 6 

ou variedades/cultivares de interesse que não enraízam por estacaria ou não se 

propagavam facilmente por via seminal (Mudge et al., 2009). Esta técnica de propagação 

vegetativa é também associada à tentativa de aumento da precocidade de produção da 

planta evitando a fase juvenilidade (Baron et al., 2019). A enxertia é utilizada na 

propagação vegetativa de nogueira devido, em particular, à grande dificuldade que as 

cultivares de J. regia apresentam na formação de raízes adventícias (recalcitrantes ao 

estímulo do enraizamento), como verificado na cv. ‘Chandler’ e ‘Howard’. A 

possibilidade de enxertar estas cultivares de interesse em porta-enxertos já enraizados 

tornou-se a estratégia utilizada durante as últimas décadas. Neste caso a cultivar é 

propagada de forma clonal, utilizando varas obtidas de plantas adultas estabelecidas em 

campo, sendo a origem dos porta-enxertos muitas vezes seminal (Figura 6) 

(Thirupathaiah et al., 2024).  

O porta-enxerto constituí a parte principal da técnica de enxertia, visto que, 

permite que plantas com interesse agronómico, ultrapassem diversas condições de stress 

e promova o aumento da produção (Martínez-Ballesta, 2010; Warschefsky et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Nogueiras da cv. ‘Chandler’ (Juglans regia) enxertada sob porta-enxerto 

de origem seminal com um ano, segundo a técnica de borbulhia (Fonte: 

https://www.waltreeturkey.com/). 

https://www.waltreeturkey.com/
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Figura 7 

No entanto, a utilização de porta-enxertos obtidos por via seminal introduz grande 

heterogeneidade ao nível dos pomares (Ribeiro et al., 2022; Liu et al., 2024) e condiciona 

o sucesso da enxertia devido à incompatibilidade entre os dois genótipos (porta-enxerto 

e enxerto) podendo mesmo levar à morte da planta enxertada (Baron et al., 2018). No 

sentido de ultrapassar esta heterogeneidade ao nível do porta-enxerto foram estabelecidos 

protocolos de multiplicação in vitro por cultura de microestacas, os quais têm permitido 

a obtenção de porta-enxertos clonais posteriormente utilizados para enxertia com varas 

provenientes das cultivares de interesse estabelecidas em campo, ou microestacas 

provenientes da multiplicação dessas cultivares in vitro (Figura 7, denominando-se neste 

caso de microenxertia) (Ribeiro et al., 2022).  

 

Figura 7- Exemplo da cultivar ‘Chandler’ (Juglans regia) microenxertada no 

porta-enxerto híbrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’. Setas amarelas a destacar, vários 

pontos fundamentais que compõe o método de microenxertia. Adaptado de Ribeiro 

et al. (2022). 

 

Devido á heterogeneidade verificada ao nível dos pomares, resultante da enxertia 

de cultivares de interesse sob porta-enxertos de origem seminal (Ribeiro et al., 2022; Liu 

et al., 2024), a obtenção de cultivares auto-enraizadas, bem como, de porta-enxertos 

clonais, seria mais vantajoso (Vahdati et al., 2004; Vahdati et al., 2008). Atualmente, a 
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multiplicação por estacaria/microestacaria tem sido a estratégia mais seguida para 

multiplicação das principais cultivares de interesse (Tsutsui et al., 2020). 

 

2.2.2.2. Estacaria lenhosa e semi-lenhosa 

Algumas espécies lenhosas de interesse a nível agronómico ou florestal são 

propagadas por estacaria. Em plantas lenhosas esta técnica consiste na utilização de uma 

secção de um ramo destacado da árvore-mãe com pelo menos uma gema axilar, a qual irá 

abrolhar garantido a regeneração de uma nova planta. Existem, no entanto, alguns 

genótipos que mostram um comportamento recalcitrante ao processo de formação de 

raízes adventícias na base da estaca, impedindo a propagação eficiente desses genótipos 

e sua consequente disponibilidade para novas plantações (Relf & Ball, 2009). Este 

comportamento é comum a uma grande diversidade de fruteiras onde se inclui também a 

nogueira (Kuniyuki & Forde, 1985; Coggeshall & Beineke, 1997).  

De acordo com Iqbal & Kumar Singh (2018) existem dois métodos de propagação 

por estacaria utilizados na propagação de nogueira, sendo estes a estacaria lenhosa e a 

estacaria semi-lenhosa. Segundo Reil et al. (1998), propagação de nogueira por estacaria 

lenhosa baseia-se na utilização de estacas lenhosas, recolhidas durante o período de 

dormência da árvore, logo após a queda das folhas. Estas estacas apresentam 

normalmente entre 13 a 31 cm de comprimento e 3 a 5 gemas. Para indução da formação 

de raízes na base da estaca é utilizada uma auxina, normalmente AIB, sendo de seguida 

colocadas em substrato orgânico e mantidas durante 30 a 50 dias em ambiente controlado 

de temperatura (24º - 27º C) e humidade relativa elevada.  

Na propagação de nogueira por estacaria semi-lenhosa são utilizados ramos 

jovens, normalmente ramos formados no próprio ano e que já cessaram parte do seu 

crescimento primário iniciando o crescimento secundário com a formação de tecidos 

lenhificados (Reil et al., 1998). Dos ramos semi-lenhosos são preparadas as estacas semi-

lenhosas com aproximadamente 13 ou 31 cm de comprimento exibindo 3 a 5 gemas. O 

momento de recolha do material vegetal para preparação das estacas influencia bastante 

o sucesso da propagação vegetativa. Estacas preparadas de material vegetal recolhido em 

meados de agosto e meados de outubro, provenientes de árvores jovens enxertadas ou 

auto-enraizadas, estão normalmente associadas a taxas de enraizamento mais elevadas. 

Para indução da formação do sistema radicular adventício a base das estacas é igualmente 

tratada com aplicação de uma auxina, geralmente AIB, sendo as estacas colocadas de 
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seguida em substratos orgânicos e mantidas em estufa por um período de 30 a 50 dias em 

condições de ambiente controlado com humidade relativa elevada durante o dia e 

temperatura entre 24º - 27 ºC. A principal desvantagem deste método deve-se ao fato da 

nogueira ser uma árvore de folha caduca e a obtenção de estacas semi-lenhosas apenas 

pode decorrer até final do período de crescimento ativo da planta (Reil et al., 1998).  

Embora a estacaria lenhosa e semi-lenhosa possa ser realizada para a propagação 

vegetativa de nogueira (Iqbal & Kumar Singh, 2020), ambos os métodos estão associados 

a baixas taxas de sucesso (Leslie & McGranahan, 1992; Kepenek, 1994; Iqbal & Kumar 

Singh, 2020) devido, em particular, à grande dificuldade de enraizamento das plantas 

(Kepenek, 1994; Iqbal & Kumar Singh, 2020). De modo a superar estas dificuldades, 

foram desenvolvidos protocolos in vitro (microestacaria) que permitiram ultrapassar as 

limitações associadas a estes métodos convencionais. 

 

2.2.2.3. Microestacaria 

A micropropagação é um método de propagação vegetativa que se baseia na 

utilização de microestacas, segmentos do caule com 1 a 2 cm de comprimento com, 

normalmente, apenas um nó (gomo axilar) (Monteuuis, 2017). Esta metodologia permite 

a multiplicação clonal em grande escala, num espaço limitado, sem restrições relativas ao 

período do ano ou a condicionantes ambientais externas (Monteuuis, 2000; Cassells, 

2003). Por ser uma técnica de cultura in vitro permite a produção de plantas isentas de 

organismos patogénicos e de outros contaminantes, disponibilizando material vegetal 

para comercialização e para fins de investigação (Monteuuis, 2017).  

 Para o estabelecimento in vitro de um genótipo a propagar por cultura de 

microestacas são geralmente utilizados segmentos de caules jovens obtidos de uma 

planta-mãe em condições ex vitro (campo ou estufa), com aproximadamente 3 cm de 

comprimento e apresentando apenas um nó, o que corresponde à presença de um gomo 

vegetativo. Estes segmentos de caule (explantes) são submetidos a um processo de 

lavagem e desinfeção de modo a eliminar potenciais contaminantes. Após o processo de 

desinfeção os fragmentos são inoculados em meios de cultura para permitir o 

abrolhamento dos gomos e subsequente alongamento da plântula (Ríos Leal et al., 2007). 

Esta fase de estabelecimento decorre normalmente durante um período de 30 dias, em 

câmaras de crescimento sob condições controladas de fotoperíodo e temperatura. Após 

este período as plântulas podem ser novamente segmentadas em microestacas de 1 a 2 cm 
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de comprimento (sub-culturas) e colocadas em novo meio de cultura de micropropagação 

de modo a aumentar a produção de plântulas in vitro, ou por outro lado, ser conduzidas 

para a fase de processo de enraizamento (Kepenek & Kolağasi, 2016; Ribeiro et al., 

2022). O procedimento de indução do EA depende da espécie, podendo consistir no 

contacto da base da plântula (normalmente com 3 a 5 cm de comprimento e exibindo 2 a 

4 folhas apicais) com uma solução de auxina e subsequente estabelecimento em meio de 

cultura desprovido de reguladores de crescimento, como na propagação de cultivares de 

oliveira (Santos Macedo et al., 2012), ou no estabelecimento direto da plântula em meio 

de cultura de composição semelhante ao meio de micropropagação suplementado com 

uma auxina (Peixe et al., 2015). Após a fase de indução as plântulas são transferidas para 

meio de cultura desprovido de auxinas ou para um substrato orgânico, e mantidas em 

condições de ambiente controlado, onde desenvolverão as raízes adventícias – fase de 

expressão (Santos Macedo et al., 2012; Ribeiro et al., 2022). Após o enraizamento, as 

plantas são extraídas do meio onde estavam inseridas (meio de cultura/ substratos 

orgânicos), lavadas as suas raízes e colocadas em novo substrato orgânico, sendo 

mantidas em ambiente controlado para que possam aclimatar às condições ex vitro – fase 

de aclimatação (Ríos Leal et al., 2007). Após a sua preparação gradual para as condições 

de campo, as plantas podem ser finalmente comercializadas (Supriya, 2024). A Figura 8 

representa as etapas de micropropagação, indução e expressão do enraizamento e 

aclimatação. 

Em nogueira o processo de indução do EA consiste no estabelecimento das 

plântulas em meio suplementado com uma auxina, normalmente o AIB, sendo as culturas 

mantidas sob ausência de luz durante alguns dias, sendo a duração deste período 

dependente da concentração da auxina e do genótipo (Scaltsoyiannes et al., 1997; Ríos 

Leal et al., 2007; Vahdati et al., 2022).  
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Figura 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Representação das fases de estabelecimento, micropropagação, enraizamento 

(indução e expressão) e aclimatação. Fragmentos de caule provenientes da planta-mãe 

(explantes) são inoculados em meio de cultura de estabelecimento para promoverem o 

abrolhamento dos gomos e subsequente alongamento da plântula seguindo 

posteriormente para a etapa de micropropagação, onde as plântulas serão segmentadas de 

modo a aumentar a produção de plântulas in vitro. As plântulas produzidas in 

vitro seguem para a fase de indução do enraizamento e posteriormente para a expressão. 

Após o enraizamento as plântulas são transferidas para substrato orgânicos ou 

inorgânicos, e mantidas em estufa para aclimatação às condições ex vitro, sendo de 

seguida disponibilizadas para comercialização. Fonte: 

https://biologyreader.com/micropropagation-technique.html. 

 

A cultura in vitro permite o rejuvenescimento fisiológico permitindo aumentar a 

eficiência do EA (Bonga, 1982; Durzan, 1984; Hackett, 1985). De facto, a grande 

limitação na propagação vegetativa de diversas variedades de J. regia é a reduzida 

capacidade de resposta ao estímulo do enraizamento, o que consequentemente se reflete 

na baixa taxa de EA. Este comportamento denominado de recalcitrância apresenta-se 

como um grande obstáculo na propagação vegetativa de genótipos de elite de muitas 

espécies lenhosas (Díaz-Sala, 2019) e é comum a muitos genótipos de J. regia. 

Compreender os mecanismos moleculares envolvidos na eficiência da formação de raízes 

adventícias atinge uma importância extrema quando se trata de espécies de elevado 

https://biologyreader.com/micropropagation-technique.html


Revisão Bibliográfica 

 

26 
 

interesse agronómico (De Klerk, 2002).  O aumento da eficiência do processo de 

enraizamento está diretamente associado à redução dos custos associados à produção 

comparativamente com os métodos convencionais, não apenas pela obtenção de um maior 

número de plantas enraizadas num menor período, mas também pela redução dos gastos 

associados à gestão de plantas pés-mãe utilizadas para obtenção das estacas (Monteuuis 

2017).  

Os primeiros relatos de micropropagação de nogueira com resultados de sucesso 

datam da década de 1980 (Driver & Kuniyuki, 1984; McGranahan et al., 1987; 

McGranahan et al., 1988). Sabe-se que em nogueira, o sucesso da micropropagação está 

diretamente correlacionado com o genótipo, pelo que a utilização de um protocolo 

desenvolvido para um genótipo pode não resultar quando aplicado a um genótipo distinto 

(Vahdati et al., 2004; Vahdati et al., 2009). Atualmente a propagação de nogueira por 

microestacas tem a sua maior aplicação na propagação em massa de porta-enxertos. De 

entre os vários porta-enxertos clonais de nogueira, surge com maior destaque o híbrido 

‘Paradox’ cl.’Vlach’ (Buchner et al., 2022), cuja utilização se deve sobretudo à elevada 

resistência a doenças e uma melhor adaptação a diversos tipos de solo quando comparado 

a genótipos J. regia (Leslie et al., 2006). De forma geral este é um porta-enxerto vigoroso, 

tolerante a solos calcários (Vahdati et al., 2021) e com elevados índices de salinidade 

(Caprile & Grattan, 2006), resistente ao vírus Cherry leaf roll vírus (Vahdati et al., 2021), 

com alguma resistência à Phytophthora (Buchner et al., 2022) e com elevadas taxas de 

enraizamento quando o processo de enraizamento é induzido in vitro (Peixe et al., 2015). 

 

2.3. Sistema Radicular e a Formação de Raízes Adventícias - Enraizamento 

Adventício (EA)  

2.3.1. Aspetos gerais do enraizamento adventício em condições in vitro 

Numa planta, o sistema radicular, correspondente ao órgão que assegura a fixação 

da planta e absorção de nutrientes e água do solo, pode ser constituído por uma raiz 

principal de origem embrionária que se ramifica em múltiplas raízes laterais, ou ser 

constituído por raízes adventícias (Roussos, 2023). Em plantas da classe Magnoliopsida, 

a raiz principal tem origem na radícula do embrião e surge na fase de germinação do 

embrião, sofrendo durante o processo de desenvolvimento e alongamento a ramificação 

em múltiplas raízes laterais. As raízes laterais são raízes pós-embrionárias com origem 

em células do periciclo das raízes primárias. As raízes adventícias, típico do sistema 
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radicular das plantas da classe Liliopsida, têm uma origem pós-embrionária, formando-

se não de tecidos da raiz, mas a partir da região mais basal do caule (Lovell, 1986; 

Verstraeten et al., 2014; Roussos, 2023). Tanto as raízes laterais como as raízes 

adventícias partilham os mesmos processos de formação (Ermel et al., 2000), uma vez 

que ambas provêm de células diferenciadas que perdem a sua identidade morfogenética 

para readquirirem as suas competências de células merismáticas primárias, e num 

processo subsequente de rediferenciação, dando origem a novos primórdios radiculares 

(Li et al., 2009b; Geiss et al., 2009). 

Esau (1953) definiu o EA como sendo o processo associado à formação de raízes 

num local da planta onde não é comum o desenvolvimento de raízes, tais como, o caule 

ou a folha. A formação de raízes adventícias pode constituir parte do sistema radicular 

primário fazendo parte do desenvolvimento normal das plantas, como ocorre de forma 

natural na maioria das plantas da classe Liliopsida, ou resultar de uma resposta a 

condições de stress ambiental como característico de algumas dicotiledóneas, sendo em 

espécies de interesse agronómico o fator chave de um sistema de propagação vegetativa 

eficiente (Geiss et al., 2009; Oinam et al., 2011).  

Alguns estudos sugerem que diferentes tipos de raízes adventícias possuem 

diferentes funções (Hochholdinger et al., 2004; Atkinson et al., 2014; Bellini et al., 2014; 

Pacurar et al., 2014). De entre os vários tipos de raízes adventícias destacam-se as raízes 

adventícias induzidas por estiolamento, alagamento, soterramento e ausência de luz, 

formadas em resposta a deficiência de nutrientes no solo, exposição a metais pesados ou 

a danos mecânicos (ferimento). Este último constitui um dos fatores associados à indução 

do processo de EA, base dos sistemas de propagação vegetativa de diversas espécies, 

incluindo culturas lenhosas de relevância agronómica, nomeadamente as fruteiras de 

caroço amplamente valorizadas pelos setores florestal e hortícola (Steffens & Rasmussen, 

2016; Porfírio et al., 2016a), onde se inclui a nogueira (Licea-Moreno et al., 2015; Vahdati 

et al., 2022).  

De um modo geral, o EA associado à propagação vegetativa, ocorre a partir de 

células somáticas que apresentam diferentes graus de diferenciação, plasticidade e 

competência para a formação dessas raízes (De Klerk et al., 1999; Vielba et al., 2020), 

sendo a sua eficiência dependente de diversos fatores, os quais se encontram descritos no 

ponto abaixo (2.3.1.). Estudos histológico realizados em diferentes espécies reportam a 

existência de três fases características do processo de formação de raízes adventícias - 

indução, iniciação e expressão, cada uma das quais envolve um controlo complexo a nível 
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Figura 9 

molecular e bioquímico (Figura 9) (Kevers et al., 1997; Guan et al., 2015; Porfírio et al., 

2016b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Esquema representativo dos eventos que marcam o processo de formação de raízes 

adventícias durante as três fases – indução, iniciação e expressão. Durante a fase de indução, o 

ácido indol-3-acético (AIA) é transportado basipetalmente ao longo das células do parênquima 

vascular (Pv) em direção às células do periciclo (Pe) pelos transportadores de efluxo PIN1, 

acumulando-se na endoderme (End), ativando de seguida as proteínas de influxo LAX3 no P onde 

irá ocorrer a acumulação de auxina. O aumento dos níveis de AIA ativa a expressão dos genes 

WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 transcription factors (WOX5), o qual codifica para uma 

proteína associada ao posicionamento do centro quiescente (CQ) e indução da desdiferenciação 

celular. Posteriormente, ocorrerá uma redução dos níveis de AIA através da sua conjugação com 

aminoácidos por ação das proteínas da família GRETCHEN HAGEN 3 (GH3), o que permite a 

transição para a fase de iniciação (descrição detalhada sobre metabolismo e transporte de AIA no 

ponto 2.5.2). Nesta fase, o transporte polar de auxina continua a ser mediado pelos transportadores 

PIN1, que conduzem a auxina para a extremidade do primórdio radicular através das células 

centrais desse tecido. A expressão dos genes PIN1 e LAX3 são inibidos nas células periféricas por 

ação das citocininas. Deste modo ocorre uma acumulação de auxina no primórdio da raiz que é 

também consequência da biossíntese de novo de AIA mediada pela enzima YUCCA6, o que limita 

a atividade do gene WOX5 no ápice do primórdio radicular, promovendo o posicionamento e 

formação do CQ. A emergência da raiz é favorecida pela ativação do gene LAX3, atuando a 

proteína correspondente ao nível de diferentes tecidos como a endoderme (End), o córtex (C) e a 

epiderme (Ep), que são tecidos adjacentes ao primórdio radicular. Por último, na fase de 

expressão, os níveis de auxina são mantidos pelas WOX5 e YUCCA6, que promove a integração 

do CQ. Ao mesmo tempo, as citocininas permanecem ativas no primórdio da raiz através da 

inibição dos transportadores PIN1 e LAX3 atuando assim na homeostase da auxina impedindo o 
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seu transporte excessivo, (descrição detalhada sobre transportadores de auxina no ponto 2.5.2).  

Xil: Xilema; Pv: Parenquima vascular; End: Endoderme; C: Córtex; Ep: Epiderme. Adaptado de 

Da Costa et al. (2013), Della Rovere et al. (2013), e Druege et al. (2014). 

 

Durante a fase de indução, cujo período varia entre espécies (Macedo et al., 2013), 

células já especializadas passam por um processo de reprogramação de modo a adquirir 

competência para a formação dos primórdios radicular como resposta aos estímulos 

externos. Segundo Naija et al. (2008), o local de origem das raízes é influenciado pelo 

tipo de células que quando em contacto com o meio de cultura apresentam competência 

para responder ao estímulo. Essas células que apresentam competência radicular são 

usualmente células do câmbio vascular, podendo originar diretamente os primórdios 

radiculares por se tratar de células com competência meristemática (Da Costa et al., 2013; 

Vielba et al., 2020). No entanto, em oliveira cv. ‘Galega Vulgar’ foi descrita a origem a 

partir de células do córtex (Macedo et al., 2013). Nesta primeira fase não são, regra geral, 

observáveis quaisquer alterações a nível morfológico (Macedo et al., 2013; Pacurar et al., 

2014), decorrendo as alterações apenas a nível bioquímico e fisiológico. Seguidamente, 

na fase de iniciação, as células começam então a dividir-se e a organizar-se conduzindo 

à formação de campos morfogénicos conhecidos como meristemóides visíveis em 

análises histológicas (Macedo et al., 2013; Vielba et al., 2020). Finalmente, durante a fase 

de expressão, os primórdios radiculares desenvolvem-se através dos diferentes tecidos da 

planta até emergir pela epiderme e ocorre a conexão dos sistemas vasculares (De Klerk 

et al., 1999; Macedo et al., 2013; Vielba et al., 2020).  

Em espécies lenhosas como o castanheiro (Vielba et al., 2020), a oliveira (Macedo 

et al., 2013), a acácia-negra e a árvore de erva-mate (Oliveira et al., 2024), foi possível 

verificar as alterações morfológicas que ocorrem durante a formação de raízes 

adventícias, caracterizando as três fases deste processo. Apesar do processo decorrer de 

forma muito semelhante, são descritas ligeiras diferenças que dependem da espécie, 

sendo estas diferenças principalmente observadas durante a fase de indução, 

nomeadamente no que diz respeito à origem das raízes. Na generalidade, a origem das 

raízes está mais associada à região do câmbio vascular e tecidos vizinhos como o floema 

e menos às células do parênquima cortical. 

Em nogueira o processo de EA é igualmente complexo e composto pelas três fases 

(Jay-Allemand et al., 1992; Bisbis et al., 2003; Vahdati et al., 2004). Atualmente, a 
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existência de estudos histológicos em nogueira é bastante limitada, sendo conhecida na 

literatura um estudo histológico durante o processo de formação de raízes adventícias em 

J. nigra, onde se verificou a existência das três fases características do processo de 

formação de raízes adventícias, onde uma vez mais, para esta espécie, a origem dos 

primórdios radiculares surge das células do parênquima intercaladas entre as fibras do 

floema (Stevens & Pijut, 2017). 

 

2.3.2. Fatores que influenciam o enraizamento adventício (EA) em nogueira 

O processo de EA, independentemente da espécie vegetal, é regulado por uma 

complexa interação entre fatores de natureza distinta, incluindo fatores de natureza 

endógena e exógena.  Em nogueira são igualmente reportados fatores que influenciam o 

sucesso do EA, os quais se encontram descritos de forma detalhada nos pontos abaixo. 

 

2.3.2.1. Fatores endógenos 

Genótipo 

Diversos autores evidenciaram a influência do genótipo na capacidade de 

enraizamento in vitro de espécies lenhosas, incluindo genótipos de Juglans (Cornu & 

Chaix, 1981; Cornu et al., 1981; Evers et al., 1988; Scaltsoyiannes et al., 1994; 

McGranahan et al., 1987). A resposta ao enraizamento pode variar significativamente 

entre genótipos, sendo necessária a adequação da composição do meio de cultura, 

incluindo os sais minerais (MS ou DKW), o agente gelificante, a fonte e a concentração 

do quelato de ferro (Leslie et al., 2006) e de carbono (Chenevard et al.,1995), o tipo, 

concentração e tempo de exposição à auxina, assim como a temperatura a que as plântulas 

são submetidas (Scaltsoyiannes et al., 1997; Dolcet-Sanjuan et al., 2004; Vahdati et al., 

2004). 

Vahdati et al. (2004) observaram diferenças significativas nas taxas de 

enraizamento entre as cvs. ‘Sunland’, ‘Chandler’ e ‘Vina’ em meio MS suplementado 

com 15 µM de AIB, registando-se valores de 94%, 55% e 27%, respetivamente. De forma 

semelhante, Scaltsoyiannes et al. (1997) reportaram elevada variabilidade nas taxas de 

enraizamento entre dez clones de J. regia induzidos em meio DKW suplementado com 

24,6 µM de AIB. Apesar de se ter verificado uma taxa média de enraizamento de 44%, 

os valores individuais variaram entre 5% e 95%, evidenciando a forte dependência 

genotípica do processo de enraizamento. 
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Licea-Moreno et al. (2015) reforçaram esta variabilidade genotípica ao constatar 

que diferentes clones do híbrido J. major (Torrey) Heller cv. 209 × J. regia L. cv. RA 

apresentavam respostas diferenciadas às fontes de carbono testadas nos meios de cultura, 

evidenciando a necessidade de uma abordagem dirigida para a formulação de meios de 

indução para cada genótipo. 

Outro fator identificado com elevada dependência do genótipo diz respeito ao 

processamento das plântulas. Jay-Allemand et al. (1992) demonstraram que a remoção 

dos gomos axilares na base do caule em plântulas de quatro clones híbridos de nogueira, 

seguida da indução em meio DKW com 24,6 µM de AIB, estava associado ao aumento 

significativo da formação de raízes, sugerindo que a eliminação seletiva de gomos 

axilares pode constituir uma estratégia eficaz para potenciar a formação de raízes 

adventícias. Noutros genótipos, pelo contrário, o mesmo procedimento não revelou um 

impacto relevante no enraizamento. 

 

Idade e estado fisiológico das plântulas 

O sucesso do enraizamento e sobrevivência das plântulas durante a fase de 

aclimatação está diretamente relacionado com o seu estado fisiológico na fase indução do 

enraizamento (Vahdati et al., 2022). No caso do híbrido ‘Paradox’ foi recomendada a 

utilização de plântulas vigorosas, com altura compreendida entre 3 e 10 cm, provenientes 

da fase de multiplicação (McGranahan et al., 1987), recomendação que é atualmente 

considerada no enraizamento de cultivares de J. regia. Segundo McGranahan et al. (1987) 

esta recomendação surge do facto de apenas plântulas sem necroses nos ápices e sem 

sinais de desfolha apresentarem maior probabilidade de sobreviver ao processo de 

aclimatação. 

A qualidade das plântulas é determinada por um conjunto de fatores, incluindo 

características fisiológicas, metabólicas (parâmetros bioquímicos), grau de juvenilidade, 

sensibilidade a reguladores de crescimento e capacidade de diferenciação celular (Pei et 

al., 2007). De acordo com um trabalho realizado por Licea-Moreno (2016), plântulas de 

clones do híbrido J. major var. 209 × J. regia mais saudáveis e com maior densidade 

foliar revelaram melhor desempenho tanto no enraizamento como na adaptação a 

condições ex vitro. 

Pei et al. (2007) estudaram o efeito da qualidade das plântulas na cv. ‘Xinzaofeng’ 

de J. regia, classificando-as em quatro tipos morfológicos distintos. As plântulas do tipo 
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I e II, caracterizadas por tecidos mais tenros e folhas de menor dimensão, com taxas de 

enraizamento de 83,3% e 71,9%, respetivamente. As plântulas do tipo III, parcialmente 

lenhificadas, com entrenós longos e folhas azuladas, com apenas 7,4% de enraizamento; 

e as do tipo IV, igualmente semi-lenhificadas, com folhas largas e caules estiolados na 

base, com uma taxa de enraizamento nula, sugerindo uma associação negativa entre o 

estado de desenvolvimento e a capacidade de enraizamento, fenómeno este também 

reportado noutras espécies lenhosas (Hartmann et al., 1997). 

Outro fator determinante no processo de EA é o conteúdo de lenhina, um 

composto fenólico que contribui para a rigidez das paredes celulares e que por apresentar 

propriedades hidrofóbicas facilita o transporte de solutos através dos feixes vasculares 

(Schuetz et al., 2014). O aumento da deposição de lenhina nos tecidos vegetais está 

associado ao envelhecimento, tendo sido demonstrado que este processo afeta 

negativamente a capacidade de enraizamento (Licea-Moreno et al., 2012). Vahdati et al. 

(2004) constataram que o envelhecimento tem um efeito inibidor na formação de raízes 

em J. regia, sendo plântulas com três semanas de idade as que exibem uma taxa de 

enraizamento superior, possivelmente devido ao seu estado vegetativo ativo. Por outro 

lado, Driver (1986) sugeriu que a presença de um determinado nível de lenhina antes da 

indução ao enraizamento seria benéfica no caso do híbrido ‘Paradox’. Também Bisbis et 

al. (2003) verificaram que algumas plântulas de nogueira que não desenvolviam raízes 

apresentavam menor teor de lenhina, sugerindo que de certa forma um certo teor de 

lenhina será necessário para o desenvolvimento radicular. 

A relação entre a idade das plântulas e a sua capacidade de enraizamento foi 

também estudada por Licea-Moreno et al. (2012), sendo os seus resultados contraditórios 

aos previamente reportados por diversos autores (Vahdati et al. 2004; Licea-Moreno et 

al., 2012). Os resultados publicados por esses autores utilizando diferentes genótipos do 

híbrido J. major var. 209 × J. regia mostram que plântulas mais velhas apresentaram 

maior número de raízes, independentemente do genótipo. A capacidade de enraizamento 

de plântulas com 4, 5 e 6 semanas provenientes da fase de micropropagação em meio 

DKW-C (McGranahan et al., 1987) suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP), foi 

avaliada através da indução em meio DKW-C de igual composição suplementado com 

AIB, durante 5 dias ao escuro. Plântulas com seis semanas de idade demonstraram taxas 

de enraizamento superiores às de quatro semanas. Por exemplo, no genótipo D53 a taxa 

de enraizamento foi de 0% em plântulas com quatro semanas, aumentando para mais de 

90% em plântulas com seis semanas. Estes resultados podem estar associados à influência 
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dos reguladores de crescimento utilizados para indução do processo de enraizamento, 

como o BAP  e AIB, na acumulação de lenhina nos tecidos vasculares (Quiala et al., 2012; 

Santos Macedo et al., 2012). Podem também ser indicativos de uma possível relação entre 

a redução do crescimento ativo, o envelhecimento das plântulas e a deposição de lenhina 

(Licea-Moreno et al., 2012), fatores que parecem, em conjunto, modular a competência 

das células para o processo morfogénico. 

 

2.3.2.2. Fatores exógenos 
 

Tipo e concentração dos reguladores de crescimento 

As fitohormonas constituem um conjunto de moléculas, naturalmente produzidos 

pelas plantas, que regulam diversos processos biológicos envolvidos no seu crescimento 

e desenvolvimento (Santner & Estelle, 2009; Taiz & Zeiger, 2010). Os reguladores de 

crescimento são compostos sintéticos com funções biológicas similares às hormonas 

vegetais naturais, regulando processos metabólicos e de desenvolvimento quando 

aplicados em baixas concentrações (Davies, 1995; Gaspar et al., 1996; Rademacher, 

2015). O grupo das fitohormonas conhecidas por ‘clássicas’ é constituído pelas auxinas, 

giberelinas, citocininas, ácido abcísico e etileno. Também os brassinosteróides e os 

jasmonatos possuem funções hormonais (Rademacher, 2015). De entre as fitohormonas 

‘clássicas’, as auxinas destacam-se como as mais amplamente estudadas, não só por terem 

sido as primeiras a serem descobertas (Darwin & Darwin, 1880), mas também pela sua 

vasta aplicação em protocolos de propagação vegetativa (Ludwig-Muller et al., 2005; 

Fogaça & Fett-Neto, 2005; Osterc & Stampar, 2011), incluindo a indução do EA em 

diversas espécies (Macedo et al., 2013; Vielba et al., 2020). 

De entre as auxinas classificadas como endógenas, ou seja, sintetizadas pela 

própria planta, incluem-se o AIA (Simon & Petrásek, 2011), o AIB (Zimmerman & 

Wilcoxon, 1935), o ácido 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-IAA) (Porter & Thimann, 1965) e 

o ácido fenilacético (AFA) (Koepfli et al., 1938). Em contraste, o ácido 1-naftaleno 

acético (ANA) e o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) são auxinas sintéticas (Simon 

& Petrásek, 2011). Durante muitos anos, o AIB foi considerado uma auxina sintética 

devido à sua capacidade de induzir respostas similares às auxinas naturalmente presentes 

nas plantas, como a iniciação radicular, curvatura caulinar e epinastia foliar (Zimmerman 

& Wilcoxon, 1935). No entanto, estudos posteriores confirmaram também a sua presença 
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endógena em diversas espécies vegetais, permitindo a sua posterior classificação como 

uma auxina natural (Korasick et al., 2013).  

 Das auxinas sintéticas disponíveis, o AIB apresenta-se como a principal auxina 

utilizada na indução do processo de formação de raízes adventícias (Frick & Strader, 

2018). No entanto, dependendo de vários fatores como a espécie, o tipo de explante e as 

condições de crescimento, o AIB pode ser utilizado em combinação com outras auxinas, 

como o ácido ANA ou 2,4-D (Oinam et al., 2011). Segundo Heloir et al. (1996), as 

plântulas de nogueira induzidas in vitro são altamente dependentes da presença de auxina 

exógena para a eficiente indução do processo de enraizamento (ver ponto 2.5.1). Em 

trabalhos prévios o AIB é apresentado como associado a taxas de enraizamento de 70% 

em ‘Paradox’, ao passo que 3,0 µM de ANA se apresentou mais eficiente, com taxas de 

enraizamento de 80% (Driver & Kuniyuki, 1984). No entanto, apesar de associado a uma 

taxa de enraizamento superior, as plântulas tratadas apenas com ANA demonstraram 

menos sucesso na fase de aclimatação, isto devido a uma ineficiente conexão entre o 

sistema vascular da plântula e as raízes adventícias recém-formadas. Um trabalho similar 

realizado com um híbrido de J. nigra × J. regia clone ‘A69’ corroborou os resultados 

prévios, confirmando a eficiência do AIB em comparação com o AIA e o ANA quando 

utilizado nas mesmas concentrações (Dolcet-Sanjuan et al., 2004). 

     As concentrações ideais de AIB para indução do enraizamento diferem consoante 

o genótipo, estando a taxa de eficiência do enraizamento geralmente relacionada com 

concentrações mais elevadas. No entanto, em alguns genótipos ocorre um efeito contrário, 

tendo concentrações mais elevadas um efeito inibitório. Trabalhos prévios mostram uma 

variação entre os 0% a 80% da taxa de enraizamento quando utilizado 5 partes por milhão 

(ppm) de AIB; da mesma forma que a utilização de 40 ppm esteve associada a taxas de 

enraizamento entre 19% e 100%. Todavia, a dependência dos fatores exógenos e no caso 

particular, do tipo e concentração dos reguladores de crescimento, não pode dissociar-se 

da dependência do genótipo, pelo que o estabelecimento de um protocolo de propagação 

para um genótipo específico implicará o estudo prévio destas condições. Por exemplo, 

Dong et al. (2007) reportou para a cv. ‘Xinzaofeng’ uma taxa de enraizamento nula com 

uma concentração de AIB ≤ 15 µM, enquanto que para concentrações entre 25 e 50 µM 

as taxas de enraizamento foram ≥ 79,6%. Por outro lado, no híbrido de J. nigra × J. regia 

clone ‘A69’ a taxa de enraizamento atingiu os valores mais elevados com concentrações 

de 32 e 100 µM de AIB (Da Dolcet-Sanjuan et al., 2004). 
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Tempo de Indução 

A fase de indução radicular constitui uma etapa crucial em qualquer processo de 

micropropagação in vitro, em particular de plantas lenhosas (González et al., 1991). Esta 

fase é definida como o intervalo durante o qual ocorrem eventos bioquímicos essenciais 

que culminam no início das divisões celulares com a consequente formação dos campos 

morfogénicos, conduzindo à formação dos primórdios radiculares (Jarvis, 1986; 

Moncousin, 1991). A duração da fase de indução é determinada pelo tempo mínimo 

necessário para que um estímulo externo desencadeie o processo de enraizamento em 

células previamente competentes (Hand, 1994). A resposta específica a esse estímulo 

depende da capacidade de resposta das células submetidas ao estímulo externo, definindo 

a sua competência morfogénica (Gaspar et al., 1997). Um período inadequado pode, por 

um lado, não ser suficiente para uma indução eficiente, mas por outro, conduzir à 

formação de calli e consequente inibição do enraizamento.  

Diversos estudos destacam a influência do período de exposição ao estímulo 

hormonal na eficiência do EA em nogueira. Gruselle et al. (1987) reportaram uma taxa 

de enraizamento nula em plântulas de nogueira estabelecidas em meio suplementado com 

AIB e mantidas no escuro durante 0, 1, 2 e 4 dias. No entanto, após 8 e 12 dias de 

incubação nas mesmas condições, obtiveram taxas de enraizamento de 11,1% e 33,3%, 

respetivamente. Jay-Allemand et al. (1992) demonstraram que a aplicação de um meio de 

indução suplementado com 24,6 µM de AIB durante 5 dias, em condições de ausência de 

luz, foi determinante para a formação de raízes adventícias em plântulas híbridas de 

nogueira (J. nigra × J. regia).  Resultados similares foram obtidos por Bourrain & 

Navatel (1994), identificando um período de 6 dias como o mais eficaz para a indução 

radicular. De forma semelhante, Scaltsoyiannes et al. (1997) relataram que a indução no 

escuro durante 6 dias foi mais eficiente na promoção do enraizamento nos clones de J. 

regia ‘Plemiana3’ e ‘Plemiana5, quando comparada com uma indução de apenas 3 dias. 

Vahdati et al. (2004) observaram que plântulas das cvs. ‘Sunland’, ‘Chandler’ e ‘Vina’ 

apresentaram percentagens mais elevadas de enraizamento quando submetidas a um 

período de indução no escuro de 6 a 8 dias, em comparação com períodos de 2, 4 e 10 

dias. Leslie et al. (2006) reportam os resultados da utilização de 40 ppm de AIB por um 

período de 3 e de 5 dias, mostrando que um tempo de exposição mais curto estava 

associado a uma maior eficiência do enraizamento na maioria dos genótipos estudados. 

Trabalhos mais recentes, demonstraram que a melhor concentração de AIB e tempo de 
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exposição no meio de indução para J. regia é de 12 µM durante 5 dias no escuro (Tuan 

et al., 2017).  

 

Fotoperíodo 

O fotoperíodo é um fator identificado como determinante no sucesso da formação 

de raízes adventícias (Geiss et al., 2009). Em nogueira, os protocolos de indução do 

enraizamento consideram frequentemente um período no escuro que normalmente 

coincide com o tempo de contacto com a auxina (Vahdati et al., 2004; Hackett et al., 

2000). Dong et al. (2007) verificaram, num estudo com as cvs. ‘Xinzaofeng’, ‘Yuanfeng’, 

‘Liaoning-1’, ‘Shangsong’, ‘Vina’ e ‘Chandler’, taxas de enraizamento de 60% a 75% 

em plântulas estabelecidas em meio de indução expostas ao escuro, ao passo que sob 

condições de fotoperíodo de 16 horas as mesmas cultivares não desenvolveram raízes. 

Num estudo similar realizado com a cv. ‘Serr’ foi reportada uma taxa de enraizamento 

significativamente superior (83%) em plântulas induzidas durante 9 dias no escuro em 

comparação com plântulas estabelecidas sob 16 horas de fotoperíodo (apenas 26,25%) 

(Saadat & Hennerty 2001). 

 

Temperatura 

A temperatura é outro fator que pode condicionar a eficiência do processo de 

indução do EA por influenciar a absorção de água e nutrientes, e consequentemente as 

funções metabólicas de modo geral (Geiss et al., 2009). Embora as informações sobre o 

efeito da temperatura na formação de raízes adventícias sejam limitadas, reconhece-se 

que este fator pode influenciar significativamente o estado fisiológico da planta-mãe, 

refletindo-se subsequentemente na indução e no desenvolvimento radicular (Geiss et al., 

2009). Dolcet-Sanjuan et al. (2004) observaram um aumento da percentagem de plântulas 

enraizadas quando induzidas a 22 °C em comparação com 27 °C. Um trabalho similar 

desenvolvido por Vahdati et al. (2004) em plântulas das cvs. ‘Sunland’, ‘Chandler’ e 

‘Vina’ mostrou uma maior eficiência de enraizamento a 22 °C comparativamente a 30 °C. 

As taxas de enraizamento registadas a 22 °C foram de 94%, 42% e 25%, respetivamente, 

enquanto a 30 °C os valores desceram significativamente para 50%, 13% e 3%, 

respetivamente.  

A influência deste fator está igualmente dependente do genótipo, sendo exemplo 

desta dependência os resultados reportados por Dolcet-Sanjuan et al. (2004), em que no 
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híbrido ‘A35’de J. nigra × J. regia, as taxas de enraizamento atingiram 60% a 22 °C face 

a 45% a 27 °C, e no híbrido ‘A32’, as taxas de enraizamento foram similares em ambas 

as condições (43% e 45%, respetivamente). 

Regra geral, as evidências disponíveis apontam para um intervalo térmico entre 

20 °C e 28 °C como o mais adequado para a indução do processo de EA em nogueira 

(Leslie & McGranahan, 2009). 

 

Composição do Meio de Cultura 

A composição mineral do meio influencia a absorção e o equilíbrio iónico das 

plântulas, especialmente na ausência de raízes funcionais, comprometendo assim a 

absorção de nutrientes e levando a uma possível difusão passiva de iões (Gribble et al., 

2002). Alguns elementos minerais têm impacto direto na formação de raízes adventícias, 

podendo atuar como inibidores ou promotores do processo de formação de raízes 

adventícias, bem como do comprimento das raízes formadas. Tanto os macronutrientes 

assim como os micronutrientes são fundamentais ao crescimento e desenvolvimento das 

plantas, ainda que desempenhando diferentes funções segundo as diferentes quantidades 

em que são necessários (Nadeem et al., 2018). A presença de macronutrientes, como o 

cálcio (Ca2+) e o azoto (N) e de micronutrientes como o zinco (Zn), tem sido associada 

ao aumento do número de raízes, ao passo que macronutrientes como e o N e fósforo (P), 

e de micronutrientes como o ferro (Fe) e manganês (Mn) estão mais relacionados com o 

comprimento das raízes.  

Embora originalmente desenvolvido para o híbrido 'Paradox', o meio de Driver e 

Kuniyuki Walnut (DKW) (Driver & Kuniyuki, 1984) tem sido amplamente utilizado em 

diferentes espécies da família Juglandaceae, incluindo diversas cultivares de J. regia 

(McGranahan et al., 1987; McGranahan et al., 1988; Cornu & Jay-Allemand, 1989). Os 

meios de cultura mais frequentemente utilizados para a micropropagação da nogueira 

incluem o meio DKW, com ligeiras modificações (McGranahan et al., 1987), e o meio de 

Murashige e Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962). Apesar do meio DKW ser 

geralmente o mais eficiente na indução do processo de enraizamento (Gruselle & Boxus, 

1990; Caboni & Lauri, 1995; Vahdati et al., 2004), alguns genótipos apresentam bons 

resultados também em meio MS (Penuela et al., 1988; Revilla et al., 1989; Gruselle & 

Boxus, 1990; Kornova et al., 1993; Navatel & Bourrain, 2001). Para Sadaat & Hennerty 

(2002), os genótipos de J. regia necessitam de um meio de cultura com elevado teor em 
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sais, sendo por isso o meio DKW o mais adequado comparativamente com o meio MS. 

Por outro lado, o meio MS, para além de possuir um elevado teor em sais, assim como 

DKW, é também constituído por um elevado teor em nitratos, que é reportado como 

promotor de stress metabólico nas plântulas, conduzindo a um sucesso reduzido na 

formação de raízes adventícias quando comparado com o meio DKW (Sadaat & 

Hennerty, 2002; Payghamzadeh & Kazemitabar, 2011). 

Ashrafi et al. (2010) avaliaram o enraizamento das cvs. ‘Chandler’ e ‘Sunland’ 

em dois tipos de meio, o meio DKW e uma versão modificada desse (mDKW), 

caracterizada por um aumento das concentrações de N, P e S, e uma redução dos níveis 

de K e Ca2+. Para ambas as cultivares foi observada uma diminuição significativa nas 

taxas de enraizamento quando utilizadas as formulações modificadas.  

A fonte de ferro mais comumente utilizada na micropropagação de Juglans é o 

quelato de ferro com EDTA (FeEDTA), cuja concentração mais utilizada no meio DKW 

ronda os 6,81 mg·L⁻¹ de Fe²⁺ (McGranahan et al., 1987; Licea-Moreno et al., 2015). No 

entanto, Licea-Moreno et al. (2015) avaliaram o efeito de duas fontes distintas de ferro 

— FeEDTA e ferro etilenodiamina-N,N'-bis(2-hidroxifenilacético) (FeEDDHA) — 

aplicadas ao meio de indução DKW-C (McGranahan et al., 1987), em duas concentrações 

ddiferentes (6,81 mg·L⁻¹ e 10,21 mg·L⁻¹ de Fe²⁺), utilizando nove clones de nogueira (J1–

J9, resultantes do cruzamento entre J. major (Torrey) Heller cv. 209 × J. regia L. cv. RA) 

(Figura 10). Os autores descreveram que um aumento da concentração de FeEDTA para 

10,21 mg·L⁻¹ de Fe²⁺ não resultou em melhorias no desempenho das plântulas, tendo, 

pelo contrário, inibido por completo a formação de raízes. Mesmo a concentração padrão 

de 6,81 mg·L⁻¹ de Fe²⁺, tradicionalmente considerada adequada, conduziu a uma redução 

significativa na taxa de enraizamento, atingindo apenas 1,1% no clone J9. Por outro lado, 

a substituição do FeEDTA por FeEDDHA resultou numa melhoria substancial das taxas 

de enraizamento em todos os clones testados, mesmo quando utilizada a menor 

concentração (6,81 mg·L⁻¹ de Fe²⁺). Além disso, em meio com FeEDDHA as plântulas 

apresentaram-se fenotipicamente mais saudáveis e demonstraram menor suscetibilidade 

à desfoliação durante a fase de aclimatação quando comparadas com plântulas cultivadas 

na presença de FeEDTA. Embora os mecanismos responsáveis pela maior eficiência do 

quelato FeEDDHA face ao FeEDTA ainda não estejam totalmente elucidados, os 

resultados obtidos reforçam a importância da fonte de ferro utilizada nos meios de cultura 

de indução para o sucesso do processo de enraizamento em nogueira. 
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Figura 10 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Alterações na morfologia das raízes em clones do híbrido de 

nogueira Juglans major (Torrey) Heller var. 209 × Juglans regia L. cv. RA 

inoculados em meio de cultura com diferentes fontes de ferro. (A, C) Plântulas 

inoculadas em meio suplementado com ferro etilenodiamina-N,N'-bis(2-

hidroxifenilacético) (FeEDDHA), apresentando plantas mais vigorosas e com 

melhor desenvolvimento radicular; (B, D) Plântulas inoculadas em meio 

suplementado com quelato de ferro com EDTA (FeEDTA), de notar que 

apresentam menor desenvolvimento da parte aérea e menor desenvolvimento 

radicular. Adaptado de Vahdati et al. (2022). 

 

Tal como observado com a fonte de ferro, também a concentração de carbono no 

meio de cultura é determinante no processo de enraizamento da nogueira (Chenevard et 

al., 1995; Kadota & Niimi, 2004; Corrêa et al., 2005; Ragonezi et al., 2010; Hassankhah 

et al., 2014). A sacarose é a fonte de carbono mais utilizada nos meios de indução e 

expressão radicular, desempenhando um papel crucial tanto no aumento da percentagem 

de enraizamento como no alongamento das raízes formadas, sendo a sua função principal 

o fornecimento de energia para a intensa atividade metabólica que caracteriza o processo 

de enraizamento (Chenevard et al., 1995). Um trabalho desenvolvido com clones do 

híbrido J. nigra × J. regia (clones ‘M41’ e ‘D152’) inoculados em meio de cultura com 

três concentrações de sacarose (0, 10 e 40 g·L⁻¹) revelou um aumento da taxa de 
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enraizamento em meio suplementado com 10 g·L⁻¹ relativamente ao meio sem de 

sacarose independentemente do genótipo, ao passo que em meio com 40 g·L⁻¹ o efeito do 

genótipo foi determinante, não se verificando alterações significativas para o clone 

‘M41’, ao passo que para o clone ‘D152’ se verificou um aumento de 41% da taxa de 

enraizamento (Chenevard et al.,1995). 

Apesar da utilização generalizada da sacarose em protocolos de enraizamento in 

vitro de nogueira (Dolcet-Sanjuan et al., 2004; Vahdati et al., 2004; Leslie et al., 2009), 

outras fontes de carbono foram também já testadas. Licea-Moreno et al. (2015) avaliaram 

o efeito de igual concentração (83,2 mM) de sacarose, glicose e frutose na expressão 

radicular de nove clones híbridos (J1–J9) resultantes do cruzamento entre J. major 

(Torrey) Heller cv. 209 x J. regia cv. RA. De um modo geral, a frutose revelou-se a fonte 

mais eficaz na promoção da formação radicular para a maioria dos clones, com exceção 

dos clones J5 e J8, que apresentaram melhor resposta às outras duas fontes (Figura 11).  

Uma vez mais, a grande dependência do genótipo, neste caso relativamente à 

concentração de carbono, torna imprescindível o desenvolvimento de protocolos de 

indução de EA otimizados para cada genótipo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Diferenças morfológicas observadas no sistema radicular de clones do híbrido 

Juglans major (Torrey) Heller cv. 209 × Juglans regia L. cv. RA, quando inoculados em meio de 

cultura suplementado com diferentes fontes de carbono. (A) Plântulas inoculadas em meio de 

expressão suplementado com frutose; (B) Plântulas inoculadas em meio de expressão 

suplementado com glicose. Adaptado de Licea-Moreno et al. (2015). 

 Figura 11 
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Figura 12 

2.4. Mecanismos de Sinalização Envolvidos na Formação de Raízes 

Adventícias 
 

Em condições naturais, as vias de sinalização envolvidas na formação de raízes 

adventícias podem ser induzidas em resposta a fenómenos de herbivoria, danos físicos, 

doenças ou presença de parasitas (Schilmiller & Howe, 2005; Wasternack et al., 2006; 

Wasternack & Hause, 2013). Considerando que a formação de raízes adventícias por 

estacaria está fortemente associada ao dano mecânico (corte) provocado pela obtenção da 

estaca (lenhosa/semi-lenhosa) da planta-mãe, ou à preparação das microestacas a partir 

de plantas micropropagadas, o corte representa um fator chave para desencadear a 

reprogramação celular e iniciar o processo de formação de raízes adventícias (Figura 12). 

Figura 12 – Esquema representativo do processo de sinalização envolvido no enraizamento adventício 

(EA). O corte provocado na base da planta induz a biossíntese de ácido jasmónico (AJ) e de espécies 

reativas de oxigénio (ROS), moléculas sinalizadoras que irão desencadear uma resposta de defesa ao stress 

provocado na planta. As ROS, enquanto moléculas sinalizadoras com possibilidade de mobilização a longa 

distância irão ativar a fotossíntese na parte aérea da planta conduzindo à síntese de hidratos de carbono, 

posteriormente translocados para a região da base da plântula onde funcionarão como fonte de energia para 

a intensa atividade metabólica que aí ocorrerá. A auxina aplicada na base da plântula onde foi exercido o 

corte, conjuntamente com a auxina endógena, produzida ao nível da parte aérea da planta é translocada até 

à região basal indo induzir o processo de formação de raízes adventícias. Para impedir a degradação das 

auxinas, essenciais ao processo de enraizamento, a planta sintetiza compostos fenólicos que impedirão essa 
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degradação e resultam também na homeostase das ROS impedindo os efeitos negativos destas. As auxinas 

são essenciais na fase de indução ativando outras vias de sinalização onde está envolvido o óxido nítrico 

(ON), no entanto, em fases mais avançadas do processo de enraizamento as auxinas provocam a inibição 

do alongamento da raiz, contrariamente ao verificado para o etileno que o promove. Adaptado de Steffens 

& Rasmussen, (2016). 

 

Vários protocolos têm sido estabelecidos de forma a promover a formação de 

raízes adventícias e assim otimizar as taxas de propagação vegetativa em espécies de 

interesse agronómico e florestal, em particular espécies lenhosas (Porfírio et al., 2016a; 

Vielba et al., 2020; Morales-Orellana et al., 2022). Um estudo realizado por Steffens & 

Rasmussen (2016), revelou as etapas moleculares e fisiológicas que antecedem o processo 

de formação de raízes e que são responsáveis por controlar a divisão e diferenciação 

celular que resultará num novo primórdio radicular. Após o corte, as vias de sinalização 

de resposta ao stress do ferimento são iniciadas localmente, exatamente na região do corte 

que coincide com a base do caule aquando da propagação por estacaria (Creelman et al., 

1992; Schilmiller & Howe, 2005). Esse stress desencadeia um aumento imediato dos 

níveis de ácido jasmónico (AJ), com níveis máximos aos 30 minutos após o corte 

(Ahkami et al., 2009; Rasmussen et al., 2015), necessário para o sucesso da formação de 

raízes adventícias (Steffens & Rasmussen, 2016). Semelhante ao que ocorre em resposta 

a outras condições de stress, quando ocorre um dano físico a produção de ROS também 

aumenta (Wasternack et al., 2006), sendo o H2O2 fundamental para a resposta ao corte 

(Quan et al., 2008) e consequentemente a formação de raízes adventícias (Li & Xue, 2010; 

Liao et al., 2010; She et al., 2010). A integração da via de sinalização H2O2 com outra via 

de sinalização, em particular envolvendo o ião Ca²⁺ e as proteínas CaM, por serem 

ativadas pelo Ca²⁺, na regulação da formação de raízes adventícias foi previamente 

proposta por Liao et al. (2012) em Tagetes erecta. Os autores suportaram a sua hipótese 

ao verificarem um aumento nas concentrações de Ca²⁺ e expressão das CaM resultante da 

aplicação exógena de H₂O₂ durante a indução do processo de formação de raízes 

adventícias.  

Apesar dos ROS apresentarem um papel importante na sinalização da condição de 

stress, é importante que a célula apresente mecanismos para restabelecer a sua 

homeostase, impedido os efeitos negativos que estas possam apresentar, tais como, danos 

oxidativos e morte celular (Van Breusegem & Dat, 2006). A célula dispõe de dois 

mecanismos para restabelecer os níveis de ROS, um enzimático que envolve enzimas 
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antioxidantes que promovem a degradação dos ROS, tais como, a superóxido dismutase 

(SOD), a catalase (CAT), o ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa peroxidase (GPX) 

(Apel & Hirt, 2004), e outro não enzimático que envolve a biossíntese de compostos 

antioxidantes como os compostos fenólicos (Jaleel et al., 2009).  O aumento dos 

compostos fenólicos em resposta ao corte (Steffens & Rasmussen, 2016) permite 

relacionar o papel destas biomoléculas na formação de raízes adventícias (De Klerk et al., 

2011). Sabe-se também que durante o processo de formação de raízes as auxinas podem 

sofrer degradação, comprometendo assim o sucesso do enraizamento. Contudo, a 

utilização de compostos fenólicos inibe a degradação desta fitohormona, resultando em 

níveis mais elevados de auxinas e consequentemente na melhoria do EA (Liao et al., 

2010; De Klerk et al., 2011). Para Da Costa et al. (2013), a propagação por estacaria em 

plantas lenhosas, origina alterações dos níveis de auxina que levam à acumulação desta 

fitohormona nos tecidos junto ao corte, desencadeando vias de sinalização que provocam 

uma reprogramação celular a nível molecular que conduzirá à formação dos primórdios 

radiculares. 

Diversos estudos demonstraram a importância da auxina e o efeito antagónico 

exercido pelas citocininas durante o processo de formação de raízes adventícias (Delarue 

et al., 1998; Falasca & Altamura, 2003; Vidoz et al., 2010; Della Rovere et al., 2013). A 

indução do EA ocorre geralmente em condições de elevadas concentrações de auxina e 

níveis reduzidos de citocinina (De Klerk et al., 1999; Kuroha et al., 2002, 2005). As 

auxinas são sintetizadas maioritariamente nos tecidos aéreos, enquanto as citocininas são 

produzidas predominantemente nas raízes (Steffens & Rasmussen, 2016). 

As estrigolactonas constituem um grupo adicional de fitohormonas, com funções 

reguladoras sobre a morfologia da planta, controlando, por exemplo, a ramificação, o 

crescimento secundário e o desenvolvimento do sistema radicular (Wu et al., 2022). Estas 

hormonas também estão envolvidas na regulação das fases iniciais da formação de raízes 

adventícias, em conjunto com as auxinas e as citocininas (Kohlen et al., 2012; Rasmussen 

et al., 2012). As estrigolactonas são sintetizadas, maioritariamente, nas raízes (Gomez-

Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008), sendo que, na propagação por estacaria, devido 

à inexistência de raízes os níveis desta hormona são reduzidos, o que contribui para a 

redução da sua atividade inibitória sobre a iniciação radicular (Steffens & Rasmussen, 

2016). À medida que os tecidos radiculares se reorganizam, a sinalização hormonal é 

modulada, com uma recuperação progressiva da síntese de estrigolactonas e citocininas, 

que atuam inibindo divisões celulares excessivas e prevenindo a iniciação radicular 
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descontrolada (Steffens & Rasmussen, 2016). Em fases mais avançadas do 

desenvolvimento radicular, os requisitos hormonais voltam a modificar-se, a auxina passa 

a inibir o alongamento das raízes (Kevers et al., 1997; De Klerk et al., 1999; da Costa et 

al., 2013), enquanto a citocinina e o etileno promovem a emergência e o alongamento das 

raízes adventícias (Steffens & Rasmussen, 2016). 

Em 1933, Zimmerman e Hitchcock foram pioneiros ao demonstrar o papel 

fundamental do etileno no processo de formação de raízes adventícias em várias espécies, 

mesmo antes da descoberta do envolvimento da auxina. Sabe-se atualmente que o etileno 

interage tanto com a auxina (Růžička et al., 2007; Lewis et al., 2011), como com a 

citocinina (Bollmark & Eliasson, 1990; Ramírez-Carvajal et al., 2009). No entanto, a 

natureza exata destas interações, no contexto da propagação por estacaria, permanece por 

esclarecer (Steffens & Rasmussen, 2016). 

O corte (dano mecânico) da estaca induz a produção de etileno, seguido pela 

deposição de auxina endógena na base do corte. Cerca de 24 horas após o corte ocorre 

um segundo pico de síntese de etileno induzido pela presença da auxina (Podwyszynska 

et al., 2003). A Figura 12 esquematiza as complexas vias de sinalização hormonal 

envolvidas na indução de raízes adventícias provocada pelo corte. 

Em várias espécies vegetais, o óxido nítrico (ON) e o sulfeto de hidrogénio têm 

sido identificados como moléculas sinalizadoras com um papel promotor no EA (Liao et 

al., 2010; Li et al., 2011). No caso do ON, este atua como mediador da resposta à auxina, 

desencadeando a formação de raízes adventícias (Pagnussat et al., 2003, 2004; Zhang, H.  

et al., 2009) (ver descrição no ponto 2.5.1). Paralelamente, o metabolismo dos açúcares 

solúveis também tem demonstrado grande relevância neste processo. Diversos estudos 

revelaram que níveis mais elevados de açúcares solúveis estão associados a um EA mais 

eficiente em muitas espécies (Hoad & Leakey, 1996; Druege et al., 2000; Druege et al., 

2004; Druege & Kadner, 2008). Neste contexto, é importante salientar que as auxinas, o 

óxido nítrico e o peróxido de hidrogénio enquanto moléculas ROS sinalizadoras, 

contribuem diretamente para o aumento da acumulação de açúcares solúveis nos tecidos 

(Jasik & De Klerk, 1997; Husen & Pal, 2007; Liao et al., 2010), reforçando assim o seu 

papel no suporte metabólico necessário para a formação de novas raízes. Adicionalmente, 

condições ambientais, como a exposição a baixos níveis de luminosidade durante o 

armazenamento das estacas, podem favorecer o EA, possivelmente em resultado da 

acumulação de açúcares solúveis nesses tecidos (Husen, 2008; Klopotek et al., 2010). 

Esta interligação entre fatores hormonais, moléculas sinalizadoras e metabolismo 
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energético demonstra a complexidade e a coordenação bioquímica envolvidas na indução 

e desenvolvimento de raízes adventícias. 

 

2.4.1. Espécies reativas de oxigénio (ROS) envolvidas na sinalização imediata a 

condições de stress 

As ROS constituem um conjunto de moléculas derivadas do oxigénio, englobando 

tanto formas radicais (oxigénio singleto 1O2, radical hidroxilo OH• e superóxido O•−2), 

como não radicais (peróxido de hidrogénio, H2O2) (Zhang et al., 2016a; Zhang, et al., 

2016b; Zhang et al., 2016c), caracterizando-se pela presença, na sua estrutura, de pelo 

menos um átomo de oxigénio (Halliwell, 2006). As ROS são subprodutos do metabolismo 

aeróbico das plantas, geradas em diversos compartimentos celulares, nomeadamente nos 

cloroplastos (Dietz et al., 2016), mitocôndrias (Huang et al., 2016), peroxissomas 

(Sandalio & Romero-Puertas, 2015) e retículo endoplasmático (Tu & Weissman, 2004; 

Gross et al., 2006) e desempenham um papel crucial como mensageiros secundários, 

estando envolvidas na regulação do crescimento e na modulação de respostas ao stress 

abiótico e biótico (Zeng, J. et al., 2017; Huang et al., 2019). Através das suas propriedades 

oxidativas, as ROS podem desencadear alterações morfológicas adaptativas que 

contribuem para o aumento da tolerância das plantas a diversas condições de stress 

(Wahid et al., 2007; Bose et al., 2014; Frederickson Matika & Loake, 2014).  

Sob condições de stress as plantas aumentam rapidamente a produção de 

diferentes formas de ROS que estão envolvidas em processos de sinalização celular e 

indução de respostas de defesa, as quais incluem a indução de morte celular programada 

(Gill & Tuteja, 2010; Schippers et al., 2016). Este aumento pontual dos níveis de ROS 

exige, por parte da planta, a capacidade de restabelecer a homeostase redox intracelular, 

baixando as ROS aos níveis basais (Xie et al., 2014; Roussos, 2023). Níveis elevados de 

ROS podem originar a degradação de organelos celulares e comprometer a viabilidade 

celular por conduzirem à apoptose. Neste contexto, a reaquisição dos níveis basais de 

ROS é essencial, podendo ocorrer através do aumento da produção de compostos 

fenólicos enquanto compostos antioxidantes, ou da ativação de enzimas cuja função 

consiste na degradação destas moléculas (ver ponto 2.4) (Steffens & Rasmussen, 2016; 

Ban et al., 2021). 

No processo de indução do EA, o corte do tecido vegetal representa um estímulo 

de stress físico, desencadeando um aumento nos níveis de ROS como resposta a essa 
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Figura 13 

lesão (ver ponto 2.4) (Steffens & Rasmussen, 2016). De acordo com Huang et al. (2020), 

a produção de ROS induzida por danos físicos exerce um efeito positivo na indução de 

raízes adventícias em Arabidopsis (Figura 13). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Modelo representativo da possível via de sinalização das espécies reativas de oxigénio 

(ROS) durante a indução do processo de formação de raízes adventícias associado ao stress 

provocado pelo corte. Um pico nos níveis de ROS ocorre em resposta ao corte provocado na 

planta. Em resposta a este aumento das ROS ocorre um aumento da biossíntese de auxina ao nível 

da parte aérea da planta e subsequente transporte para a região basal do caule onde se acumula 

durante a fase de indução, dando início à formação das raízes adventícias. Adaptado de Huang et 

al. (2020).  

 

Entre as várias espécies das ROS, o H₂O₂ destaca-se como a mais relevante 

durante a formação de raízes adventícias (ver ponto 2.4), reportado em diferentes 

espécies, como em oliveira, feijão mungo e crisântemo (Quan et al., 2008; Li et al., 2009a; 

Santos Macedo et al., 2009; Li & Xue, 2010; Liao et al., 2010; She et al., 2010). O H₂O₂ 

é considerado a ROS mais estável (Gechev et al., 2002; Niu & Liao, 2016), estando 

diretamente associado a diversos reguladores de crescimento vegetal e influenciando 

múltiplas respostas fisiológicas e moleculares (Roussos, 2023). A sua participação nas 

vias de sinalização de fitohormonas como as citocininas, o AJ, AIA e o etileno foi 

demonstrada em vários estudos (Li et al., 2017; Gong et al., 2022). Durante o processo 
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de enraizamento, o corte do tecido associado à preparação da estaca induz um aumento 

local da concentração de H₂O₂ (Kang et al., 2018; Kushwaha et al., 2019), sendo este 

fenómeno potencialmente regulado pela aplicação exógena de auxinas, sugerindo a 

existência de ciclos de feedback entre o H₂O₂ e estes reguladores de crescimento 

(Kushwaha et al., 2019). Em Vigna radiata, verificou-se que o tratamento com AIB 

promoveu um aumento das concentrações endógenas de H₂O₂, indicando que a auxina 

pode potenciar o enraizamento por intermédio de uma via de sinalização que envolve o 

H₂O₂ (Li et al., 2009a). A interação entre o H₂O₂ e a auxina surge reportada em diversos 

trabalhos envolvendo espécies lenhosas e herbáceas, tais como a oliveira, o feijão e o 

pepino (Sebastiani et al., 2004; Zilkah et al., 2006; Liao et al., 2010). Em Berberis 

thunbergii var. atropurpurea Tehranifar et al. (2014) comprovaram que a aplicação de 

H2O2 em combinação com auxina AIB resultava igualmente num aumento da taxa de 

enraizamento, corroborando assim os trabalhos prévios onde a interação entre o H₂O₂ e a 

auxina já tinha sido associada ao sucesso do EA.  

 

2.4.2. Ião cálcio (Ca2+) – mensageiro secundário na resposta ao stress 

As plantas desenvolveram diversos mecanismos moleculares de defesa a 

estímulos ambientais, de entre os quais o Ca²⁺ se apresenta como mensageiro secundário 

na transdução de sinal a nível celular (Gilroy & Trewavas, 2001; Sanders et al., 2002; 

Harper et al., 2005; Vandelle et al., 2018), essencial na mediação das respostas 

fisiológicas das plantas (Besson-Bard et al., 2008; Dodd et al., 2010). Vários trabalhos 

reportam alterações na concentração de Ca²⁺ livre no citoplasma em resposta a diferentes 

estímulos de natureza abiótica e biótica, incluindo choque térmico (Gong et al., 1998), 

baixas temperaturas (Knight et al., 1991), radiação UV (Frohnmeyer et al., 1999), ataque 

por agentes patogénicos (Blume et al., 2000), stress oxidativo (Price et al., 1994), 

salinidade, anoxia (Bush, 1996) e exposição ao ácido abscísico (ABA) (Schroeder et al., 

2001). 

Perante situações de stress, a resposta inicial das células vegetais consiste num 

aumento transiente da concentração de Ca²⁺ no citoplasma, conhecido como "oscilação 

de cálcio" ou "calcium transients" (Blume et al., 2000). Estas oscilações são 

percecionadas por proteínas sensoras, frequentemente dotadas de domínios EF-Hand 

(estrutura helix-loop-helix), que após ligação ao Ca²⁺ desencadeiam cascatas de 

sinalização (Sanders et al., 2002). Entre estas proteínas destacam-se as calmodulinas 
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(CaM), as proteínas semelhantes a calmodulinas (CMLs), as quinases dependentes de 

cálcio (CDPKs/CPKs) e as proteínas Calcineurin B-like (CBL), que apesar da ativação 

pela ligação ao Ca²⁺ requerem a interação com proteínas-alvo para efetivar a transdução 

de sinal (Liu et al., 2022; Reddy et al., 2011). 

As CaM constituem uma família de proteínas sinalizadoras extremamente 

conservadas e muito comuns em organismos eucariotas (AL-Quraan et al., 2010). Estas 

proteínas apresentam uma estrutura típica constituída por 149 aminoácidos e contêm 

quatro EF-Hand Motifs (cada um com capacidade para ligar um ião Ca²⁺) que se agrupam 

aos pares constituindo dois domínios EF-Hand posicionados em extremidades opostas da 

proteína (Williams, 1999; McCormack et al., 2005). A ligação do Ca²⁺ às CaMs provoca 

alterações na sua conformação ativando-as funcionalmente, o que consequentemente 

permitirá que atuem como reguladoras de proteínas-alvo (Figura 14) envolvidas em 

diversos processos biológicos, como o crescimento, o desenvolvimento e respostas a 

fatores de stress (Shi & Du, 2020; Zeng et al., 2015). As CMLs, por sua vez, apresentam 

uma estrutura semelhante às CaMs mas com variações ao nível do número de EF-Hand 

Motifs (normalmente entre 1 e 6) e na capacidade de ligação ao Ca²⁺, uma vez que nem 

todos são funcionais (McCormack et al., 2005; Ranty et al., 2016; Mohanta et al., 2017). 

A caracterização das CaM tem sido realizada em diferentes espécies vegetais. Em 

A. thaliana foram identificadas 7 CaM e 50 CML (McCormack et al., 2005); em Oryza 

sativa, 5 CaM e 32 CML (Boonburapong & Buaboocha, 2007); 6 CaM e 144 CML em 

Glycine max (Zeng, H. et al., 2017); 3 CaM e 62 CML em Vitis vinifera (Vandelle et al., 

2018); 6 CaM e 30 CML em Gossypium raimondii (Mohanta et al., 2017) e 7 CaM e 55 

CML em Nicotiana benthamiana (Zhao et al., 2013). 
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Figura 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Representação esquemática da ligação do ião cálcio (Ca2+) às calmodulinas (CaM) 

através dos quatro EF-Hand Motifs. A ligação de um total de quatro iões de Ca2+ às CaMs provoca 

alterações conformacionais nestas proteínas alterando-as funcionalmente, o que permite a sua 

posterior associação a proteínas alvo envolvidas na transdução destes sinais de Ca2+ dentro da 

célula e consequente regulação de diversos processos biológicos. RE: Retículo Endoplasmático. 

Adaptado de Beghi et al. (2022). 

 

As funções atribuídas às CaM e CML nas vias de sinalização mediadas por Ca²⁺ 

durante o desenvolvimento e em contextos de stress são amplamente diversificadas (Liu 

et al., 2022). Em Arabidopsis, a proteína AtCaM3 regula a atividade de enzimas como a 

fosfatase AtPP7 ou a quinase AtCBK3, promovendo a tolerância ao calor (Zhang, W. et 

al., 2009; Zhou et al., 2009). Entre as múltiplas funções atribuídas à família das 

calmodulinas (CaM), destaca-se o seu envolvimento na regulação do processo de 

formação de raízes adventícias (Roussos, 2023). Um dos primeiros estudos a demonstrar 

esta relação foi desenvolvido por Muto e Hirosawa (1987), utilizando Tradescantia 

fluminensis como organismo modelo. Os autores evidenciaram que tanto as CaM como o 

ião Ca²⁺ desempenhavam um papel essencial na indução deste processo morfogénico. A 

aplicação de inibidores específicos das CaM, como a trifluoperazina (TFP), o composto 

48/80 e o calmidazolium, resultou na completa inibição do EA. De igual modo, o 

tratamento com antagonistas do Ca²⁺, como o A23187 e o lantânio (La³⁺) provocou a 

inibição total do processo de EA (dos Remedios, 1981). Curiosamente, a aplicação 
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exógena de Ca²⁺ não apresentou efeito indutor do enraizamento, sugerindo que os níveis 

endógenos de cálcio intracelular seriam suficientes para suportar o processo de 

diferenciação radicular. Em todos os casos, a remoção dos inibidores mediante lavagem 

com água destilada reverteu o bloqueio, indicando a natureza reversível da inibição. A 

participação das CaM nos eventos de divisão e diferenciação celular está de acordo com 

diversos estudos que demonstram o seu envolvimento nos processos mitóticos e 

citocinéticos em células vegetais. Muto e Hirosawa (1987) relataram a associação das 

CaM com o fuso mitótico e com a formação do fragmoplasto durante a citocinese. Em 

células do endosperma de Haemanthus, as CaM foram localizadas na ligação entre os 

cinetocoros e os microtúbulos durante a mitose, reforçando o seu papel na regulação da 

dinâmica do citoesqueleto durante a multiplicação celular (Vantard et al., 1985). 

 

2.5. Reguladores de Crescimento – O Papel das Auxinas na Indução do 

Enraizamento Adventício (EA) 
 

2.5.1. Ácido indol-3-butírico e ácido indol-3-acético  

Para induzir o processo de formação de raízes adventícias, a base das plântulas é 

frequentemente tratada com diferentes concentrações de auxina, naturais ou sintéticas 

(Winkelmann, 2013) (tal como mencionado previamente no ponto 2.3.1.2 – Tipo e 

concentração dos reguladores de crescimento). O AIB é a auxina mais utilizada em 

protocolos de indução de EA devido à sua elevada eficácia comparativamente a outras 

auxinas, como o AIA, o que se deve, em grande parte, à sua maior estabilidade à luz 

(Pacurar et al., 2014). No entanto o AIA é a auxina natural mais abundante nas plantas e 

fisiologicamente relevante, estando envolvida em inúmeros processos de crescimento e 

desenvolvimento, como o alongamento celular, a regulação da dominância apical, a 

diferenciação do tecido vascular, o desenvolvimento dos frutos, assim como a formação 

de raízes laterais e adventícias (Taiz & Zeiger, 2010; Flasiński & Hąc-Wydro, 2014; 

Porfírio et al., 2016c). Apesar de ser a auxina mais utilizada na indução do EA, o AIB é 

convertido metabolicamente em AIA, sendo a sua atividade biológica dependente desta 

conversão (Kurepin et al., 2011). Fattorini et al. (2017) demonstraram esta dependência 

seguindo uma abordagem mutagénica em enzimas responsáveis pela conversão do AIB 

em AIA em A. thaliana. A indução dessas mutações resultou numa redução da taxa de 

EA, evidenciando a importância da conversão do AIB em AIA (Figura 15). 



Revisão Bibliográfica 

 

51 
 

Figura 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Modelo representativo da atuação de ácido indol-3-butírico (AIB) exógeno na 

formação de raízes adventícias em Arabidopsis. Durante a conversão de AIB em ácido indol-3-

acético (AIA) ocorre a produção de óxido nítrico (ON) pelas enzimas que catalisam a conversão 

do AIB, tais como, enoyl-CoA hydratase2 (ECH2) e enoyl-CoA hydratase (IBR10), promovendo 

a síntese de ácido jasmónico (AJ), que irá induz a atividade das enzimas WEAK ETHYLENE-

INSENSITIVE2/ANTHRA NILATO SINTASE alfa1 (ASA1) e WEI7/ANTHRANILATO SINTASE 

beta1 (ASB1). O AIA proveniente da conversão do AIB e biossíntese de novo, realizada pelas 

enzimas codificadas pelas enzimas ASA1 e ASB1, é transportado até às células-alvo pelos 

transportadores de efluxo PIN FORMED1 (PIN1) e de influxo AUXIN RESISTANT1 (AUX1) e 

LIKE AUXIN RESISTANT3 (LAX3). O ON pode influenciar positivamente os PIN1 e AUX1 

aumentando o transporte endógeno de AIA para a formação de raízes adventícias. Adaptado de 

Fattorini et al. (2017). 

 

A conversão de AIB em AIA é assegurada pelas enzimas enoyl-CoA hydratase2 (ECH2) 

e enoyl-CoA hydratase (IBR10) (Strader et al., 2011). A ação destas enzimas de ß-

oxidação peroxissomal, provoca a síntese de ON peroxissomal, que funcionará 

essencialmente como mensageiro do AIB no processo de EA (Schlicht et al., 2013). A 

síntese de ON irá induzir a biossíntese de AJ que por sua vez ativa os genes envolvidos 

na biossíntese de AIA, WEAK ETHYLENE-INSENSITIVE2/ANTHRA NILATO SINTASE 

alfa1 (ASA1) WEI7/ANTHRANILATO SINTASE beta1 (ASB1) (Stepanova et al, 2005). 

Deste modo, os níveis de AIA proveniente da conversão do AIB, e da sua biossíntese de 

novo pelas enzimas ASA1 e ASB1, irão aumentar os níveis de AIA endógeno necessário 
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para o processo de EA (Fattorini et al., 2017). O AIA é transportado até às células-alvo 

responsáveis pelo processo de formação de raízes através dos transportadores de efluxo 

PIN FORMED 1 (PIN1) e de influxo, como o AUXIN RESISTANT1 (AUX1) e LIKE 

AUXIN RESISTANT3 (LAX3) (Della Rovere et al., 2015; 2016), cuja atividade é também 

regulada pelo ON, aumentando o transporte endógeno de AIA, necessário para o EA (Fan 

et al., 2014; Fattorini et al., 2017). A descrição mais aprimorada relativamente ao 

metabolismo de AIB e transportadores de AIA encontra-se descrita no ponto 2.5.2. 

 Tal como descrito anteriormente (ponto 2.3), o processo de EA é caracterizado 

por uma sequência de fases fisiológicas associadas à reaquisição da competência 

meristemática e subsequente diferenciação de novo de um novo órgão (Berthon et al., 

1990; De Klerk & Ter Brugge, 1992), sendo essas fases fortemente influenciadas pelas 

variações nos níveis endógenos de auxina, em particularmente do AIA (Berthon et al., 

1989; Hausman, 1993; Simon & Petrásek, 2011). De acordo com Blakesley (1994) e 

Gaspar et al. (1994), durante a fase de indução, anterior a qualquer alteração visível a 

nível histológico, ocorre um aumento nos níveis de auxina endógena, seguido 

posteriormente por uma redução significativa durante a fase de iniciação, caracterizada 

por intensas divisões e diferenciação celular. Posteriormente, na fase de expressão 

radicular, correspondente ao crescimento e emergência dos primórdios radiculares, 

verifica-se novamente um aumento dos níveis de auxina. 

Heloir et al. (1996) confirmaram esta dinâmica ao observar que plântulas de 

nogueira (Juglans regia), estabelecidas em meio de cultura suplementado com AIB 

apresentaram um aumento nos níveis endógenos de AIA, atingindo um pico às 60 horas 

após estabelecimento em meio de indução. Em contraste, plântulas mantidas em meio 

controlo (sem auxina exógena) não apresentaram variações significativas nos níveis de 

AIA, nem evidências de enraizamento. Após a transferência para meio de expressão, 

isento de auxinas exógenas, os níveis de AIA diminuíram gradualmente ao longo de 

quatro dias, mantendo-se em valores reduzidos, o que corrobora a hipótese de regulação 

faseada da concentração hormonal durante o processo de enraizamento. 
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Figura 16 

2.5.2. Metabolismo e transporte do ácido indol-3-acético 

A forma como o AIB contribui para a manutenção dos níveis gerais de auxina na 

planta são diferentes entre espécies e até mesmo entre genótipos dentro da mesma espécie, 

levantando a hipótese da existência de diferentes vias metabólicas do AIB (Ludwig-

Müller & Epstein, 1991; Ludwig-Müller et al., 1993). O AIB é estruturalmente 

semelhante ao AIA, exceto pela cadeia lateral, em que, AIA possui dois carbonos e AIB 

possui quatro carbonos (Damodaran & Strader, 2019) (Figura 16). 

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 16 – Representação das diferenças estruturais nas cadeias laterais em ácido indol-3-

acético (AIA) e ácido índole-3-butírico (AIB). Cadeia lateral de AIB constituída por quatro 

carbonos e cadeia lateral de AIA constituída por dois carbonos. Adaptado de Frick & Strader 

(2018). 

 

 O facto do AIB possuir uma cadeia lateral mais alongada que a cadeia lateral de 

AIA, é dificultada a sua ligação ao complexo de proteínas coreceptor de auxina 

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN-

Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID (TIR1/AFB-Aux/IAA) (Lavy & Estelle, 2016; 

Uzunova et al., 2016), um complexo proteico amplamente conhecido pela sua ligação ao 

AIA para regulação da expressão de genes mediados por auxinas (Tan et al., 2007; 

Calderon et al., 2012). Por este motivo, os efeitos fisiológicos resultantes do tratamento 

com AIB são causados mais provavelmente por AIA após a conversão do AIB e não pela 

molécula de AIB em si (Damodaran & Strader, 2019). O AIB é convertido em AIA 

através da redução da sua cadeia lateral de carbono num processo que decorre no 

peroxissoma pela β-oxidação de ácidos gordos (Zolman et al., 2000; Strader et al., 2010). 

As enzimas específicas que participam no processo de catalisação da conversão de AIB 
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no peroxissoma são a dehydrogenase/reductase indole-3-butyric acid response 1 (IBR1) 

(Zolman et al., 2007), a acyl-coA dehydrogenase/oxidase-like (IBR3) (Zolman et al., 

2007), a IBR10 (Zolman et al., 2008) e a ECH2 (Strader et al., 2011) (Figura 17). Também 

as enzimas 3-ketoacyl COA thiolase (PED1) (Zolman et al., 2000) e a Alquil-CoA oxidase 

(ACX) (Adham et al., 2005) conseguem converter o AIB em AIA apesar de não serem 

específicas. 

A hipótese do transporte do AIB a longa distância foi inicialmente sugerida por 

Zimmerman & Wilcoxon (1935) ao verificarem que a aplicação localizada de AIB estava 

associada à indução de respostas morfogenéticas em regiões distais da planta. No entanto, 

investigações subsequentes demonstraram que o movimento do AIB pode ocorrer sob a 

forma da própria molécula ou através de compostos derivados, como AIB conjugado ou 

AIA resultante da conversão metabólica do AIB (Damodaran & Strader, 2019). 

A distribuição espacial do AIA é rigorosamente regulada por transportadores 

específicos localizados na célula (Damodaran & Strader, 2019) que incluem proteínas de 

influxo e de efluxo (Vieten et al., 2007; Peer et al., 2011). Entre os principais 

transportadores de AIA destacam-se os pertencentes às famílias AUX/LAX, reconhecidos 

como mediadores do influxo de AIA (Frick & Strader, 2018) e as proteínas PIN e ABCG 

(classe de transportadores ABC do tipo P-glicoproteína) que atuam entre si para facilitar 

o efluxo polar de AIA (Vieten et al., 2007; Petrášek & Friml, 2009).  

Dado que o AIB apresenta uma estrutura molecular semelhante à do AIA, 

permanece incerto se os mesmos transportadores são capazes de o reconhecer e 

transportar (Damodaran & Strader, 2019). A evidência atual sugere que o AIB não possui 

afinidade com o transportador AUX1, embora possa ser substrato de outras proteínas da 

mesma família (Damodaran & Strader, 2019). Em contraste, as proteínas LAX3 

demonstram compatibilidade tanto com AIB como com AIA, atuando como 

transportadores para ambos (Swarup et al., 2008; Damodaran & Strader, 2019). Quanto 

ao efluxo, foi demonstrado que os mecanismos de transporte de AIB diferem dos do AIA, 

uma vez que a utilização de inibidores do transporte polar de auxinas resultou no bloqueio 

do movimento do AIA mas não afetou significativamente o transporte de AIB (Rashotte 

et al., 2003; Liu et al., 2012; Damodaran & Strader, 2019). 
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Figura 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 17- Modelo representativo do metabolismo e transporte de ácido indol-3-butírico (AIB) e 

ácido indol-3-acético (AIA) em Eucalyptus nitens durante a fase de indução da formação de raízes 

adventícias. O AIB exógeno é absorvido pelo caule e conjugado com aminoácidos pelas proteínas 

da família GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) sendo seguidamente transportado pela enzima LIKE 

AUXIN RESISTANT3 (LAX3) até às folhas, ativando assim a expressão dos genes ABCG36, 

ABCG37 e ABCD1, que facilitam a entrada do AIB no peroxissoma onde este é convertido em 

AIA por β-oxidação, com auxílio das enzimas dehydrogenase/reductase indole-3-butyric acid 

response 1 (IBR1), enoyl-CoA hydratase (IBR10) e enoyl-CoA hydratase2 (ECH2). Ainda de 

forma a manter a homeostase dos níveis de AIB, são desencadeados dois mecanismos, o primeiro 

derivado das proteínas GH3, tais como, GH3.1 e GH3.5, que promovem a conjugação de AIB 

com aminoácidos e o segundo realizados pelas enzimas como IAA-alanina hidrolase (IAR3) e 

IAA-aminoácido hidrolase (ILL2), que atuam nas folhas e hidrolisam essas conjugações, 

libertando AIB livre. Ainda ao nível da folha, transportadores de influxo de AIA, como o LIKE 

AUXIN RESISTANT2 (LAX2), transportam o AIA das folhas para o floema. Simultaneamente a 

este processo, membros da família PIN FORMED (PIN) transportam o AIA até ao local de 

rizogénese. De forma a regular o excesso dos níveis de AIA, as enzimas uridina difosfato-

glucosiltransferases (UDP-GT75B1, UDP-GT74F1, UDP-GT75B2) conjugam o AIA com 

glicose (formando IAAox-Glc), ou a enzima IAA carboxil metiltransferase 1 (IAMT1) converte 

o AIA excedente em éster metílico (formando MeIAA).   Adaptado de Frick & Strader (2018). 
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De forma integrada, Ayala et al. (2022) propuseram um modelo para o 

metabolismo e transporte de AIB e AIA durante a formação de raízes adventícias em 

Eucalyptus nitens. Neste modelo, o AIB é inicialmente absorvido na base do caule (zona 

do corte onde se irão desenvolver as raízes adventícias) e subsequentemente conjugado 

com aminoácidos via ação de proteínas da família GRETCHEN HAGEN 3 (GH3), sendo 

então transportado pela enzima LAX3 em direção às folhas. Este processo biológico induz 

a expressão de genes que codificam proteínas de efluxo ao nível da folha, nomeadamente 

ABCG36 e ABCG37, bem como o gene ABCD1, que facilita a entrada do AIB nos 

peroxissomas, onde ocorre a β-oxidação e a conversão do AIB em AIA, mediada pelas 

enzimas IBR1, IBR10 e ECH2. 

A conjugação de AIB com aminoácidos realizada pelas proteínas GH3 permitem 

não só o transporte de AIB mas também a regulação da homeostase dos níveis endógenos 

de AIB (Staswick et al., 2005; Hayashi et al., 2021). Em E. nitens verificou-se a 

sobreexpressão, em particular dos genes GH3.1 e a GH3.5, que codificam proteínas que 

catalisam a conjugação de AIB com aminoácidos, quer nas folhas, quer na base do caule, 

regulando assim os níveis de AIB livre permitindo que seja armazenado na forma de 

conjugados e seja reativo apenas quando necessário (Ayala et al., 2022). Em 

contrapartida, enzimas como a IAA-alanina hidrolase (IAR3) e a IAA-aminoácido 

hidrolase (ILL2), ativas nas folhas, são responsáveis pela hidrólise dessas conjugações, 

libertando AIB livre, sugerindo que o AIB possa ser armazenado também na sua forma 

livre (Frick & Strader, 2018; Ayala et al., 2022). 

Assim como descrito anteriormente, sabe-se que o transporte e distribuição de 

AIA através de transportadores específicos até ao seu local de atuação são um fator 

importante para o sucesso da indução da formação de raízes adventícias (Sukumar et al., 

2013; Matthes et al., 2019). Em E. nitens, foi observado um aumento da expressão de 

transportadores de influxo de AIA extracelular nas folhas, como o LAX2, permitindo a 

posterior translocação do AIA via floema até à base do caule, onde atuará na indução da 

formação dos campos morfogénicos, posterior diferenciação celular e subsequente 

processo de organogénese com formação dos primórdios radiculares. Durante este 

processo verifica-se a expressão diferencial de membros da família PIN, com uma 

sobreexpressão visível em membros das subfamílias PIN1 e PIN7 nas folhas e base do 

caule, o que sugere que o transporte de AIA para fora destas regiões é mais intenso de 

modo a dirigir o fluxo de AIA até ao local de rizogénese, enquanto PIN6 se encontrava 
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especificamente na zona de enraizamento, orientando os restantes transportadores de 

efluxo para a região onde AIA é mais necessário (Ayala et al., 2022).  

Resultante da conversão de AIB em AIA, o excedente AIA pode ser oxidado pela 

ação das enzimas DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAO) (Hayashi et al., 

2021).  Apesar de descrito em Arabidopsis, em E. nitens a oxidação de AIA pelas enzimas 

DAO não se verificou, o que poderá sugerir que a oxidação do AIA não é a principal via 

de homeostase dos níveis de AIA. Ainda assim, foi possível verificar que as enzimas 

uridina difosfato-glucosiltransferases (UDP-GT75B1, UDP-GT74F1, UDP-GT75B2), 

terão conjugado AIA com glicose (formando IAAox-Glc), diminuindo os níveis de AIA 

oxidado, sendo a expressão de UDP-GT75B1 e UDP-GT75B2 detetada nas folhas e na 

base do caule, enquanto UDP-GT74F1 na zona de enraizamento (Ayala et al., 2022). 

Caso os níveis de AIA se mantenham elevados, pode também ser desencadeado 

um mecanismo que permite a sua redução através da conversão em éster metílico 

(formando MeIAA), reação que é catalisada pela enzima IAA carboxil metiltransferase 1 

(IAMT1), processo este observado no caule e folhas de Arabidopsis (Yang et al., 2008, 

Ayala et al., 2022) (Figura 17). 
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3.1. Obtenção do Material Vegetal para Estabelecimento dos Ensaios de 

Enraizamento – Multiplicação Vegetativa por Cultura de Microestacas 

Para o estabelecimento dos ensaios de enraizamento foram considerados dois 

genótipos de Juglans com diferentes comportamentos ao estímulo do EA, a cv. 

‘Chandler’ (J. regia L.) conhecida pela sua recalcitrância (com taxas de enraizamento 

raramente superiores a 61%) e o híbrido ‘Paradox’ (J. regia x J. hindsii) cl. ‘Vlach’ 

descrito como sendo um genótipo de fácil enraizamento (com taxas enraizamento de 

aproximadamente 80%) (Pei et al., 2007, Peixe et al., 2015). Os dois genótipos já se 

encontravam estabelecidos em condições in vitro (Laboratório Melhoramento e 

Biotecnologia e Vegetal - Universidade de Évora) (Figura 18 A, B), tendo sido 

necessário proceder à sua multiplicação de modo a obter o número de plântulas 

necessário ao estabelecimento dos ensaios de enraizamento. 

A multiplicação vegetativa das plantas dos dois genótipos de Juglans foi 

realizada em câmaras de fluxo laminar, em condições de total assepsia, de forma a 

garantir a inexistência de contaminações. De forma resumida, foram obtidos, das 

plântulas mantidas em condições in vitro, segmentos de caule de aproximadamente 1 

cm de comprimento e apresentando 1 a 2 gemas axilares.  Estas microestacas foram 

estabelecidas na posição vertical em caixas de polipropileno SacO2® modelo 

O118/120 + OD118 (Figura 18-C) contendo aproximadamente 80 mL de meio de 

multiplicação DKW - Driver & Kuniyukki Walnut (Driver & Kuniyuki, 1984) [1,5× 

micronutrientes, 200 mg L-1 de caseína hidrolisada, 30 g L-1 de sacarose, 1 mg L−1 de 

6-BAP e 0,01 mg L−1 de AIB], gelificado por adição de Gellan Gum® (2,5 g L-1). O 

pH do meio foi ajustado a 5,5 previamente ao processo de esterilização, o qual 

decorreu a 121ºC e 1 bar de pressão durante 20 min.  
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Figura 18 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

Figura 18 - Representação das diferentes etapas que caracterizaram o estabelecimento dos 

ensaios de enraizamento e recolha de material vegetal. (A,B) Plântulas previamente 

estabelecidas em cultura in vitro, (C) Multiplicação por cultura de segmentos caulinares com 

uma gema axilar (microestacas), (D) Preparação das plântulas para estabelecimento dos 

ensaios de enraizamento, (E) Estabelecimento das plântulas em meio de indução de 

enraizamento, (F) Plântula após a fase de indução onde é indicada a região recolhida para os 

estudos moleculares, bioquímicos e caracterização histomorfológica do processo de 

enraizamento adventício (EA). 

 

No total foram estabelecidas 400 microestacas de cada genótipo (40 caixas por 

genótipo, cada caixa apresentando 10 microestacas). A propagação das plântulas por 

cultura de microestacas permitiu obter o material vegetal necessário para 

estabelecimento dos diferentes ensaios de enraizamento. As culturas foram mantidas 

numa câmara de cultura (Aralab, Fitoclima 4600) com condições controladas de 

temperatura (26ºC±1°C), fotoperíodo (16 horas) e intensidade luminosa (100 µmol m 

2 s-1) durante um período de 30 dias.  
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Figura 19 

3.2. Estabelecimento dos Ensaios de Enraizamento e Recolha de Material 

Vegetal 

Para o estabelecimento dos ensaios de EA as plântulas provenientes da fase de 

multiplicação foram preparadas retirando o callus formado na região basal e as folhas 

mais basais, mantendo entre 3 e 4 folhas apicais (Figura 18-D). Estas plântulas foram 

inoculadas em caixas de polipropileno, SacO2® modelo OV80 + OVD80 contendo 

aproximadamente 100 mL de meio de enraizamento DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) 

com 1/2 macronutrientes, suplementado com 30 g L-1 de sacarose e 100 mg L-1 de 

caseína hidrolisada (Figura 18-E).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Esquema representativo do procedimento experimental incluindo uma primeira fase de 

multiplicação do material vegetal para obtenção de plântulas suficientes para o estabelecimento dos ensaios 

de enraizamento, o estabelecimento dos ensaios de enraizamento para recolha de material utilizado nas 

diferentes análises (moleculares, bioquímicas e histológicas). 

 

Como agente gelificante foi utilizado o Gellan Gum® (2,5 g. L−1), adicionado 

ao meio após ajuste do pH a 5,5. As condições de esterilização do meio de cultura 

foram as descritas no ponto anterior. As culturas permaneceram numa câmara de 
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cultura (Aralab, Fitoclima 4600) com condições controladas de temperatura 

(26ºC±1°C) e fotoperíodo (0h). 

Foram estabelecidos dois ensaios de EA considerando dois objetivos distintos 

os quais são descritos abaixo nos pontos 3.2.1 e 3.2.2 e esquematizados na Figura 19. 

 

3.2.1. Avaliação dos mecanismos moleculares e bioquímicos 

Para os estudos moleculares (análise da expressão génica) e bioquímicos 

(expressão enzimática e determinação das ROS) foram consideradas duas condições, 

uma correspondendo ao meio de cultura onde foi adicionada a auxina AIB como agente 

indutor do EA (3 mg L-1) (meio de indução) e uma correspondente ao meio de igual 

composição base diferindo apenas do meio de indução por não apresentar a auxina 

AIB na sua composição (meio controlo).  Foram consideradas por genótipo um total 

de 44 caixas (8 plântulas por caixa), sendo 24 caixas com meio controlo (sem AIB) e 

20 caixas com meio de indução (com AIB). 

  As amostras foram recolhidas ao longo do período de indução e início da fase de 

expressão num total de seis tempos de recolha – 0h (imediatamente após preparação 

da plântula, previamente à inoculação no meio de indução do enraizamento), 6h, 24h, 

3d, 5d e 7d após estabelecimento em meio de cultura (com AIB e sem AIB). Por cada 

tempo de recolha foram consideradas quatro réplicas biológicas, correspondendo cada 

réplica aos segmentos (~1 cm) obtidos da região basal do caule de oito plântulas (cada 

caixa correspondeu a uma réplica biológica) (Figura 18-F). O material vegetal 

correspondente a cada réplica biológica foi recolhido para tubos estéreis de 2 mL, 

imediatamente congelado em azoto líquido e armazenado a -80°C até ao seu posterior 

processamento. A continuação do respetivo procedimento experimental encontra-se 

descrito nos pontos 3.3 e 3.4. 

 

3.2.2. Caracterização histomorfológica do processo de enraizamento adventício (EA) 

Para os estudos histológicos foi apenas considerado o meio de cultura 

suplementado com agente indutor AIB. Foram consideradas 8 caixas, cada uma 

contendo 10 plântulas do híbrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’. As plântulas permaneceram 

nas condições acima descritas até à recolha do material vegetal que decorreu às 0h, 3d, 

5d e 7d. A região basal das plântulas (~1cm) foi secionada (Figura 18-F) e colocada 

numa solução de fixação [10 mL de formaldeído, 10 mL de ácido acético, 80 mL de 
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etanol (70%)] (F.A.A.) e armazenada a 4ºC até subsequente processamento. A 

continuação do respetivo procedimento experimental encontra-se descrito no ponto 

3.5. 

 

3.3. Envolvimento das Calmodulinas no Enraizamento Adventício (EA) 
 

3.3.1. Identificação e caracterização dos genes das calmodulinas em Juglans regia 

A identificação das sequências putativas das CaMs em J. regia foram 

realizadas através de uma análise BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) na 

base de dados EnsemblPlants (https://plants.ensembl.org/index.html) utilizando como 

referência as 7 sequências canónicas de CaMs descritas em A. thaliana (AtCaMs) 

(McCormack et al., 2005; TAIR, 2024) sendo a análise focada na base de dados do 

genoma de J. regia. As sequências identificadas como sendo sequências de CaM de J. 

regia (JrCaMs) foram utilizadas para uma análise BLASTp na base de dados NCBI 

(National Center of Biotechnology Information, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) garantido tratar-se de JrCaMs. As sequências 

JrCaMs foram por fim utilizadas como referência para uma última análise BLASTp na 

base de dados EnsemblPlants garantindo a identificação de todas as sequências de J. 

regia. 

De entre as várias sequências obtidas como putativas JrCaMs e para garantir 

não incluir nenhuma sequência Calmodulin-like (CMLs) devido à sua elevada 

similaridade, foi realizada uma matriz de identidade entre a sequência AtCaM7 e as 

seis sequências de JrCaMs. Para esta análise foi utilizado o software BioEdit (versão 

7.7.1; Alzohairy, 2011). 

Numa tentativa de classificar as JrCaMs seguindo a nomenclatura utilizadas 

em outras espécies foi realizada uma análise filogenética considerando 40 sequências 

de CaM de 5 espécies de plantas pertencentes à classe Magnoliopsida (Malus 

domestica, Solanum pennellii, Castanea dentata, O. europaea. e A. thaliana). Para 

construção da árvore filogenética foi realizado um alinhamento no MUSCLE do 

software MEGA11 (versão 11; Tamura et al., 2021) seguindo o método Neighbor-

Joining, com o valor de bootstrap de 1000 réplicas. Para visualização gráfica da árvore 

filogenética foi utilizado o software iTOL versão 6 (Interactive Tree Of Life, versão 6, 

https://itol.embl.de/, Letunic & Bork, 2024). 

https://plants.ensembl.org/index.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://itol.embl.de/
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Para análise de parâmetros relacionados com as sequências proteicas foi 

utilizado o programa ExPASy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/, 

Gasteiger et al., 2005) permitindo a determinação do ponto isoelétrico (pI), peso 

molecular e percentagem em metioninas (%M).  

A previsão da localização subcelular das JrCaMs foi obtida por análise das 

sequências proteicas no programa WoLFPSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/, Horton et 

al., 2007).  

Para identificação dos quatro EF-Hand Motifs envolvidos na ligação ao ião 

Ca2+ (característicos das Calmodulinas), foi realizado um alinhamento no CLC Main 

Workbench 11.0.1 (ClCbio, Aarhus N) considerando as sequências proteicas de 

JrCaMs e AtCaMs e as posições de cada um destes Motifs conservados descritas por 

Zhang et al. (2022). Para análise mais detalhada dos quatro EF-Hand Motifs, presentes 

nas sequências proteicas de JrCaMs, foi realizada uma análise BLASTp pelo programa 

UniProt (https://www.uniprot.org/help/blast-submission).  

De modo a identificar potenciais interações entre as proteínas JrCaMs e outras 

proteínas potencialmente envolvidas no processo de EA foi utilizado o programa 

Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING; versão 11; 

Szklarczyk et al., 2019; https://string-db.org/). A visualização da estrutura 

tridimensional das JrCaMs, foi realizada através do programa Iterative Threading 

ASSEmbly Refinement (I-TASSER) (https://zhanggroup.org/I-TASSER/; Zhou et al., 

2022). 

A estrutura dos genes CaMs de A. thaliana e J. regia foi obtida por comparação 

entre as sequências genómicas e as correspondentes sequências codificantes, limitadas 

a 5’ pelo codão de iniciação (ATG) e a 3’ pelo codão stop (ORF - Open Reading 

Frame), obtidas a partir das sequências transcritas (CDS – CoDing Sequences) 

disponíveis na base de dados EnsemblePlants (https://plants.ensembl.org/index.html). 

A representação gráfica da estrutura dos genes foi obtida no programa GSDS versão 

2.0 (Gene Structure Display Server, https://gsds.gao-lab.org/, Hu et al., 2015) onde se 

associou uma árvore filogenética construída com as sequências das duas espécies 

seguindo o mesmo procedimento descrito acima.  

As sequências codificantes dos genes de JrCaMs identificados no presente 

trabalho foram utilizadas para o desenho de primers específicos a utilizar na análise 

da expressão génica (procedimento descrito no ponto 3.3.3). 

 

https://web.expasy.org/protparam/
https://wolfpsort.hgc.jp/
https://www.uniprot.org/help/blast-submission
https://string-db.org/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://plants.ensembl.org/index.html
https://gsds.gao-lab.org/
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3.3.2. Extração de RNA e síntese de DNA complementar (cDNA) 

Para a extração do RNA total, o material vegetal, recolhido nos diferentes 

tempos durante o ensaio de indução do EA (Figura 20 A e B), foi macerado em azoto 

líquido num almofariz com a ajuda de um pilão até à obtenção de um pó muito fino 

(Figura 20-C). Para o processo de extração foram utilizados aproximadamente 100 mg 

desse material vegetal macerado com recurso ao Maxwell 16 (Promega, Madison, 

EUA) utilizando o Maxwell 16 LEV simplyRNA Tissue kit (Promega, Madison, EUA) 

(Figura 20-D). As amostras extraídas foram eluídas num volume de 50 µL de tampão 

de eluição. Durante o processo de extração de RNA cada amostra foi tratada com 5 µL 

de DNAse de forma a eliminar DNA genómico residual.  

Para determinação da concentração e avaliação da pureza das amostras de RNA 

extraídas foi utilizado o espectrofotómetro NanoDrop™ 2000/2000c (ThermoFisher 

Scientific, EUA). Como parâmetros de avaliação da pureza foram considerados os 

valores dos rácios das absorvâncias A260/A280 e A260/A230, devendo os valores ser 

próximos de 2.0 para serem consideradas amostras puras (Thermo Scientific, 2009). 

Para análise da integridade do RNA total foi realizada uma eletroforese em gel 

de agarose (1.2% m/v, NZYTech MB02703) em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 

com a adição de 2 µL de GreenSafe (NZYtech)/100 mL de agarose, permitindo a 

posterior visualização dos ácidos nucleicos sob luz UV. Por cada amostra foram 

considerados 5 µL de RNA com 4 µL de tampão de amostra (RNA Loading buffer, 

Thermo Scientific). Para controlo da migração das bandas em gel foi utilizado o 

marcador molecular NZYDNA Ladder VII (NZYtech). O resultado da eletroforese foi 

avaliado num Transiluminador UV (GENE FLASH Syngene Bio Imaging). As 

amostras extraídas foram conservadas a -80ºC até à sua posterior utilização na síntese 

de cDNA. 
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Figura 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Representação esquemática do procedimento experimental realizado para análise da 

expressão dos genes das Calmodulinas (JrCaM) associado ao processo de formação de raízes 

adventícias em Juglans regia.  

 

 

Para a síntese de cDNA foram utilizados 0.5 µg de RNA total de cada amostra 

utilizando o Kit SensiFAST cDNA synthesis (Bioline) seguindo o protocolo descrito 

pelo fornecedor. O procedimento consistiu na preparação da mistura de reação comum 

a todas as amostras (incluindo o tampão de reação, a enzima e um volume de água 

comum a todas as amostras), sendo posteriormente adicionado por amostra o 

correspondente volume de RNA total e o restante volume de água para perfazer os 20 

µL de reação. A reação de transcrição reversa (RT) decorreu no sistema BIO-RAD 

T100 (Figura 20-E) com o seguinte programa: 25ºC durante 10 min para ligação dos 

primers, 42ºC durante 15 min seguido de 48ºC durante 15 min para a reação de 

transcrição reversa. Para inativação da enzima realizou-se um último passo a 85ºC 

durante 5 min. As amostras de cDNA foram diluídas de 1:100, sendo o volume final 

dividido em alíquotas de 20 µL, posteriormente armazenadas a -20ºC até realização 

das reações de RT-qPCR (Figura 20-F). 
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3.3.3. Estudo da expressão dos genes JrCaM por RT-qPCR (Reverse Transcription 

quantitative PCR) 

 

3.3.3.1. Seleção dos genes de referência 

As sequências codificantes dos genes β-Actin, Histone2B e Polyubiquitin, 

Ubiquitin-conjugating enzyme E2, Elongation Factor 1-alpha e E3 Ubiquitin-protein 

ligase SDIR1, descritos na literatura como genes de referência no processo de EA de 

oliveira (Noceda et al., 2022), foram obtidas através de uma análise BLASTn na base 

de dados do genoma de J. regia (EnsemblPlants, disponível em 

https://plants.ensembl.org/index.html). As sequências identificadas como sendo as 

homólogas de J. regia (Tabela 2) foram utilizadas para análise BLASTn na base de 

dados NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), garantido tratar-se dos genes 

selecionados.  

 

Tabela 2 - Informação relativa aos genes selecionados como candidatos a genes de referência 

para a normalização dos resultados de expressão dos genes JrCaM durante o processo de 

formação de raízes adventícias em Juglans regia. 

Tabela 2 

Gene Abreviação ID Função 

β-Actin JrB-Actin Jr10_10470 
Morfologia celular e manutenção do 

citoesqueleto 

Histone 2B JrH2B Jr14_11740 Organização da Cromatina 

Polyubiquitin JrPoliUBI Jr03_10540 
Seleção de proteínas para degradação 

pelo proteassoma 

Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 
JrUBI-E2 Jr02_05000 

Modificação pós-traducional para 

regulação de degradação de proteínas 

Enlogation factor1-

alpha 
JrEF1-alfa Jr07_35160 

Alongamento de cadeias polipeptidicas 

durante a síntese proteica no ribossoma 

E3 ubiquitin-protein 

ligase SDIR1 
JrSDIR1 Jr07_36870 Modificação de proteínas-alvo 

 

 

3.3.3.2. Desenho de primers específicos 

Para o desenho de primers específicos para as sequências dos genes candidatos 

a genes de referência e dos genes JrCaM utilizou-se o programa Primer3Plus 

(https://www.primer3plus.com/index.html; Untergasser et al., 2007) considerando em 

todos os casos as sequências codificantes. 

https://plants.ensembl.org/index.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.primer3plus.com/index.html
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Figura 21 

Tendo em conta a similaridade entre as sequências de JrCaM foi efetuada uma 

matriz de modo a avaliar a dificuldade no desenho de primers específicos. Para 

realização desta matriz de similaridade foram alinhadas as seis sequências codificantes 

(CDS) de JrCaM, no ClustaIW Multiple Alignment do programa BioEdit (versão 

7.7.1; Alzohairy, 2011). A elevada similaridade entre duas das seis sequências 

codificantes de JrCaMs (Jr04_06300 e Jr07_32780), impossibilitou o desenho de 

primers específicos para cada um destes dois genes, tornando necessário o desenho de 

primers que amplificassem simultaneamente ambos os genes. A especificidade dos 

primers foi avaliada utilizando o alinhamento previamente construído (Figura 21 A e 

B). Como complemento, foi ainda realizada uma análise no programa Primer-BLAST 

do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/; Ye et al., 2012). Os 

primers desenhados (Tabela 3) foram sintetizados pela empresa STABVIDA Lda. 

(Caparica, Portugal).  

 

 

 

  

Figura 21 - Esquema demonstrativo da análise realizada durante o desenho dos primers específicos para os 

genes JrCaM. No alinhamento das seis sequências de JrCaM é realçada a posição dos primers forward (A) e 

reverse (B) para a sequência Jr06_16530. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


Materiais e Métodos 

 

 69  

 

Tabela 3 - Informação relativa aos primers selecionados como candidatos a genes de referência e genes de 

interesse (Calmodulinas - JrCaM) e alguns parâmetros relativos à análise RT-qPCR.  

Tabela 3 

ID: Código identificativo da sequência [nM]: Concentração de primers utilizada por reação (nM), Ta: Temperatura de 

emparelhamento (annealing) dos primers (ºC), TA: Tamanho do fragmento amplificado (amplicão) (pb). E(%): Eficiência 

da reação de amplificação; R2: Coeficiente de determinação. *: Gene com expressão muito reduzida não permitindo a 

determinação da eficiência e posterior análise de expressão. 

 

3.3.3.3. Estabelecimento das condições de RT-qPCR 

Para cada reação de amplificação foi utilizado 1× Maxima SYBR Green qPCR 

Master Mix, 200 a 500 nM de cada um dos primers específicos para os genes alvo e 

para os genes de referência (ver detalhes na Tabela 3) e 2 µL de cDNA (previamente 

diluído 1:100) para um volume total de 16 µL. Para cada amostra biológica foram 

realizadas duas réplicas técnicas. Em cada placa foram consideradas duas réplicas 

técnicas de uma reação sem cDNA de modo a descartar a possibilidade de 

 Gene  ID Primers (5´→3’) 
[nM] 

 

Ta 

(ºC) 

TA 

(pb) 

E(%) 

R2 

C
a

n
d
id

a
to

s 
a

 g
en

es
 d

e 
re

fe
rê

n
ci

a
 

JrB-Actin 
Jr10_10470 

Fw: TCTCTACGGAAATATCGTTCTCAGT 

Rev:  CTTGGGGCAAGAGCAGTGAT 
200 62 93 

94,99 

0,994 

JrH2B 
Jr14_11740 

Fw: CGGCCGAGAAGAAGCCTAAA 

Rev: ACGCTCTTCTTGGTACGCTT 
200 62 94 

90,92 

0,998 

JrPoliUBI 
Jr03_10540 

Fw: GCAACTGGAGGATGGTCGC 

Rev:  AGACGGAGGACAAGGTGAAG 
500 64 75 

93,78 

0,997 

JrUBI-E2 
Jr02_05000 

Fw: TGAATTGCTGTGTCACGTGTTG 

Rev:  TGAAGCAAAGTCCACATGAACA 
500 62 90 

99.26 

0,994 

JrEF1-alfa 
Jr07_35160 

Fw: CGGCCGGGTTCTATATTCAGTTT 

Rev:  TGTGAACCTTTTCCTTGCCCA 
500 62 71 

101.44 

0,996 

JrSDIR1 
Jr07_36870 

Fw: TGAGCGTTTCAAGGGTTAAGGA 

Rev:  TGCGTCACAGAGCTGAACAA 
500 62 88 

100.69 

0,964 

Jr
C

a
M

 

JrCaM1a 
Jr04_06300 

Fw: ACTACGAGGAGTTTGTCAAGGT 

Rev: TGGTGGAGGCAAGATTGATT 

500 61 

 

56 

 
95,4 

0,999 

JrCaM1b 
Jr07_32780 

Fw:ACTACGAGGAGTTTGTCAAGGT 

Rev: TGGTGGAGGCAAGATTGATT 

500 61 

 

56 95,4 

0,999 

JrCaM2 
Jr06_16530 

Fw:GACGGTGATGGTCAGGTGAAT 

Rev: TGTGAACGAGAAACATCTGCC 

300 62 83 96,0 

0,98 

JrCaM3a 
Jr07_32820 

Fw:TCCAAATTAAGATAGTCT 

Rev: CAAGATAAGATGAAACGAGATAG 

500 62 104 * 

JrCaM3b 
Jr07_32830 

Fw:AAATTAGTCTCCATAA 

Rev: AGATGAAATAAGATGGAAC 

500 62 99 * 

JrCaM4 
Jr15_11320 

Fw:GAGGATGATGCTTGCAAAGTGA 

Rev: TGTGTCTCATATCCATACCTTGTCT 

500 61 51 94,9 

0,996 
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contaminações ou estruturas secundárias formadas pelos primers (controlos 

negativos). 

Para realização das reações de amplificação utilizou-se um equipamento 7500 

Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) seguindo o seguinte programa: 

desnaturação inicial a 95ºC por 10 min, seguida de 40 ciclos consistindo cada ciclo 

num passo de 15 seg a 95ºC para desnaturação das cadeiras seguido de 1 min para 

emparelhamento (annealing) e extensão à temperatura específica para cada gene 

(consultar detalhes da temperatura na Tabela 3). No final de cada reação foi 

considerado um passo adicional que permitiu gerar uma curva de dissociação que 

consistiu num passo a 95º C durante 15 seg, seguido de 60ºC durante 1 min, com um 

aumento gradual até atingir os 95ºC de modo a desnaturar todas as cadeias. A 

especificidade associada a cada par de primers foi avaliada por verificação da 

existência de um único pico na curva de dissociação correspondendo a apenas um 

fragmento amplificado.  

De modo a avaliar a eficiência (E) da reação de RT-qPCR para cada um dos 

genes foram elaboradas curvas de calibração utilizando uma amostra padrão 

representativa de todo o ensaio que consistiu na mistura de 2 µL de cada amostra de 

cDNA (1:1) e onze diluições (1:2) em série (1:1 – 1024). Para o cálculo da E utilizou-

se a fórmula:  

 

E = 10(−1/declive da reta)*100 

 

O valor de E deve apresentar valores num intervalo entre 90 a 105% (Bio-Rad 

Laboratories, 2006). O valor de R2, correspondente ao coeficiente de determinação, 

permite avaliar o ajuste à reta dos pontos considerados para construção da curva de 

calibração e deverá superior a 0,980 (Bio-Rad Laboratories, 2006).  

 

3.3.3.4. Análise da expressão dos genes JrCaMs 

Para análise da expressão de todos os genes considerados (genes candidatos a 

genes de referência e genes de interesse – JrCaM) foi obtido o valor do ciclo de 

quantificação (Cq) de cada amostra através do Software Applied Biosystems 7500 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Estes valores de Cq de cada amostra 
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foram convertidos em valores de quantidades relativas (QR) pelo método ΔCq 

(Vandesompele et al., 2002), usando a fórmula: 

𝑄𝑅 = 𝐸Δ𝐶𝑞, onde Δ𝐶𝑞 = menor valor de 𝐶𝑞 – 𝐶𝑞 da amostra 

biológica e 𝐸 o valor da eficiência previamente calculado (ver acima 3.3.3.3). 

Para seleção dos genes de referência, os valores de QR foram analisados pelo 

software GeNorm (Vandesompele et al., 2002) considerando como critério de seleção 

o valor de V≤0.15 (correspondente à variação pareada de cada gene de referência com 

todos os genes considerados como candidatos a genes de referência) e de M≤ 1,5 

(correspondente ao nível de estabilidade que é definida como a variação média aos 

pares de um gene específico com todos os outros genes de referência, sendo que genes 

com os valores M mais baixos apresentam uma expressão mais estável). 

O cálculo do valor de expressão dos genes de interesse foi realizado segundo a 

expressão:  

QR da amostra/Fator de normalização, sendo que o fator de 

normalização de cada amostra resultou da média geométrica do QR de três genes de 

referência selecionados para cada genótipo (a integração de três genes de referência 

teve em conta o menor valor de V resultante da análise realizada previamente no 

GeNorm; a diferença nos genes selecionados para cada genótipo, cv. ‘Chandler’ e 

híbrido ‘Paradox’, resultou da análise relativa ao valor de M): JrH2B, JrPoliUBI e 

JrB-Actin para o híbrido ‘Paradox’ e JrH2B, JrPoliUBI  e JrUBI-E2 para a cv. 

‘Chandler’. 

De forma a ilustrar os padrões de expressão espaciotemporal dos genes JrCaMs 

pelo programa Heatmapper (http://www.heatmapper.ca/; Babicki et al., 2016) 

utilizaram-se os valores médios de QR normalizados. De modo a representar a 

expressão diferencial dos genes JrCaM os valores de QR normalizados foram 

convertidas num código de cores.  

 

3.4. Envolvimento do Stress Oxidativo no Enraizamento Adventício (EA) 

 

3.4.1. Determinação dos níveis de peróxido de hidrogénio (H2O2) durante a indução 

do enraizamento adventício (EA) 

A quantificação de H2O2 foi realizada por espectrofotometria seguindo o 

protocolo descrito por Alexieva et al. (2001), com algumas modificações. 200 mg de 

http://www.heatmapper.ca/
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material vegetal macerado foram homogeneizados com 750 µL de ácido 

tricloroacético (TCA) a 0,1% (m/v), seguida de uma centrifugação (HERMLE, 

Z383K) de 15 min (16000 g; 4ºC). O sobrenadante foi recolhido de cada amostra e o 

respetivo precipitado conservado para posterior utilização na quantificação de proteína 

total (ponto 3.4.2.1) e análise da expressão enzimática por Western blot (ponto 

3.4.2.2). Do sobrenadante recolhido, 50 µL foram aplicados nos respetivos poços da 

microplaca, sendo em seguida adicionados 50 µL de tampão fosfato (100 mM, pH 7) 

e 200 µL de 1 M de Iodeto de Potássio. A microplaca foi incubada no escuro à 

temperatura ambiente durante 1 hora e de seguida determinada a absorvância por 

espectrofotometria, a um comprimento de onda de 405 nm num Multiskan™ FC 

(ThermoScientific). A determinação do nível de H2O2 foi realizada por interpolação 

com uma curva padrão preparada com concentrações conhecidas de H2O2 (30%) 

(2500, 1200, 600, 300, 150, 75, 37.5 e 0 µM/mL). Os níveis de H2O2 foram 

determinados para ambos os genótipos nas quatro réplicas biológicas recolhidas em 

cada tempo de recolha e em ambas as condições (AIB e controlo). Foram consideradas 

cinco réplicas técnicas por cada uma das réplicas biológicas. Os resultados finais foram 

expressos em nmol.g-1.fw. 

 

3.4.2. Estudo da expressão da enzima catalase (CAT) na indução do enraizamento 
adventício (EA) 

Com base nos resultados da análise estatística relativa aos níveis de H2O2 entre 

as amostras das duas condições do ensaio (meio de cultura com AIB e sem AIB – 

controlo) foram selecionados para análise da expressão da enzima CAT nos dois 

genótipos ('Chandler' e 'Paradox') apenas os tempos 0h, 3, 5 e 7d em condições de 

indução (meio de cultura com AIB). Para obtenção do resultado relativo à expressão 

da CAT foi necessário realizar o procedimento relativo à extração da proteína total, 

sua quantificação e análise da expressão pela técnica de Western blot, procedimentos 

estes descritos nos pontos abaixo (ponto 3.4.2.1.e 3.4.2.2). 

 

3.4.2.1. Extração e quantificação da proteína total  

Os precipitados resultantes da extração de H2O2, obtidos no ponto 3.4.1, foram 

sujeitos a uma lavagem com 1 mL de acetona (90 %) previamente arrefecida a -20 ºC, 

seguido de centrifugação durante 10 min (15000 g, 4 ºC). Após centrifugação os 
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sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram secos à temperatura ambiente 

durante aproximadamente 30 min. Cada precipitado proteico foi solubilizado em 1mL 

de tampão de solubilização [7 M urea; 2 M tiourea; 4 % (m/v) (3-((3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio)-1-propanesulfonate) (CHAPS); 100 mM Tris; 60 mM 

dithiothreitol (DTT)]. Para maximizar a solubilização, a mistura foi homogeneizada 

em vórtex (Biosan, Multi-Vortex V-32) durante 20 min, seguidos de 15 min de banho 

de ultrassons. Após a solubilização do precipitado proteico a amostra foi novamente 

centrifugada (5000 g, 10 min, 4ºC) para remoção de restos de material vegetal que não 

tivessem sido previamente removidos. No final, o sobrenadante proteico foi recolhido 

e armazenado a -20ºC até posterior utilização.   

A quantificação da proteína total foi realizada através do método de Bradford 

(Hammond & Kruger, 1988) que apresenta como princípio a ligação do corante 

Coomassie Brilliant Blue G-250 às proteínas presentes na amostra. A formação do 

complexo corante-proteína resulta numa mudança de cor de castanho para azul e numa 

alteração do pico de absorvância de 465 para 595 nm. A intensidade da cor azul é 

proporcional à quantidade de proteína na amostra. Este método implica a realização 

prévia de uma curva de calibração com concentrações de BSA (Albumina de Soro 

Bovino, do inglês Bovine Serum Albumin) conhecidas para posterior cálculo das 

concentrações proteicas de cada amostra por interpolação com os valores obtidos na 

reta. 

Para o procedimento de quantificação, as amostras foram descongeladas em gelo e 

diluídas na proporção de 1:2 em tampão de solubilização. Numa microplaca de 96 

poços foram aplicados 10 μL de cada amostra e o mesmo volume das diferentes 

concentrações de BSA (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 500 μg/mL). Cada amostra, 

incluindo as amostras de BSA, foram colocadas na placa em triplicado. Seguidamente, 

a cada poço foram adicionados 200 μL do reagente de Bradford [10 % (m/v) reagente 

Coomassie Brilliant Blue G-250; 5 % etanol 95 %; 10 % ácido fosfórico 85 %]. Após 

incubação à temperatura ambiente, durante 5 min, foram feitas as leituras de 

absorvância a um comprimento de onda de 590 nm, utilizando um leitor de 

microplacas Glomax Multi Detection System (Promega). Para cada placa foi traçada 

uma reta de calibração com os valores médios das absorvâncias de cada padrão de 

BSA em função da quantidade de proteína. Por interpolação, e tendo em conta o fator 

de diluição, calculou-se a concentração de proteína total para cada um dos triplicados 

das amostras. 
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3.4.2.2. Estudo da expressão da enzima CAT por Western blot  

A técnica Western blot foi realizada para detetar e quantificar os níveis de 

expressão da proteína CAT nos extratos proteicos das amostras tratadas com AIB de 

ambos os genótipos. Para esta análise seguiu-se o método descrito por Towbin et al. 

(1979), considerando três réplicas técnicas por amostra biológica. Numa fase inicial, 

procedeu-se à separação de 15 µg de proteína total de cada amostra por eletroforese 

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Laemmli, 

1970), em géis de poliacrilamida a 14% (m/v). Para cada amostra o volume 

correspondente a 15 µg de proteína total foi misturado com tampão de amostra [0,125 

M Tris-HCl, pH 6.8, 1% SDS (m/v), 5% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0,0001% 

azul de bromofenol] e incubado a 37 °C num banho seco (Fisher Scientific, Drybath 

FB15103) durante 10 min. De seguida as amostras foram incubadas em gelo e 

posteriormente aplicadas no gel. 

Para realização da técnica SDS-PAGE foram preparados géis (8 cm × 10 cm) 

com 0,75 mm de espessura, constituídos por um gel de resolução e um gel de 

concentração. O gel de resolução (14 % acrilamida, m/v) foi preparado através da 

mistura de 5 mL de Tris-HCl (1.5 M, pH 8.8), 200 μl de SDS, 9,45 mL de 

acrilamida/bis-acrilamida 30 % (m/v), 5,45 mL de água bidestilada, 150 μL de 

Persulfato de Amónio (do inglês - Ammonium Persulfate - APS) 0,1 g/mL e 10 μl de 

TEMED. Após a homogeneização da mistura, a mesma foi colocada entre as duas 

placas de vidro deixando aproximadamente livre 1 cm que foi preenchido com água 

bidestilada de modo a evitar a polimerização da mistura em contacto com o ar. Após a 

polimerização do gel de resolução preparou-se o gel de concentração (4% acrilamida, 

m/v), que consistiu em 1,06 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 2 mL de Tris-HCl 

(0,5M, pH 6.8), 80 μL de SDS, 4,86 mL de água bidestilada, 48 μL de APS e 8,8 μL 

de TEMED. O gel de concentração foi aplicado sobre o gel de resolução e após a sua 

aplicação foram colocados de imediato os pentes para formação de 10 poços no 

referido gel. 

Após a polimerização dos géis, os mesmos foram colocados no sistema Protean 

mini (Bio-Rad), onde as câmaras superiores e inferiores foram cheias com tampão de 

corrida [0,025 M Tris, 0,192 M glicina, 1 % (m/v) SDS]. Em cada um dos géis foram 

aplicados 4 μL de marcador de massas moleculares (NZYA Colour Protein Marker II, 

nzytech) com um intervalo de massas moleculares de 10 a 245 kDa. A eletroforese 
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(Figura 22 - A) decorreu a uma voltagem constante de 135 Volts até que a frente de 

corrida atingisse o limite inferior do gel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Representação das duas primeiras etapas da técnica de Western blot - separação de 

proteínas segundo o seu peso molecular, pelo método SDS-PAGE e Transferência em sistema de banho 

refrigerado. (A) Disposição das amostras nos poços do gel de concentração para corrida eletroforética 

em gel de poliacrilamida (Fonte: https://2018.igem.org/Team:XMU-China/Measurement), (B) 

Transferência eletroforética das proteínas do gel para membrana PDVF (Fonte: 

https://www.leinco.com/western-blotting-protocol/), (C) Representação pormenorizada do processo 

de transferência eletroforética das proteínas para a membrana PDVF (Fonte: https://www.bio-rad-

antibodies.com/western-blotting-samples-gels-and-blotting-membranes.html). 

 

Após a separação proteica pelo método SDS-PAGE realizou-se o processo de 

transferência num sistema de banho refrigerado. Este sistema baseia-se na mobilidade 

eletroforética das proteínas, fazendo com que as mesmas sejam transferidas do gel para 

uma membrana de Difluoreto de Polivinilideno (do inglês - Polyvinylidene Difluoride 

(PDVF)) (Cytiva, Amersham™ Hybond) com elevada capacidade de ligação a 

proteínas. Numa fase inicial as membranas foram ativadas em metanol (100%) durante 

5 seg em agitação suave, sendo de seguida colocadas em tampão de transferência [Tris-

HCl 25 mM, pH 8.3; glicina 192 mM; metanol 20%; SDS 0,037% (m/v)]. Os géis 

foram posteriormente retirados dos vidros de SDS-PAGE e colocados em contacto 

com a membrana no tampão de transferência durante10 min. De seguida cortaram-se 

quatro folhas de papel de filtro com o tamanho aproximado do gel de resolução, sendo 

as mesmas também embebidas em tampão de transferência. Para a realização da 

Figura 22 

https://2018.igem.org/Team:XMU-China/Measurement
https://www.leinco.com/western-blotting-protocol/
https://www.bio-rad-antibodies.com/western-blotting-samples-gels-and-blotting-membranes.html
https://www.bio-rad-antibodies.com/western-blotting-samples-gels-and-blotting-membranes.html
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Figura 23 

transferência procedeu-se à montagem da sandwich na seguinte ordem: na superfície 

da cassete do sistema de transferência, correspondente ao cátodo, colocou-se uma 

placa de fibra humedecida, por cima colocou-se papel de filtro humedecido, o gel 

obtido da corrida SDS-PAGE, a membrana de PDVF, nova folha de papel de filtro e 

por fim a placa de fibra. Todos estes componentes foram colocados de modo a evitar 

a formação de bolhas de ar (Figura 22-B). No final as cassetes com a sandwich foram 

colocadas na tina de transferência com sistema de arrefecimento e a mesma foi 

preenchida com tampão de transferência. A transferência (Figura 22-C) ocorreu a uma 

corrente constante de 350 mA durante 60 min e uma temperatura de 12 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 23 - Representação da última etapa da técnica de Western blot: Imunodeteção e deteção 

das bandas correspondentes à enzima. (A) Ligações específicas entre a proteína alvo, anticorpo 

primário, anticorpo secundário e reação da enzima com o substrato ECF (Fonte: 

https://www.leinco.com/western-blotting-protocol/), (B) Deteção das bandas da proteína alvo na 

membrana PDVF (Fonte: https://www.creativebiomart.net/resource/principle-protocol-western-

blot-protocol-351.htm). 

 

 

Após o processo de transferência, as membranas PDVF foram incubadas numa 

série de soluções que permitiram a ligação de anticorpos específicos à proteína CAT 

(Figura 23-A). Primeiramente as membranas foram incubadas numa solução de 

bloqueio [5 % (m/v) leite em pó em TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween-

20)] durante 2h à temperatura ambiente com agitação suave. A incubação da 

membrana com esta solução de bloqueio previne a formação de ligações inespecíficas 

do anticorpo. De seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário Anti-

CAT (Agrisera AS09501, diluição de 1:1500), a 4°C com agitação suave durante 

aproximadamente 16h. Após a incubação com o anticorpo primário efetuaram-se três 

https://www.leinco.com/western-blotting-protocol/
https://www.creativebiomart.net/resource/principle-protocol-western-blot-protocol-351.htm
https://www.creativebiomart.net/resource/principle-protocol-western-blot-protocol-351.htm
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lavagens em agitação suave, de 15 min cada, numa solução de 0,5% (m/v) de leite em 

pó em TBS-T (solução de lavagem). Após as lavagens a membrana foi incubada com 

o anticorpo secundário [Goat anti-Rabbit IgG antibody (Agrisera AS09 602), diluição 

1:10000], tendo o mesmo acoplado a si a enzima Fosfatase alcalina, à temperatura 

ambiente e agitação suave durante 2h. De seguida foram novamente realizadas três 

lavagens em solução de lavagem, cada uma realizada à temperatura ambiente e 

agitação suave durante 15 min cada.  

Após este procedimento as membranas foram então incubadas em substrato 

ECF (Plus Western Blotting Detection Reagents, GE, Healthcare) durante cerca de 40 

seg. Este substrato reage com a enzima fosfatase alcalina do anticorpo-secundário 

provocando a emissão de fluorescência, permitindo a posterior identificação e 

quantificação da CAT (Figura 23-B). Para aquisição da imagem foi utilizado um 

transiluminador Gel-doc system (Bio-Rad) e a análise da expressão das bandas foi 

realizada através do programa Bio-Rad Image Lab (versão 5.2.1). 

 

 

3.5. Análise das Alterações Histo-morfológicas Associadas à Formação de 

Raízes Adventícias  

 

3.5.1. Preparação das amostras para análise histológica 

 

3.5.1.1. Fixação, desidratação e impregnação em parafina 

Para o estudo histológico as amostras vegetais que consistiram na região basal 

(~1 cm) das plântulas do híbrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ estabelecidas em meio de 

enraizamento com AIB foram recolhidas e colocadas numa solução de FAA [10 mL 

de formaldeído, 10 mL de ácido acético, 80 mL de etanol (70%)] para fixação dos 

tecidos. O material vegetal foi mantido nesta solução a 4ºC por um período de 2 dias.  

Após o período de fixação seguiu-se o procedimento de desidratação que se 

iniciou com duas lavagens com uma solução de etanol (70%) seguindo-se a passagem 

por uma série de soluções de etanol:butanol com concentração crescente de butanol 

como indicado na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Rácio de etanol e butanol considerado nas diferentes soluções para 

desidratação das amostras, com indicação dos respetivos tempos de imersão.  

 
Tabela 4 

Solução Água (mL) Etanol (mL) Butanol (mL) Tempo (h) 

I 50 40 10 4 

II 30 50 20 12 

III 15 50 35 2 

IV - 45 55 2 

V - 25 75 2 

VI - 5 95 12 

 

 

Após o processo de desidratação foram realizados dois banhos em xilol (100%) 

durante 30 min cada, seguindo-se o processo de impregnação em parafina. Para tal o 

material vegetal foi transferido para tubos contendo parafina liquefeita (Q path® 

Paraffin, VWR BDH Prolabo® Chemicals) onde permaneceu durante 4h. Após este 

período a parafina foi removida e substituída por nova parafina liquefeita 

permanecendo nessa por igual período. O procedimento foi repetido mais duas vezes 

sendo que nestes dois últimos passos o material vegetal permaneceu na parafina 

durante um período de 48h. Durante os banhos em parafina as amostras foram 

mantidas numa estufa VENTI-Line VL115 (VRW ®) a 54ºC. 

Para obtenção dos blocos de parafina com o material vegetal recorreu-se a uma 

mesa especializada e ao auxílio de pinças aquecidas. Na mesa aquecida as amostras 

foram transferidas dos tubos onde decorreu o processo de inclusão para as cassetes 

sendo orientadas de modo a obter cortes transversais. De seguida, o material vegetal, 

foi embebido em parafina fundida até ficar completamente submerso. Após a 

colocação da parafina fundida as cassetes foram colocadas numa placa de 

arrefecimento (-8ºC) e de seguida armazenadas a -20ºC até à realização dos cortes 

histológicos. 

 

3.5.1.3. Corte dos blocos e montagem em lâmina 

Para obtenção dos cortes histológicos de 5 μm de espessura foi utilizado um 

micrótomo rotativo Cut4055 (MicroTec ®) equipado com lâminas descartáveis 

dispostas num ângulo de corte de 30º (Figura 24-A). As ténias obtidas foram colocadas 

num recipiente com água à temperatura ambiente, após selecionadas de acordo com a 

qualidade do corte, sendo transferidas para um recipiente com água a 39 ± 2°C (Figura 
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Figura 24 

24-B) de modo a permitir a extensão da parafina e facilitar a posterior montagem na 

lâmina. Os cortes selecionados foram colocados em lâminas de vidro (1,0 mm) (Figura 

24-C) sendo posteriormente secos à temperatura ambiente (Figura 24-D). Para garantir 

uma boa adesão do corte às lâminas, estas foram incubadas numa estufa VENTI-Line 

VL115 (VRW ®) a 37ºC durante aproximadamente 16h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Imagens representativas do procedimento realizado para o estudo 

histológico. (A) Micrótomo rotativo Cut4055 (MicroTec ®) sendo visível a 

formação das ténias obtidas durante o corte dos blocos de parafina, (B) 

Transferência das ténias para recipiente com água quente permitindo a 

extensão da parafina, (C) Montagem das ténias em lâminas de vidro, (D) 

Secagem das lâminas para adesão das ténias de parafina ao vidro.  

 

3.5.1.4. Desparafinação e coloração 

Para remoção da parafina (desparafinação) dos cortes, as lâminas foram 

sujeitas a um banho em xilol (100%) durante 10 min.  

Para coloração dos cortes foram considerados dois corantes, a ‘Safranina O’ 

que fornece uma coloração às paredes celulares lenhificadas e o Fast Green que cora 
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o citoplasma e as paredes celulares celulósicas. O processo de coloração foi iniciado 

com a hidratação dos cortes tendo as lâminas sido submetidas a três soluções de etanol 

de concentração decrescente (ver detalhes na Tabela 5), seguida de um banho numa 

solução aquosa de ‘Safranina O’ a 0,1% (2,5 g de ‘Safranina O’ dissolvidos em 250 

mL de etanol a 95%, seguida de duas diluições sucessivas de 10 mL da solução em 90 

mL de água destilada).  

 

Tabela 5 - Protocolo para coloração de amostras utilizando os corantes Safranina O e Fast 

Green. 

Tabela 5 

Processo de Coloração Tempo 

1. Hidratação das Amostras: 

• Banho de Etanol 100% 

• Banho de Etanol 95% 

• Banho de Etanol 70% 

• Banho de Água Destilada 

 

5 min 

5 min 

5 min 

5 min 

2. Coloração em ‘Safranina O’ 1 min 

3. Lavagem em Água Destilada Até remoção do excesso de ‘Safranina O’ 

4. Desidratação de Material: 

• Banho de Etanol 70% 

• Banho de Etanol 95% 

 

1 min 

1 min 

5. Coloração com ‘Fast Green’ 5 seg 

6. Três passagens em Etanol Absoluto Passagens rápidas 

7. Banho de Xilol 2 min 

 

Para remoção do excesso do corante seguiu-se uma lavagem em água destilada. 

Para submeter os cortes a um segundo corante foi necessário proceder a nova 

desidratação tendo as lâminas sido submetidas a duas soluções de etanol de 

concentração crescente (ver Tabela 5) seguindo uma passagem por uma solução 

alcoólica de ‘Fast Green’ a 0,5% (0,5 g de corante Fast Green FCF dissolvido em 200 

mL de etanol a 95%) seguindo-se três lavagens sucessivas com etanol absoluto e um 

bano final em xilol durante 2 min. Na Tabela 5 são apresentadas todas as etapas 

associadas ao processo de coloração dos cortes histológicos.  

Para montagem das preparações definitivas foi adicionado ao corte aderente às 

lâminas de vidro uma gota de meio de montagem para histologia DPX (Sigma-Aldrich, 

Espanha). Sobre essa solução colocada uma lamela de vidro, deixando de seguida secar 

a solução à temperatura ambiente durante 1h. 
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3.5.1.5. Análise microscópia e registo de imagens 

As preparações definitivas foram observadas num microscópio automatizado 

Leica DM6000B (Wetzlar, Alemanha) da Unidade de Microscopia - MED, permitindo 

a visualização das preparações definitivas nas objetivas de 5×, 10× e 40× de forma a 

observar detalhadamente diferentes pormenores dos cortes. As imagens foram 

recolhidas através de uma câmara digital (Leica CC7000, Wetzlar, Alemanha) 

acoplada ao microscópio. 

 

3.6. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada através do programa SPSS (Statistical 

Package for the Social Sciences) versão 28.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Para todos 

os parâmetros analisados foi considerado um intervalo de confiança de 95%. 

Primeiramente, os dados foram analisados relativamente à sua normalidade e 

homocedasticidade segundo os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. 

A comparação das médias dos valores de expressão dos diferentes genes em 

estudo e dos níveis de H2O2 entre as amostras tratadas com AIB e amostras controlo, 

nos diferentes tempos de recolha, foi realizada através do teste T-Student ou Mann-

Whitney, quando as amostras não apresentavam distribuição normal. A comparação 

das médias dos valores de expressão dos genes e dos níveis de H2O2 entre os diferentes 

tempos de recolha, tanto no grupo tratado com AIB, bem como no grupo controlo, foi 

realizada através de One-way ANOVA. No caso de se verificarem diferenças 

significativas (p < 0,05), as médias foram comparadas através do teste de Tukey. 

Sempre que os dados não cumpriam os critérios de normalidade ou 

homocedasticidade, a análise foi realizada com recurso ao teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis. No caso dos testes não paramétricos, sempre que se verificaram 

diferenças significativas, as amostras foram comparadas pelo método Pairwaise. 

 No caso da análise da expressão da CAT, obtida por Western Blot, a 

comparação entre as amostras dos dois genótipos foi realizada apenas para as amostras 

recolhidas no tratamento com AIB às 0h, 3d, 5d e 7d. A comparação entre as amostras 

foi realizada através do teste T-Student ou Mann-Whitney quando as amostras não 

apresentaram distribuição normal. A comparação da expressão das amostras tratadas 

com AIB entre os diferentes tempos de recolha, para cada um dos genótipos, foi 

realizada através de One-way ANOVA. No caso de se verificarem diferenças 
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significativas (p < 0,05), as médias foram comparadas através do teste de Tukey. 

Sempre que os dados não cumpriram os critérios de normalidade ou 

homocedasticidade a análise foi feita com recurso ao teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis. No caso dos testes não paramétricos, sempre que se verificaram diferenças 

significativas as amostras foram comparadas pelo método Pairwaise. 
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Figura 25 

4.1. Identificação dos Genes das Calmodulinas em Juglans regia e 
Caracterização das Proteínas Codificadas 

Para a identificação dos genes que codificam para as Calmodulinas em J. regia 

(JrCaMs) foram utilizadas como referência as sequências proteicas previamente descritas 

em A. thaliana (AtCaM), referidas como sequências modelo em diversos trabalhos com 

objetivo similar (Koornneef & Meinke, 2010; Shi & Du, 2020; Liu et al., 2022). Neste 

sentido foi realizada uma análise BLASTp utilizando as 7 sequências de AtCaM 

(McCormack & Braam, 2003; McCormack et al., 2005). Das sequências identificadas 

com elevada homologia foram selecionadas as que apresentavam a estrutura típica das 

CaM descrita por McCormack et al. (2005), caracterizadas por serem péptidos 

constituídos por 149 aminoácidos (Figura 25) e apresentarem quatro Motifs de ligação ao 

ião Ca2+ (EF-Hand Motifs) (Figura 25).  

Figura 25- Alinhamento das sequências de AtCaMs e JrCaMs pelo programa CLC GenomicsWorkbench 

11.0.1 e identificação dos quatro EF-Hand Motifs. As regiões correspondentes aos EF-Hand Motifs 

(indicadas a verde) foram identificadas de acordo com a informação publicada por Zhang et al. (2022). 

Na figura estão ainda marcadas algumas posições importantes na funcionalidade das CaM. A cinza-escuro 

estão assinaladas as regiões do loop que são responsáveis pela ligação ao Ca2+ (Persechini, 1989).  Os 

aminoácidos G e I (a amarelo) são responsáveis pela estabilidade da estrutura loop e os aminoácidos D, 

N, F, S, Q e E (a azul) são aminoácidos responsáveis pela ligação do Ca2+ na região loop (Zhang et al., 

2022). 
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Nas diferentes JrCaMs bem como nas AtCaMs foram identificadas as regiões 

correspondentes aos quatro EF-Hand Motifs. De acordo com Mohanta at al. (2019) cada 

EF-Hand Motif de CaMs é constituído por um total de 36 aminoácidos. Os EF-Hand 

Motifs correspondem a locais específicos na região central da estrutura da proteína (região 

loop), com cerca de 12 aminoácidos residuais, responsáveis pela ligação ao Ca2+ 

(Persechini, 1989). Esta descrição na literatura corrobora com os resultados obtidos da 

análise dos quatro EF-Hand Motifs das JrCaMs (Figura 25). A análise detalhada de cada 

uma das sequências proteicas de JrCaMs, realizada no programa UniProt, revelou a 

presença de quatro EF-Hand Motifs com 36 aminoácidos cada um. No alinhamento 

representado na Figura 25 as zonas delimitadas como EF-Hand Motifs compreendem 

apenas às regiões conservadas dos EF-Hand Motifs (Zhang et al., 2022), apresentando 

por isso menor número de aminoácidos (30 aminoácidos). A presença dos diferentes EF-

Hand Motifs nas sequências de CaM significa que não terão sofrido alterações 

significativas durante o processo de evolução das espécies (Baichoo & Ouzounis, 2017), 

sendo possível a sua associação a diversos processos biológicos onde o Ca2+ assegura o 

papel chave na atividade da proteína. A mesma análise realizada no UniProt permitiu 

visualizar que em todas as JrCaMs os EF-Hand Motifs se encontram agrupados aos pares, 

formando dois EF-Hand Domains, um localizado na extremidade N-terminal e outro na 

extremidade C-terminal da proteína (Figura 25) conforme descrito por Williams (1999). 

A distribuição dos quatro EF-Hand Motifs aparece uniforme nas sequências de 

JrCaM e de AtCaM (Figura 25), o que confirma o elevado nível de conservação evolutiva 

dos Motifs entre CaMs destas duas espécies. Um resultado similar foi reportado em 

Solanum pennellii, identificando em todas as CaMs as quatro regiões EF-Hand Motifs 

com uma distribuição semelhante dos Motifs entre os diferentes membros SpCaMs (Shi 

& Du, 2020). No entanto, existem espécies onde a distribuição dos quatro EF-Hand 

Motifs não é uniforme, sendo exemplo o Triticum aestivum (Liu et al., 2022) e Ginkgo 

biloba (Zhang et al., 2022), onde essa variabilidade é apontada como resultante de um 

processo de evolução mais recente (Liu et al., 2022).  

De forma a visualizar a estrutura tridimensional nas JrCaMs foi realizada uma 

análise das sequências proteicas através do programa I-TASSER. Na Figura 26, encontra-

se representada a estrutura tridimensional de Jr04_06300 de forma exemplificativa, uma 

vez que a estrutura tridimensional apresentou estar conservada para todas as JrCaMs. 

Assim como descrito anteriormente, foi possível verificar um arranjo na estrutura das 

JrCaMs coincidente com o descrito por Williams (1999), onde cada EF-Hand Motif 
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Figura 26 

possui duas hélices ligadas a uma região loop, e que cada par de EF-Hand Motifs se 

encontra organizado num EF-Hand Domain. Foi possível observar uma homogeneidade 

estrutural entre os dois EF-Hand Domains das JrCaMs. Segundo Chattopadhyaya et al. 

(1992), embora os mesmos apresentem diferenças em termos das suas propriedades 

bioquímicas os dois EF-Hand Domains são caracterizados por um nível de semelhança 

de aproximadamente 75%. As diferenças entre os dois EF-Hand Domains numa CaM 

restringem-se à afinidade de ligação ao ião Ca2+, neste caso, a ligação do Ca2+ na 

extremidade C-terminal é 10 vezes mais forte que a sua ligação no N-terminal (Forsén et 

al., 1991; Linse & Forsén, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Estrutura tridimensional representativa da proteína CaM Jr04_06300 obtida no 

programa I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/). As regiões correspondentes às hélices 

dos EF-Hand Motifs estão indicada com setas brancas. As regiões loop encontram-se 

representadas a verde (Chattopadhyaya et al., 1992). A vermelho estão representados os pares de 

EF-Hand Motifs que constituem os dois EF-Hand Domains (Kretsinger & Nockolds, 1973; 

Nelson & Chazin, 1998b). O sentido de ligação das regiões loop às hélices encontra-se indicado 

a amarelo. 

 

 Apesar das seis sequências consideradas JrCaM cumprirem os critérios indicados 

por McCormack et al. (2005), com 149 aminoácidos e os quatro EF-Hand Motifs, foi 

necessário considerar mais alguns critérios na análise das sequências de modo a descartar 

https://zhanggroup.org/I-TASSER/
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a possibilidade de poderem ser CaM-like (CMLs). As CMLs são proteínas que 

apresentam elevada similaridade na sua estrutura com as CaMs, podendo apresentar 

tamanho variável e de 1 a 6 EF-Hand Motifs, os quais podem não ser específicos para a 

ligação ao Ca2+ (Ranty et al., 2016; Mohanta et al., 2017; Aleynova et al., 2020). Isto 

significa que uma CML pode também ser constituída por 149 aminoácidos e possuir 

quatro EF-Hand Motifs, podendo assim conduzir a erros na identificação das CaM. Para 

complementar o processo de identificação das JrCaM seguiu-se a metodologia descrita 

por Shi & Du (2020), baseada na análise de uma matriz de identidade integrando a CaM7 

de A. thaliana (AtCaM7), sendo consideradas JrCaM as sequências com identidade 

superior a 90%.   

Segundo Shi & Du (2020) em S. pennellii, de um total de 51 sequências foi 

possível identificar apenas 6 como SpCaM. A possibilidade de encontrar este elevado 

nível de similaridade entre as sequências de diferentes espécies é atribuído à conservação 

da estrutura primária das CaMs entre organismos, inclusivamente pertencentes a 

diferentes reinos (Roberts et al., 1986; Moncrief et al., 1990).  

Tendo em conta o resultado da matriz de identidade realizada com as seis 

sequências de J. regia e com a sequência AtCaM7 foi possível confirmar que todas 

apresentavam um nível de identidade superior a 90% (ver detalhes na tabela 6), podendo 

por isso ser consideradas JrCaM. 

Adicionalmente, a determinação do peso molecular, do pI e a percentagem de 

metioninas (%M), foram parâmetros também considerados para a caracterização das 

JrCaMs. Segundo Wang et al. (2017), uma CaM típica possui um peso molecular de 16.8 

kDa e pI de 4.09, sendo a %M de ~6% comparativamente às proteínas em geral que 

possuem uma %M média de ~1.4% (Rose et al. 1985, Nelson & Chazin 1998a). A elevada 

%M nas CaMs está associada à flexibilidade e polarização das cadeias laterais 

(constituídas por metionina) contribuindo para a sua estrutura e função (McCormack & 

Braam, 2003).  

Observando os resultados obtidos para as seis sequências de JrCaM verifica-se 

uma variação nos três parâmetros apontados, variando o peso molecular entre ~17 kDa e 

~21 kDa, o pI entre 4.1 e 4.5 e a %M entre 4.8 % e 6 %. No entanto, as JrCaMs que 

apresentam o peso molecular mais próximo do indicado como valor padrão (16.8 kDa) e 

%M de 6% são as que apresentam o pI mais baixo (4.1/4.2). Pelo contrário, as que 

apresentam o valor de pI mais elevado (4.3/ 4.4/ 4.5), ainda assim abaixo do considerado 

valor padrão (4.9), apresentam um peso molecular superior (~21 kDa) e uma %M inferior 
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ao valor padrão (~4.8% considerando o padrão de 6%) mas superior ao indicado para a 

generalidade das proteínas (~1.4 %). Desta forma, foi a combinação entre os diferentes 

parâmetros, associados ao tamanho da sequência, que permitiu considerar as seis 

sequências como JrCaMs. Esta variabilidade nos diferentes parâmetros não é exclusiva 

de J. regia. Shi & Du (2020) reportaram em CaM de S. pennellii o número de aminoácidos 

das SpCaM e algumas propriedades bioquímicas, tais como o peso molecular, o pI e a 

%M, constantes na maioria das sequências, com valores de 149, 16.8, 4.1, e 6.0 %, 

respetivamente, sendo exceção a sequência SpCaM3 apresentando valores de 180, 20.51, 

4.61, 6.70 % respetivamente. Valores esses que se encontram mais elevados dos previstos 

para uma típica CaM, contudo, mantiveram a classificação como CaM.  À semelhança 

dos resultados obtidos no trabalho de Shi & Du (2020), também algumas CaMs propostas 

para nogueira (Jr07_32820, Jr07_32830, Jr15_11320 e Jr06_16530) apresentam valores 

diferentes dos valores padrão indicados para os vários parâmetros, nomeadamente, na 

%M (< 6% ou > 6%) e peso molecular (~21 kDa). No entanto, os valores resultantes da 

matriz de identidade permitiram manter a classificação como CaMs, permitindo concluir 

que o genoma de J. regia codifica para seis CaMs. 

 

Tabela 6 - Sequências de CaMs de Juglans regia L. identificadas de acordo com os critérios de McCormack et 

al. (2005) e Shi & Du (2020) e apresentação de algumas das suas propriedades bioquímicas e localização 

subcelular. 

Tabela 6 

ID Nº aa  

% de 

aminoácidos 

idênticos com 

AtCaM7 

Motifs EF-

Hand  

Nº de 

regiões de 

ligação ao 

cálcio  

% M 

Localização 

Subcelular 

  

pI 

 

Peso 

Molecular 

(kDa) 

 

Nº de EF-

Hand 

Domains 

Jr04_06300 149 100 4 4 6.0 
nucl: 5, mito: 3, extr: 

3, cito: 2, clo: 1 

4.1 

 

16.8 

 

2 

Jr07_32780 149 100 4 4 6.0 
nucl: 5, mito: 3, extr: 

3, cito: 2, clo: 1  

4.1 

 

16.8 

 

2 

Jr07_32820 149 100 4 4 4.9 
nucl: 5, mito: 3, extr: 

3, cito: 2, clo: 1 

4.4 

 

20.9 

 

2 

Jr07_32830 149 100 4 4 4.8 
nucl: 5, mito: 3, extr: 

3, cito: 2, clo: 1 

4.5 

 

21.1 

 

2 

Jr06_16530 149 91,2 4 4 6.7 

nucl: 6.5, nucl_plas: 

5, mito: 4, plas: 2.5, 
extr: 1 

4.2 

 

17.0 

 

2 

Jr15_11320 149 90,6 4 4 4.8 
nucl: 5, mito: 5, plas: 

2, clo: 1, cito: 1 

4.3 

 

21.3 

 

2 

ID: código identificativo da sequência; Nº aa: número de aminoácidos que constituem a proteína; pI: ponto isoelétrico; %M: 

percentagem de metioninas; nucl: núcleo; mito: mitocôndria; extr: extracelular; cito: citoplasma; clo: cloroplasto; plas: 

membrana plasmática. 

 

 

Relativamente à localização subcelular das JrCaMs, as análises in silico revelaram 

ser o núcleo o seu principal compartimento. Resultado similar foi reportado por Shi & Du 
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(2020) para as SpCaMs. As CaM podem estar presentes em diferentes compartimentos 

na célula eucariota nomeadamente citoplasma (Kim et al., 2009), membrana plasmática 

(Collinge & Trewavas, 1989) e núcleo (Zielinski, 1998). A identificação da sua 

localização a nível celular permite extrapolar para o tipo de função que essa proteína 

poderá desempenhar na célula (Horton et al., 2007). O facto destas proteínas se 

encontrarem localizadas preferencialmente no núcleo sugere o seu papel em algumas 

funções específicas desempenhadas ao nível deste organelo celular, nomeadamente a 

regulação da expressão génica através da associação a fatores de transcrição, 

apresentando um papel determinante na regulação de genes alvo (Bachs et al., 1994; 

Corneliussen et al., 1994; Szymanski et al., 1996). A alteração dos níveis de Ca2+ no 

núcleo resultará da sua migração do citoplasma para esse organelo (Kim et al., 2009). 

Vários autores demonstraram a existência de canais específicos para o Ca2+ ao nível do 

núcleo das células vegetais, fornecendo evidências sobre a existência de uma via de 

sinalização de Ca2+ específica do núcleo (Grygorczyk & Grygorczyk, 1998; White, 2000; 

Brière et al., 2006). De acordo com Chauhan et al. (2017), a regulação de alterações nos 

níveis de Ca2+ no núcleo são independentes da alteração dos níveis de Ca2+ no citoplasma, 

sendo os níveis de Ca2+ regulados de forma distinta nestes dois organelos (Mazars et al., 

2009; Mazars et al., 2010), incluindo em resposta a diferentes estímulos (Pauly et al., 

2001; Xiong et al., 2004; Kim et al., 2009).  

Ao nível do citoplasma, a estrutura das CaM é alterada devido às suas ligações ao 

Ca2+ quando perante um estímulo, passando à sua forma biologicamente ativa, mediando 

assim uma resposta específica da planta que poderá passar pela interação com outras 

moléculas (Bergey et al. 2014; Junho et al., 2020; Takemoto-Kimura et al., 2017). A 

alteração dos níveis de Ca2+ ao nível do citoplasma resulta da sua libertação de vários 

organelos celulares onde este se encontra armazenado, como o retículo endoplasmático, 

o vacúolo, as mitocôndrias, os cloroplastos e a parede celular (Naz et al., 2024).  

A ocorrência de alterações nos níveis de Ca2+ podem ser desencadeadas como 

resposta a vários estímulos, originando uma alteração da expressão de genes no núcleo, 

tais como a resposta a reguladores de crescimento como as auxinas (Okamoto et al., 1995) 

e danos mecânicos como o ferimento (Botella & Arteca, 1994; Ito et al., 1995; Oh et al., 

1996,). As CaMs responsáveis pela perceção do sinal químico (Ca2+), interagem 

posteriormente com vários fatores de transcrição (Snedden & Fromm, 2001; Yang & 

Poovaiah, 2003; Bouché et al., 2005) atuando como descodificadores primários de sinais 

de Ca2+ no núcleo e reguladores da expressão de genes de resposta ao stress, precisamente 
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por se associarem a fatores de transcrição (Tuteja & Mahajan, 2007; Chauhan et al., 

2017).  

De um modo geral, quando ocorre o processo de transcrição de genes no núcleo, 

este processo pode ser regulado por sinais de Ca2+ provenientes do próprio núcleo ou do 

citoplasma. Um estudo realizado em N. tabacum revelou que a regulação da expressão de 

genes ao nível do núcleo é influenciada por vias de sinalização de Ca2+ provenientes de 

diferentes organelos. Em plantas de N. tabacum expostas ao vento a regulação da 

expressão de genes de resposta a essa condição de stress ocorreu por uma via de Ca2+ 

proveniente do próprio núcleo, enquanto em plantas expostas ao frio a expressão foi 

controlada por uma via de Ca2+ proveniente do citoplasma. Estes resultados sugerem que 

a regulação da expressão da proteína nestes dois organelos celulares depende não apenas 

de vias distintas de sinalização do Ca2+ mas depende também da condição de stress 

imposta (Chauhan et al., 2017). Assim, no âmbito do presente trabalho, seria interessante 

validar a localização subcelular das JrCaM bem como identificar os fatores de transcrição 

com os quais as JrCaM interagem regulando a expressão de genes associados ao processo 

de enraizamento.  

Para identificar algumas proteínas que estejam associadas ao EA interagindo com 

as JrCaM foi realizada uma análise STRING na plataforma UniProt. Na figura 27, são 

apresentadas as interações identificadas com a JrCaM1a (Jr04_06300), similar ao 

resultado encontrado para as restantes JrCaM, sendo em todas elas visível uma associação 

com a Actina, a Histona H3, a Kinesin-like calmodulin binding protein e a Glutamina 

sintetase. A intensidade dessas interações surge relativamente constante entre as proteínas 

JrCaMs e as diferentes proteínas putativamente associadas. As actinas são proteínas 

bastante presentes nos microfilamentos estando por isso envolvidas em processos que 

envolvem a divisão celular (Pollard, 2008), renovação da cromatina, manutenção do DNA 

e regulação da transcrição (Bettinger et al., 2004; Miralles & Visa, 2006; Percipalle & 

Visa, 2006; Chen & Shen, 2007; Hurst et al., 2019). Por outro lado, as Histonas estão 

envolvidas na regulação da expressão génica por estarem envolvidas na condensação da 

cromatina (National Human Genome Research Institute, 2024). O EA é um processo que 

envolve a reprogramação a nível molecular associada à desdiferenciação de células já 

programada, para readquirirem as características de células meristemáticas e originarem 

uma nova via de desenvolvimento celular, estando assim relacionadas com alterações de 

expressão de genes, quer seja à sua ativação quer seja ao seu silenciamento (Terranova et 

al., 2006). Desta forma, o processo de formação de raízes adventícias, está relacionado 
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Figura 27 

com uma intensa atividade mitótica, isto é, está associado a uma intensa atividade de 

replicação do DNA, implicando por isso um rearranjo na compactação do mesmo (Druege 

et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27- Esquema representativo das interações identificadas entre as JrCaM identificado no 

programa STRING (https://string-db.org/) Representado em bolas coloridas as possíveis proteínas 

previstas de interação com as seis JrCaM. Traços contínuos representado as diferentes 

intensidades de interações. 

 

As Kinesin-like calmodulin binding proteins são proteínas motoras que utilizam 

energia ATP para transportar moléculas ao longo dos microtúbulos apresentando também 

um papel crucial na divisão celular. Estas proteínas desempenham funções durante a 

mitose, tais como a separação dos centrómeros dos cromossomas homólogos e fixação 

dos cromossomas ao fuso acromático (News-Medical, 2024). Estando o processo de EA 

https://string-db.org/
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associado a um período de elevada atividade mitótica (Druege et al., 2019) é possível 

associar as proteínas Kinesin-like calmodulin binding protein a este processo biológico 

sendo responsáveis pela organização e movimentação dos cromossomas durante a mitose. 

No âmbito do presente trabalho, que envolve a sinalização associada à resposta às 

auxinas, é a interação com a Glutamina Sintetase que apresenta, neste âmbito, maior 

relevância. Sabe-se que o seu papel está essencialmente relacionado com a catálise da 

síntese do aminoácido glutâmico, sendo este um aminoácido essencial em diversos 

processos biológicos (Adeva et al., 2012). Para Druege et al. (2019), quando ocorre um 

dano físico na planta é desencadeada uma via de sinalização que envolve a auxina AIA, 

direcionada para as células de um tecido específico, mais precisamente para as células do 

câmbio vascular, conduzindo a um processo de desdiferenciação que culminará na 

formação de uma massa morfogénica e subsequente formação de primórdios radiculares. 

A presença da auxina é bastante importante no processo de enraizamento (Woodwart & 

Bartel, 2005) e o envolvimento da Glutamina Sintetase, enquanto uma proteína associada 

ao aumento dos níveis de auxina endógena, permite associar o seu envolvimento no 

processo de formação de raízes adventícias (Lebedev et al., 2018). Em termos gerais, os 

níveis de AIA aumentam de forma proporcional ao aumento do conteúdo em glutamina 

(Lebedev et al., 2018), uma vez que este aminoácido promove a síntese do precursor 

triptofano, responsável pela biossíntese de AIA (Man et al., 2011).   

 

4.2. Classificação e Análise da Estrutura dos Genes JrCaM 

 De modo a proceder à classificação dos genes CaM de J. regia foi seguida uma 

abordagem descrita para outras famílias génicas (Campos et al., 2021; Cardoso et al. 

2022) que consistiu numa análise filogenética incluindo nesta análise sequências já 

classificadas noutras espécies vegetais. Nesta análise foram consideradas sequências de 

um total de cinco espécies pertencentes à classe Magnoliopsida. Os resultados mostram 

a distribuição das sequências por três grupos principais (Figura 28), o que poderá indicar 

a existência de três ancestrais comuns às sequências que integram cada um destes grupos, 

tal como proposto por Han et al. (2024). As sequências pertencentes a cada um dos grupos 

apresentam um nível de semelhança superior entre si do que quando comparadas com 

sequências integradas em grupos distintos. Vários autores referem que a integração de 

sequências num mesmo grupo estará relacionada não apenas com uma origem em comum 

(ancestral que durante a evolução permitiu o aparecimento de variabilidade ao nível das 
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sequências) mas com o desempenho de funções biológicas similares (Eisen et al., 1998; 

Do & Choi, 2008). Deste modo, o grupo I apresenta-se constituído por apenas uma CaM 

de M. domestica, enquanto o grupo II apresenta duas CaMs, ambas de M. domestica. O 

grupo III apresenta-se constituído pelas restantes 37 CaMs que incluem as sequências das 

cinco espécies, incluindo todas as JrCaMs. Das sequências que integram o grupo III é de 

notar que as sequências de JrCaMs são filogeneticamente mais próximas das sequências 

de C. dentata L., espécie pertencente à mesma família Fagaceae, confirmando assim a 

sua maior proximidade filogenética e uma divergência evolutiva mais recente 

comparativamente às outras espécies que pertencem às diferentes famílias (Rosaceae, 

Solanaceae, Oleaceae e Brassicaceae). 

Em relação à nomenclatura, contrariamente com o que é referido para outras 

famílias génicas (Campos et al., 2021; Cardoso et al. 2022), verificou-se a inexistência de 

uma uniformidade relativamente à atribuição dos nomes quando comparados os membros 

das diferentes espécies consideradas na construção do dendrograma. Desta forma, o 

critério seguido no presente trabalho com o objetivo de atribuir uma nomenclatura aos 

genes JrCaMs teve por base a posição dos genes no genoma de J. regia (Tabela 8) e o 

nível de similaridade entre as sequências. 

Para análise da similaridade foi elaborada uma matriz de identidade utilizando a 

região codificante de cada sequência génica. Como ilustrado na Tabela 7 foi revelado um 

nível de similaridade de ~ 93% entre os genes Jr04_06300 e Jr07_32780 e de ~94% entre 

os genes Jr07_32820 e Jr07_32830. Tendo em conta a similaridade encontrada, colocou-

se como hipótese que cada um destes dois pares de genes possa ser resultado de eventos 

de duplicação mais recentes sendo o nível de variabilidade entre as sequências ainda baixo 

(Cardoso et al., 2022). Assim, a classificação proposta para esta família génica é de quatro 

subfamílias (JrCaM1, JrCaM2, JrCaM3 e JrCaM4), sendo as subfamílias JrCaM1 e 

JrCaM3 constituídas por dois membros (JrCaM1a e JrCaM1b; JrCaM3a e JrCaM3b) e 

as subfamílias JrCaM2 e JrCaM4 constituídas por apenas um membro. Membros da 

mesma subfamília apresentam um tamanho da sequência genómica muito similar e 

partilham a mesma estrutura génica (tabela 8). A estrutura exão-intrão fornece evidências 

significativas que apoiam as relações filogenéticas dentro de uma família de genes (Liu 

et al., 2014), o que de facto se confirma no dendrograma da figura 28 com a proximidade 

filogenética visível entre membros JrCaM que apresentam a mesma estrutura – os genes 

JrCaM1b, JrCaM1a e entre os genes JrCaM3a e JrCaM3b. Este elevado nível de 

similaridade apresentada pelos diferentes membros de uma família génica poderá estar 



Resultados e Discussão 

 

 94  

 

Figura 28 

associado ao desempenho de funções muito similares pela proteína codificada (Shiu & 

Bleecker, 2003).  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figura 28 - Dendrograma onde é mostrada a relação filogenética entre 40 sequências peptídicas 

de CaM de seis espécies da classe Magnoliopsida, incluindo Juglans regia L.  O dendrograma foi 

obtido utilizando o método MUSCLE do software MEGA11 (versão 11). O dendrograma foi 

construído segundo o método Neighbor-Joining com análise de bootstrap utilizando 1000 réplicas 

no software MEGA11 (versão 11). Para visualização gráfica do resultado foi utilizado o programa 

iTOL (https://itol.embl.de/). O Grupo I encontra-se identificado a azul, o Grupo II a rosa e o 

Grupo III a verde. Ponto colorido a amarelo representa as CaM de M. domestica, a azul de S. 

pennellii, a roxo de O. europaea, a verde de A. thaliana, a castanho de J. regia, e a vermelho de 

Castanea dentata L. 

 

https://itol.embl.de/
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Tabela 7 – Matriz de Identidade (Sequence Identity Matrix) obtida pelo software BioEdit mostrando 

o nível de semelhança entre as seis sequencias codificantes (CDS) de J. regia identificadas como 

pertencentes à família das CaMs. 

Tabela 7 

ID Jr04_06300 Jr07_32780 Jr07_32820 Jr07_32830 Jr06_16530 Jr15_11320 

Jr04_06300 ID 0,929 0,718 0,725 0,525 0,523 

Jr07_32780 0,929 ID 0,709 0,718 0,51 0,502 

Jr07_32820 0,718 0,709 ID 0,936 0,47 0,463 

Jr07_32830 0,725 0,718 0,936 ID 0,481 0,471 

Jr06_16530 0,525 0,51 0,47 0,481 ID 0,757 

Jr15_11320 0,523 0,502 0,463 0,471 0,757 ID 

ID: Código identificativo da sequência 

 

Tabela 8 - Informações relativas aos diferentes membros CaM de Juglans regia L., obtidas através 

da base de dados do Ensemble Plants (disponível em https://plants.ensembl.org/index.html).  

Tabela 8 

Gene ID Cro Posição no genoma Orientação  gDNA (pb) ORF (pb) Nº exões 

JrCaM1a Jr04_06300 4 12354733-12356369 - 1643 450 2 

JrCaM1b Jr07_32780 7 47546968-47548590 - 1629 450 2 

JrCaM2 Jr06_16530 6 33493315-33496130 + 2822 450 4 

JrCaM3a Jr07_32820 7 47674214-47675654 + 1447 450 2 

JrCaM3b Jr07_32830 7 47710835-47712266 - 1438 450 2 

JrCaM4 Jr15_11320 15 17725506-17729356 + 3857 450 4 

Gene: nomenclatura proposta para os membros da família CaM em Juglans regia L.; ID: Código 

identificativo da sequência; Cro: cromossoma; gDNA: DNA genómico (pb); ORF: Open Reading Frame 

(pb). 
 

Da análise da estrutura dos genes JrCaM verificou-se que todos apresentavam a 

estrutura característica dos genes em organismos eucariotas, constituída por sequências 

codificantes (exões) interrompidas por sequências não codificantes de proteínas (intrões). 

De entre os seis JrCaMs verificou-se que quatro membros apresentam uma estrutura 

caracterizada pela presença de dois exões interrompida por um longo intrão (> 1kb) – 

JrCaM (JrCaM1a, JrCaM1b, JrCaM3a e JrCaM3b), estrutura esta também visível em 

três membros AtCaM. Diversos trabalhos sugerem esta estrutura de dois exões e um intrão 

como sendo a mais comum dos genes CaM entre diversas espécies vegetais (Watillon et 

al., 1992; Chandra et al., 1994; Takezawaet al., 1995; Choi et al., 1996; Yang et al., 1996, 

Shi & Du 2020). 

 

https://plants.ensembl.org/index.html
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=4:12354651-12356450;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201497
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=7:47546886-47548671;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201477
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=6:33493174-33496270;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201446
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=7:47674142-47675726;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201532
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=7:47710763-47712337;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201559
https://plants.ensembl.org/Juglans_regia/Location/View?r=15:17725313-17729548;tl=9phAay2TesQLB6NV-23654145-2668201512
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Figura 29 

Os restantes dois membros que integram a família CaM de J. regia, JrCaM4 e 

JrCaM2, apresentam uma estrutura mais complexa, constituída por quatro exões e três 

intrões, integrando um grupo distinto na análise filogenética (figura 29). Várias 

referências na literatura sugerem que os genes CaMs com estruturas mais complexa, com 

três a quatro exões, são menos comuns (Watillon et al., 1992; Chandra et al., 1994; 

Takezawaet al., 1995; Choi et al., 1996; Yang et al., 1996). No entanto, são exemplo 

membros identificados em S. pennelli e T. aestivum com mais que dois exões na sua 

estrutura (Shi & Du, 2020; Liu et al., 2022). De acordo com Shi & Du (2020), os genes 

que possuem estruturas mais complexas são resultado de um processo evolutivo mais 

recente que levou à sua diverência genética relativamente aos restantes membros da 

mesma família génica e que no caso particular de J. regia poderá ter passado pelo ganho 

de dois intrões, hipótese levantada quando comparado o tamanho dos exões nas diferentes 

sequências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Relação filogenética e estrutura de genes de JrCaMs e AtCaMs. Representado à 

esquerda encontra-se a árvore filogenética dos genes de JrCaMs e AtCaMs, obtida através do 

método Neighbor-Joining com análise de bootstrap utilizando 1000 réplicas no software 

MEGA11 (versão 11). Representado à direita encontra-se a estrutura dos genes de JrCaM e 

AtCaM, obtida através do programa GSDS (versão 2.0). As linhas contínuas a preto representam 

os intrões e as caixas a amarelo representam os exões. Para a representação gráfica foram 

consideradas as sequências genómicas e codificantes (CDS). 

 

Apesar da variabilidade observada ao nível da estrutura, todos os JrCaMs 

apresentam o tamanho do primeiro exão conservado com 76 pb (Tabela 9). Ao nível dos 

restantes exões, os quatro membros que partilham a estrutura de dois exões – JrCaM1a, 
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JrCaM1b, JrCaM3a e JrCaM3b – possuem o seu segundo exão composto pelo mesmo 

número de nucleótidos (374 pb). Os outros dois membros, que apresentam a estrutura de 

quatro exões – JrCaM2 e JrCaM4 – apresentam o tamanho conservado ao nível dos 

restantes três exões, com 158 pb, 81 pb e 135 pb, respetivamente. De notar que o 

somatório destes 3 exões corresponde a 374 pb, o mesmo tamanho do segundo exão dos 

genes JrCaM com a estrutura de dois exões, sugerindo que estes dois genes terão sofrido 

um processo evolutivo semelhante a partir de um exão ancestral comum, conduzindo à 

formação de exões com o consequente ganho de dois intrões. Eventos de ganho e perda 

de intrões são reportados como os eventos mais associados à evolução dos genes 

(Babenko et al., 2004). 

Contrariamente ao elevado nível de conservação observado ao nível dos exões, os 

intrões apresentam um nível de variação mais elevado. Estas regiões, por serem 

sequências com menor importância ao nível da variação fenotípica encontram-se mais 

sujeitos às forças evolutivas, sendo por natureza sequências muito variáveis (Chamary & 

Hurst, 2004; Gaffney & Keightley, 2006). Estas variações de tamanho que ocorrem ao 

nível dos intrões estão relacionadas com a sua função na regulação da expressão génica, 

pelo facto de poderem ter integradas em si sequências regulatórias (Fiume et al., 2004).  

Resultados similares foram reportados em diferentes famílias génicas em diversas 

espécies, sendo exemplo a família de genes AOX (do inglês: Alternative Oxidase) 

caracterizada em cenoura (Daucus carota L.) com intrões que variam entre 173 e 630 pb 

e dos genes PIN caracterizada em oliveira com intrões que variam entre 66 e 6370 pb 

(Campos et al., 2016; Cardoso et al., 2022).  

O dendrograma representado na Figura 29, que integra apenas as sequências 

proteicas de JrCaMs e AtCaMs, revelou a existência de um nível de similaridade superior 

entre sequências das duas espécies do que entre as sequências da própria espécie. Esta 

similaridade entre sequências de diferentes espécies é explicada pela similaridade de 

funções que podem desempenhar nas diferentes espécies. O envolvimento das diferentes 

isoformas em processos biológicos distintos, nomeadamente o desenvolvimento e a 

tolerância a diversas condições de stress, foi apontado por vários autores. São exemplos 

o envolvimento da AtCaM3 na tolerância ao calor (Zhang  et al., 2009; Zhou et al., 2009) 

e das AtCaM1 e AtCaM4 na tolerância à salinidade (Zhou et al., 2016). 
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Tabela 9- Informação sobre tamanho dos exões e intrões nos diferentes membros CaM de Juglans 

regia L., obtidos através do software GSDS (disponível em https://gsds.gao-lab.org/). 

Tabela 9 

 Exões (pb) Intrões (pb) 

ID 1 2 3 4 1 2 3 

JrCaM1a 76 374 -- -- 1193 -- -- 

JrCaM1b 76 374 -- -- 1179 -- -- 

JrCaM3a 76 374 -- -- 997 -- -- 

JrCaM3b 76 374 -- -- 988 -- -- 

JrCaM2 76 158 81 135 1703 521 148 

JrCaM4 76 158 81 135 2604 622 181 

 ID: Código identificativo da sequência 

 

4.3. Análise da Expressão dos Genes JrCaM na Formação de Raízes 

Adventícias  

 

4.3.1. Determinação da concentração e análise da integridade e pureza das amostras de 
RNA total 

Após o processo de extração do RNA total das amostras do ensaio de 

enraizamento realizado com os dois genótipos, procedeu-se à determinação da sua 

concentração bem como à análise da pureza e integridade das mesmas. Os resultados 

obtidos por espectrofotometria permitiram visualizar o padrão de absorbância 

característico dos ácidos nucleicos com uma curva sigmóide bem definida em todas as 

amostras (Figura Suplementar – Figura 1). Os valores de concentração variaram entre 

49,1 e 309,4 ng/µL (Tabela Suplementar – Tabela 1 e 2), o que permitiu considerar a 

realização da reação de transcrição reversa com 0.5 µg de RNA total para todas as 

amostras. A avaliação da pureza das amostras revelou rácios de absorbância 260/280 que 

variaram entre 1.9 a 2.2 e de 260/230 que variaram entre 1.1 a 1.9, revelando alguma 

contaminação, ainda que pouco significativa, por proteínas (A280) e compostos orgânicos, 

fenóis ou sais (A230). De acordo com o Boletim Técnico da Thermo Scientific (2012), as 

soluções de RNA que apresentem valores de A260/280 próximo de 2.0 e A260/230 entre 2.0 e 

2.2, são consideradas puras, podendo por isso ser utilizadas em trabalhos que considerem 

a síntese de DNA complementar (cDNA). Os valores dos rácios das absorvâncias obtidas 

ao estarem bastante próximos dos valores padrão permitiram seguir com o trabalho de 

análise de expressão génica.  

https://gsds.gao-lab.org/
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Para concluir acerca da integridade do RNA foi realizada uma eletroforese em gel 

de agarose. O resultado revelou a presença das duas bandas bastante nítidas (~1 Kb e ~1.6 

Kb), sem arrastamento que fosse indicativo de degradação do RNA e a ausência de bandas 

correspondentes a DNA contaminante em todas as amostras de ambos os genótipos 

‘Chandler’ e ‘Paradox’ (gel representativo visível na Figura 30). Segundo Aranda et al. 

(2012) a presença de duas bandas distintas é indicativa de RNA de elevada qualidade, 

sendo por norma a banda correspondente à subunidade 28S rRNA mais intensa que a 

banda correspondente a 18S rRNA. Nos organismos eucariotas, a subunidade 28S rRNA 

apresenta ~4,7 Kb, enquanto a subunidade 18S rRNA apresenta ~1,8 Kb. Em A. thaliana, 

verificou-se que as subunidades 28S e 18S de rRNA apresentavam por volta de 4 Kb e 

1,6 Kb respetivamente (Keren et al., 2011). Em amostras de RNA extraídas de ‘Paradox’ 

foi possível observar uma banda de peso superior à banda de 28S rRNA, a qual 

corresponderá a transcritos presentes em elevada concentração, ou a RNA imaturo (Pre-

mRNA), molécula da qual derivam as subunidades 28S e 18S (Eun, 1996), o que seria de 

interesse investigar futuramente por se apresentar característico do híbrido ‘Paradox’.  

 

 

Figura 30 

Figura 30- Imagem representativa dos géis de agarose obtidos após eletroforese do RNA total. 

Os géis correspondem às amostras não induzidas com AIB (controlo) do ensaio com o híbrido 

‘Paradox’ (A). De notar as duas bandas correspondentes aos RNA das subunidades ribossomais 

18S e 28S e uma de peso superior correspondente a transcritos. M: marcador molecular NZYDNA 

Ladder VII /NZytech, Portugal). 
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4.3.2.1. Seleção dos genes de referência 

Para os seis genes candidatos a genes de referência foi avaliada a especificidade e 

a eficiência da reação. A eficiência (E%), que se traduz na síntese de duas cadeias a partir 

de uma cadeia molde a cada ciclo de PCR, gerando assim um aumento exponencial do 

número de duplas cadeias amplificadas, deve apresentar valores situados no intervalo 

90% – 105% (Bio-Rad Laboratories, 2006). Para os seis genes candidatos a genes de 

referência foram obtidos valores dentro do intervalo referido, com o gene JrH2B (90,9%) 

a apresentar o valor de eficiência mais baixo e o gene JrEF1-alfa o valor mais elevado 

(101,4%) (figura 31). De um modo geral os valores de R2 para os seis genes foram 

superiores a 0,980, o que significa um ótimo ajuste dos valores de Cq das diferentes 

amostras em relação ao modelo linear ajustado. Apenas o gene JrSDIR1 apresentou 

valores de R2 abaixo do valor de referência (0,964) (figura 31). 

Relativamente à análise da especificidade, como é possível verificar na figura 31, 

as curvas de dissociação resultantes da análise de cada gene apresentam um pico de 

dissociação único, o que significa que para todas as amostras foi amplificado o mesmo 

fragmento, permitindo concluir que os primers são específicos para o respetivo gene, não 

se ligando a outras regiões inespecíficas e consequentemente amplificando outros 

fragmentos.  

Os resultados obtidos da amplificação dos seis genes candidatos a genes de 

referência foram analisados no sentido de identificar os genes mais estáveis entre as 

amostras consideradas no ensaio. A figura 32 apresenta os diagramas de bigodes, 

representando a dispersão dos valores dos ciclos de quantificação (Cq) dos genes 

candidatos a genes de referência, homólogos para J. regia. Os valores de Cq demonstram 

que existe variação na expressão dos diferentes genes, quando os mesmo são analisados 

de forma conjunta (Figura 32-A), bem como, de forma independente em cada genótipo 

(Figura 32- B, C). Por exemplo, o gene JrSIDR1 apresenta ser um dos genes mais estáveis 

por apresentar uma menor dispersão dos valores de Cq. Por outro lado, os genes JrB-

Actin e JrEF1-alfa apresentam maior dispersão dos dados, logo, maior variabilidade entre 

amostras. De notar ainda que os níveis de expressão observados para o gene JrPoliUBI 

diferem em ambos os genótipos, sendo os valores de Cq mais elevados em ‘Paradox’ 

comparativamente a ‘Chandler’. A forma como cada um destes genótipos poderá 

responder aos tratamentos aplicados neste estudo (inoculação em meio com AIB e 

inoculação em meio de controlo), poderá ser a principal razão pela diferença observada 

ao nível da expressão dos genes em estudo.  
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Figura 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Curvas de dissociação e curvas de calibração obtidas por análise RT-qPCR dos genes 

candidatos a genes de referência – JrB-Actin, JrH2B, JrPoliUBI, JrUBI-E2, JrEF1-alfa e 

JrSDIR1. Valores da eficiência de reação (E%) e do coeficiente de determinação (R2), encontram-

se representados, no canto inferior esquerdo do gráfico da curvas padrão de cada gene. 
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Figura 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Diagramas de bigodes apresentando a distribuição dos valores de Cq (ciclo de 

quantificação) dos diferentes genes candidatos a genes de referência nos dois genótipos em 

estudo. (A) ‘Paradox’ + ‘Chandler’: representação dos valores de Cq integrando os valores 

obtidos nos dois genótipos; (B, C) ‘Chandler’ e ‘Paradox’: representação dos valores de Cq 

obtidos em cada genótipo separadamente. 

 

Os valores de Cq foram transformados em valores de quantidades relativas (QR) 

e estes valores foram os utilizados para a análise no GeNorm (Figura 33). Este programa 

determina o nível de estabilidade (M) definida como a variação média de um gene 

específico com todos os outros genes, sendo que genes com os valores M mais baixos 

apresentam uma expressão mais estável (valor de 𝑀 deverá ser ≤ 1,5) (Vandesompele et 

al., 2002). Os resultados obtidos considerando a análise dos seis genes nos dois genótipos 

em simultâneo ou fazendo a análise em separado para cada genótipo mostraram um valor 

de M inferior a 1,5. No entanto, em adição ao valor de M deve ser considerado também 

o valor de V, um valor resultante da análise da variação pareada de cada gene com todos 

os outros genes, candidatos a genes de referência, devendo este ser ≤ 0,15 (Vijayakumar 

& Sakuntala, 2024). Os resultados obtidos quando integradas os dois genótipos mostram 

valores de V > 0.15, não tendo sido por isso possível identificar nenhuma combinação 

entre os genes candidatos a genes de referência que permitisse proceder à análise dos 
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genes de interesse em ambos os genótipos. Na tentativa de identificar a melhor 

combinação entre os genes candidatos para cada genótipo foi realizado o cálculo do valor 

de V para cada genótipo separadamente. Desta análise foi possível obter valores de V 

inferiores a 0.15 para ambos os genótipos quando considerada a combinação de três genes 

de referência (0.121 em ‘Chandler’ e 0.105 em ‘Paradox’).  

 

 

Figura 33 

Figura 33 – Representação dos resultados obtidos da análise GeNorm dos genes selecionados 

como candidatos a genes de referência. Representado à esquerda encontra-se a estabilidade dos 

genes candidatos a genes de referência com base no cálculo do valor de M (medida de estabilidade 

nos níveis de expressão génica) utilizando o software geNorm (valores de M < 1.5 indicam 

expressão génica estável, enquanto valores de M > 1.5 indicam expressão génica instável). 

Representado à direita está a determinação do número ideal de genes de referência com base na 
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análise da variação par a par (V) dos fatores de normalização dos genes candidatos a genes de 

referência. Esta análise permitiu identificar o número mínimo de genes de referência necessários 

para a normalização dos dados de RT-qPCR em cada genótipo (‘Chandler’ e ‘Paradox’) 

separadamente e considerando ambos os genótipos em conjunto (V = Vn/Vn+1, devendo V ser 

inferior a 0.15). 

 

Ainda que em ambos os genótipos seja necessário considerar três genes de 

referência, os genes mais estáveis não são comuns, o que já era espectável uma vez que 

o valor de V foi superior a 0.15 quando analisados os dados em conjunto. Assim, para 

‘Chandler’ foram considerados os genes JrPoliUBI, JrH2B e JrUBI-E2 para o cálculo do 

fator de normalização, enquanto para ‘Paradox’, foram considerados os genes JrPoliUBI, 

JrH2B e JrB-Actin. 

 

4.3.2. Análise da expressão dos genes JrCaM 

 

4.3.2.1. Análise de eficiência e especificidade da reação 

O elevado nível de semelhança entre as sequências JrCaM1a e JrCaM1b 

impossibilitou o desenho de primers específicos para cada um destas sequências, pelo que 

os valores de expressão apresentados para JrCaM1 integram simultaneamente estes dois 

genes. 

Para os genes JrCaM3a e JrCaM3b não foi possível realizar a análise da expressão 

génica visto que os baixos valores de Cq obtidos impossibilitaram o trabalho relativo à 

construção da curva padrão. Este resultado estará associado à baixa transcrição destes 

genes nas condições experimentais em estudo, pelo que provavelmente o seu papel no 

processo de EA será pouco relevante. Contrariamente, para os genes JrCaM1, JrCaM2 e 

JrCaM4 foi possível realizar a análise da expressão génica por RT-qPCR uma vez que os 

valores de Cq destes genes indicaram amplificação eficiente com níveis de transcrito mais 

elevados, sugerindo assim um potencial envolvimento no processo de enrizamento 

adventício. 

A análise da curva padrão realizada para os genes JrCaM1, JrCaM2 e JrCaM4 

revelou valores de E dentro do intervalo referido anteriormente (90 - 105%, Bio-Rad 

Laboratories, 2006). Foi possível verificar que os três genes JrCaMs apresentaram 

valores de E superiores a 90% de eficiência, com o gene JrCaM2 a apresentar 96,0%, o 

gene JrCaM1 95,4% e o gene JrCaM4 94,9%. Deste modo, pode afirmar-se que, para 
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Figura 34 

estes três genes JrCaMs, a cada ciclo de PCR, foram sintetizadas duas novas cadeias a 

partir da cadeia molde, aumentando assim exponencialmente o número de duplas cadeias. 

Os valores de R2 registados, apresentaram ser iguais ou superiores a 0,980, para JrCaM1, 

JrCaM2 e JrCaM4, com valores de 0.999, 0.98 e 0.996 respetivamente, o que significa 

um ótimo ajuste dos valores de Cq das diferentes amostras, em relação ao modelo linear 

ajustado. 

Relativamente à especificidade da reação, como é possível verificar na figura 34, 

as curvas de dissociação resultantes das JrCaMs, apresentaram, da mesma forma que 

obtido na análise para os candidatos a genes de referência, apenas um pico de dissociação, 

revelando elevado nível de especificidade e consequentemente a possibilidade de os 

utilizar na análise do ensaio de enraizamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 - Curvas de dissociação e curvas de calibração obtidas por análise RT-qPCR dos genes 

JrCaMs - JrCaM1, JrCaM2 e JrCaM4. Valores da eficiência de reação (E) e do coeficiente de 

determinação (R2), encontram-se apresentados no canto inferior esquerdo do gráfico das curvas 

padrão de cada gene. 
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4.3.2.2. Análise da expressão dos genes JrCaM na formação de raízes adventícias 

As CaMs são proteínas envolvidas na resposta a diversos stresses abióticos, tais 

como o stress oxidativo, exposição a metais pesados, frio, seca, temperaturas elevadas e 

salinidade (Zhang, W. et al., 2009; Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2016; Chauhan et al., 

2017). A análise do padrão de expressão dos diferentes JrCaM foi realizada nos genótipos 

‘Paradox’ e ‘Chandler’ ao longo de um ensaio de enraizamento onde foram considerados 

para análise amostras recolhidas em diferentes momentos: 0h (imediatamente após 

preparação da plântula), 6h, 24h, 3d, 5d e 7d após inoculação da plântula no meio de 

cultura de indução do enraizamento (com AIB e sem AIB - controlo). A análise da 

expressão dos genes JrCaM permitiu verificar que três dos seis genes apresentaram uma 

expressão diferencial ao longo do processo de EA em ambos os genótipos (JrCaM1, 

JrCaM2 e JrCaM4) (Figura 35). O gene JrCaM1, que integra simultaneamente os níveis 

de expressão dos genes JrCaM1a e JrCaM1b, apresentou-se como um gene com 

expressão mais precoce, de resposta mais imediata ao stress provocado pelo corte e pelo 

tratamento com auxina, e os dois genes JrCaM2 e JrCaM4 com uma resposta mais tardia, 

em particular visível na cv. ‘Chandler’, associada ao tratamento com a auxina indutora 

do EA. Para melhor perceção desta dinâmica de expressão dos três genes nos dois 

genótipos foi construído um heatmap, apresentado na figura 36. 

Relativamente ao gene JrCaM1 foi possível verificar que o padrão de expressão 

se apresentou similar nos dois genótipos e em ambas as condições de estudo (AIB e 

controlo), caracterizado por um aumento do nível de transcrito às 6h, momento em que 

atinge o pico máximo com diferenças significativas no genótipo ‘Chandler’, para diminuir 

de seguida em ambos os genótipos e condições. No genótipo ‘Paradox’ os níveis de 

expressão atingiram os valores mínimos aos 3d, sendo visíveis valores de expressão 

abaixo dos valores basais (0h), enquanto na ‘Chandler’ a diminuição foi progressiva até 

final do ensaio (7d), momento em que atingiu os valores mínimos (ainda 

significativamente superiores aos valores de expressão basal). Comparando as duas 

condições (AIB e controlo) verificou-se que no genótipo ‘Paradox’ esta descida da 

expressão no gene JrCaM1 foi muito semelhante em ambas as condições, sendo visíveis 

diferenças significativas apenas aos 7d com valores ligeiramente superiores na condição 

controlo. Na cv. ‘Chandler’ a descida nos valores de expressão foi mais pronunciada na 

condição controlo comparativamente à condição AIB, sendo nessa condição visíveis 

diferenças significativamente inferiores aos 3d e 5d. O potencial envolvimento do gene 

JrCaM1 no processo de EA foi visível apenas no genótipo ‘Chandler’, onde existem 
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diferenças significativas logo no tempo mais precoce (6h) quando comparadas as duas 

condições. No híbrido ‘Paradox’ este envolvimento não é notório devido à inexistência 

de diferenças significativas entre AIB e controlo. O pico de expressão visível às 6h em 

ambas condições e em ambos os genótipos é indicativo do envolvimento deste gene na 

resposta ao corte. 

Relativamente aos genes JrCaM2 e JrCaM4, contrariamente ao gene JrCaM1, o 

padrão de expressão revelou ser diferente entre os dois genótipos. Regra geral, em 

‘Chandler’, em particular associado à condição AIB, foi visível um aumento progressivo 

da expressão destes genes com início às 24h (JrCaM4) e 3d (JrCaM2), sendo a expressão 

significativamente superior na condição AIB a partir dos 3d em ambos os genes, com o 

pico máximo visível ao final do ensaio (7d). Na condição controlo a expressão não 

apresentou um padrão similar entre os dois genes, sendo visível no gene JrCaM2 uma 

expressão relativamente constante ao longo do ensaio, com um aumento significativo 

apenas aos 7d, ao passo que para o JrCaM4 foi visível um aumento significativo às 24h 

mantendo-se a partir deste momento relativamente constante até final do ensaio. No 

híbrido ‘Paradox’ o gene JrCaM2 apresentou uma diminuição acentuada da expressão às 

6h em ambas as condições (AIB e controlo), mantendo-se os valores de expressão 

relativamente estáveis até final do ensaio, momento em que se verifica um ligeiro 

aumento na condição AIB resultando em diferenças significativas quando comparada a 

expressão nas duas condições. Relativamente ao gene JrCaM4 foi igualmente visível uma 

redução da expressão às 6h, atingindo o valor mínimo apenas à 24h na condição AIB, 

momento em que inicia um aumento progressivo até final do ensaio, apresentando assim 

um padrão de expressão similar ao gene JrCaM2 na condição AIB. Na condição controlo, 

após atingir o valor mínimo às 6h, a expressão do gene sobe para níveis similares ao valor 

da expressão basal mantendo-se relativamente estável até final do ensaio.  
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Figura 35  

Figura 35- Expressão relativa dos genes JrCaMs – JrCaM1, JrCaM2 e JrCaM4 no híbrido ‘Paradox’ e na cv. 

‘Chandler’, em plântulas tratadas com AIB e sem tratamento (controlo). As amostras foram recolhidas ao 

longo do ensaio de enraizamento (0h, 6h, 24h, 3d, 5d e 7d). Os dados correspondem à média ± EPM. * indica 

a existência de diferenças significativas entre os grupos controlo e AIB. Letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os diferentes tempos para cada grupo (controlo e AIB). As diferenças foram consideradas 

significativas para p<0.05. * p<0.05, ** p<0.01. 
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Figura 36 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

Figura 36 - Representação espaciotemporal da expressão dos genes JrCaMs, resultante da análise de 

RT-qPCR exibindo os padrões de expressão ao longo do tempo para as amostras (região basal da 

plântula) tratadas com AIB e amostras controlo, no híbrido ‘Paradox’ e na cv. ‘Chandler’. Heatmap 

representado à direta com árvore filogenética representada à esquerda, obtidos através do software 

Heatmapper (disponível em http://www.heatmapper.ca/). O intervalo de expressão (-2 < Row Z-Score 

> 2) encontra-se representado para baixos níveis de expressão com a cor azul e para elevados níveis 

de expressão com a cor amarela. 

 

O perfil de expressão visível em ambos os genes JrCaM2 e JrCaM4 num mesmo 

genótipo sugere que os dois genes JrCaM sejam co-expressos (correlação positiva 

significativa para P<0.001 de 0,88 na cv.’Chandler’ e 0,714 no híbrido ‘Paradox’). A co-

expressão corresponde à similaridade de padrões de expressão de um grupo de genes 

quando impostas diferentes condições (Montenegro, 2022). No presente trabalho, a co-

expressão destes genes é indicativo do desempenho de um papel similar no processo 

biológico em estudo. Por outro lado, o facto do perfil de expressão ser diferente entre 

genótipos é revelador de uma dependência desse mesmo fator. Na cv. ‘Chandler’ o seu 

envolvimento no processo de formação de raízes é evidenciado pelo aumento progressivo 

da expressão nas plântulas tratadas com a auxina. O seu envolvimento no processo de 

formação de raízes na cv. ‘Chandler’ surge evidenciado pelo aumento significativo de 

http://www.heatmapper.ca/
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ambos os genes aos 3d, momento em que foram identificadas alterações morfológicas 

associadas ao processo de diferenciação de novo das raízes. 

Os resultados de expressão obtidos corroboram com a distribuição filogenética 

das JrCaMs (ponto 4.2.). A proximidade filogenética entre JrCaM4 e JrCaM2 está 

associada a um padrão de expressão similar, comportamento já reportado noutras famílias 

génicas (Eisen et al., 1998; Do & Choi, 2008). Similaridade na expressão, ou pelo 

contrário, diferenças no padrão de expressão de membros das CaM, foram reportados em 

diferentes ensaios utilizando diferentes fatores de stress. Dubrovina et al. (2019), analisou 

o envolvimento de VaCaMs na resposta a vários stresses abióticos em plântulas de Vitis 

amurensis, como o défice hídrico, salinidade, alto teor de manitol, exposição a frio (4ºC 

e 10 ºC), e calor (37 ºC) verificando-se que as VaCaMs em estudo (VaCaM8, VaCaM9 e 

VaCaM10) apresentaram diferentes padrões de expressão em diferentes tempos de 

análise. Enquanto o gene VaCaM8 apresentou um aumento nos níveis de expressão em 

resposta à salinidade em todos os tempos analisados, o gene VaCaM9 apresentou níveis 

de expressão elevados em resposta ao calor, ao frio (4ºC) e aos elevados níveis de manitol 

num único tempo de recolha, enquanto o gene VaCaM10 apresentou níveis de expressão 

mais elevados para todas as condições de stress mas também associado a um único tempo 

de recolha. Estes resultados sugerem que os VaCaMs apresentam um papel importante na 

resposta aos stresses abióticos em V. amurensis atuando de forma diferente consoante o 

estímulo aplicado. 

À semelhança dos resultados apresentados para os VaCaMs, também os níveis de 

expressão de JrCaMs não apresentaram um padrão de expressão idêntico ao longo do 

tempo. O padrão de expressão apresentado pelo gene VaCaM10 assemelha-se muito ao 

padrão do gene JrCaM4 em ambos os genótipos em estudo, sendo este padrão mais 

representativo em ‘Chandler’ nas duas condições de tratamento. A diferença nos padrões 

apresentados pelos diferentes genes JrCaMs nos diferentes genótipos ao longo do tempo 

é indicativa de que estes genes são regulados de forma diferente em cada genótipo, 

apresentando-se mais ou menos expressos ao longo do tempo consoante a necessidade da 

proteína codificada relativamente ao estímulo imposto. 

Um estudo realizado em Solanum pennellii (Shi & Du 2020) revelou também que 

os níveis de expressão dos genes de SpCaMs variam segundo a exposição da planta a 

diferentes condições de stress abiótico em diferentes órgãos, incluindo o caule. De um 

modo geral, os resultados obtidos demonstraram que todos os SpCaMs eram expressos 

relativamente às diferentes condições de stress impostas na planta, mas em diferentes 
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níveis de expressão. Para a exposição ao frio nenhum SpCaM apresentou expressão na 

zona do caule, verificando-se o contrário para a condição de seca e salinidade, onde a 

expressão de SpCaM foi elevada. Shi & Du (2020) reportaram ainda diferentes níveis de 

expressão dos SpCaM em resposta a diferentes reguladores de crescimento, sugerindo a 

existência de diferentes mecanismos de resposta, os quais poderão assemelhar-se à 

diferença na expressão das JrCaM como resposta ao AIB. Por exemplo, foi possível 

verificar na cv. ‘Chandler’ em amostras sujeitas ao AIB que o gene JrCaM1 apresentou 

uma diminuição de expressão ao longo do tempo de inoculação, enquanto os genes 

JrCaM2 e JrCaM4 apresentaram um aumento. Estes padrões inversos sugerem a 

necessidade de uma inibição ou ativação dos genes ao longo do tempo quando as plântulas 

são sujeitas à condição AIB, provavelmente devido a diferenças ao nível da função da 

proteína codificada. Comparando estes resultados com os obtidos no presente trabalho, 

também para JrCaM2 e JrCaM4, em ambos genótipos em estudo, os níveis de expressão 

são mais tardios no tratamento com AIB, contrariamente ao JrCaM1 que apresenta níveis 

de expressão mais precoce, em ambos genótipos, para o tratamento com AIB. Estes 

resultados sugerem a diferença de necessidade de atuação de diferentes JrCaMs ao longo 

do tempo, visível em diferentes espécies e sob diferentes estímulos. 

 

4.4. Envolvimento do Stress Oxidativo no Enraizamento Adventício (EA) 

 

4.4.1. Quantificação dos níveis de peróxido de hidrogénio (H2O2) 

 As plantas reagem a condições de stress através do aumento dos níveis de ROS, 

nomeadamente de H2O2, enquanto molécula sinalizadora encarregue de ativar diversas 

vias de resposta (Del Río, 2015). Um dos objetivos do presente trabalho consistiu na 

avaliação do envolvimento das ROS enquanto moléculas de sinalização associadas à 

resposta das plantas a diversas condições de stress, dando destaque ao H2O2 por ser a 

ROS mais estável e a molécula mais importante no processo de EA, em particular nas 

fases mais precoces por estar envolvida na resposta ao  ferimento (Gechev et al., 2002; 

Quan et al., 2008; Li et al., 2009a; Santos Macedo et al., 2009; Li & Xue, 2010; Liao et 

al., 2010; She et al., 2010; Niu & Liao, 2016). As ROS são produzidas pelas células 

vegetais funcionando como moléculas sinalizadoras de uma resposta imediata da planta, 

no entanto, é imprescindível que após cumprida a sua função a célula seja capaz de 

restabelecer os níveis de ROS. A incapacidade de atingir a homeostase celular, mantendo 



Resultados e Discussão 

 

 112  

 

níveis elevados de ROS torna-se uma condição prejudicial para a planta conduzido em 

situações extremas à morte celular (Gechev et al., 2002; Wang et al., 2019; Roussos, 

2023). 

A quantificação dos níveis de H2O2 ao longo do ensaio de enraizamento revelou 

um perfil distinto entre os dois genótipos em estudo (Figura 37). Numa primeira análise, 

de forma geral, foi possível observar níveis basais de H2O2 significativamente superiores 

no híbrido ‘Paradox’ comparativamente ao observado na cv. ‘Chandler’. Esta diferença 

nos níveis basais de ROS pode estar relacionado com uma maior capacidade de indução 

da formação de raízes adventícias. Segundo Quan et al. (2008), o aumento dos níveis de 

H2O2 na planta ocorre naturalmente como resposta a um dano físico, sendo o mesmo 

fundamental para a formação de raízes adventícias (Li et al., 2009a; Santos Macedo et al., 

2009; Li & Xue, 2010; Liao et al., 2010; She et al., 2010). Da mesma forma Liao et al. 

(2012), num ensaio realizado com plântulas de Tagetes erecta L. var. ‘Marvel’, reporta 

um aumento dos níveis de H2O2 logo após imersão dos explantes numa solução de Ca2+, 

com o nível máximo visível às 8h. De acordo com Liao et al. (2011), o H2O2 encontra-se 

envolvido na indução do processo de formação de raízes adventícias induzidas na 

presença de AIB. No entanto, apesar do perfil de variação não estar associado a nenhum 

aumento, mas pelo contrário a uma descida, o fato do genótipo de fácil enraizamento 

demonstrar um nível significativamente superior quando comparado com o genótipo de 

difícil enraizamento pode ser revelador do envolvimento do H2O2 na eficiência deste 

processo morfogénico. 
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Figura 37 

Figura 37 - Quantificação dos níveis de peróxido de hidrogénio (H2O2), na região basal, de 

plântulas da cv. ‘Chandler’ e do híbrido ‘Paradox’, tratadas com AIB e sem tratamento (controlo) 

em diferentes tempos de recolha durante o ensaio (0h, 6h, 24h, 3d, 5d, 7d). Os dados 

correspondem à média ± EPM. * indica a existência de diferenças significativas entre os grupos 

controlo e AIB em cada tempo de recolha. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os diferentes tempos para cada grupo (controlo ou AIB). As diferenças foram consideradas 

significativas para p<0.05. * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001. 

 

Para além da diferença nos níveis basais de H2O2, também o perfil exibido ao 

longo do tempo foi muito distinto. No híbrido ‘Paradox’ observou-se uma descida gradual 

até aos 3d em ambas as condições (AIB e controlo), atingindo valores mínimos na 

condição AIB (2,3 nmol H2O2 g
-1.fw.) significativamente inferiores ao controlo (2,9 nmol 

H2O2 g
-1.fw). Em ambas as condições registou-se de seguida uma subida desses valores, 

atingindo valores significativamente superiores em ambos os casos (5d com 2,83 nmol 

H2O2 g
-1.fw na condição AIB e 3,78 nmol H2O2 g

-1.fw no controlo), mantendo-se estes 

contantes até final do ensaio na condição AIB ou descendo para os valores próximos aos 

3d na condição controlo (2,7 nmol H2O2 g
-1.fw). Em todos os tempos de análise, à exceção 
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dos 7d, os níveis de H2O2 foram significativamente superiores na condição controlo 

comparativamente ao tratamento com a auxina. Este nível mais elevado na condição 

controlo é revelador de uma associação mais predominante do H2O2 ao stress provocado 

pelo corte.  

Relativamente à cv. ‘Chandler’, o perfil de variação dos níveis de H2O2 foi distinto 

do observado no híbrido ‘Paradox’, não sendo notória a descida gradual em ambas as 

condições. Um ligeiro aumento, com valores significativamente superiores, foi visível às 

6h na condição controlo, podendo ser revelador de um possível envolvimento na resposta 

imediata ao corte. No entanto, da mesma forma que observado no híbrido ‘Paradox’, os 

valores mínimos obtidos na condição AIB foram observados aos 3d (1,6 nmol H2O2 g
-

1.fw), com diferenças significativas quando comparados com o controlo. De seguida 

registou-se, da mesma forma, um aumento dos níveis de H2O2 (5d), atingindo, no caso da 

condição AIB, os valores mais elevados (2,6 nmolH2O2g
-1.fw), com diferenças 

significativas relativamente ao controlo (de 2,2 nmolH2O2g
-1.fw). Contrariamente ao 

observado no híbrido ‘Paradox’, em que os níveis de H2O2 no controlo foram superiores 

aos observados na condição AIB, na cv. ‘Chandler’ os valores de H2O2 foram 

significativamente superiores na condição AIB comparativamente ao controlo nos tempos 

24h e 5d. No trabalho desenvolvido nesta dissertação, em ambos os genótipos, foi 

verificada uma descida dos níveis de H2O2 aos 3d no tratamento com AIB com um 

aumento aos 5d. Num estudo anterior realizado em plântulas de nogueiras híbridas (J. 

nigra × J. regia), Jay-Allemand e colegas (1992) verificaram que era fundamental um 

período mínimo de 5d para a indução do EA em meio suplementado com AIB (24.6 µM). 

Este tempo de indução pode ser o mínimo necessário para que o estímulo externo conduza 

ao início do processo morfogénico de formação das raízes adventícias (Hand, 1994). 

Assim, deste modo, pode ser sugerido que aos 5d de indução com a presença da auxina 

indutora AIB, seja desencadeada uma via de sinalização específica do H2O2 com a 

consequente formação de raízes adventícias (Kang et al., 2018; Kushwaha et al., 2019).  

Sendo o H2O2 uma molécula envolvida na sinalização de diversas condições de 

stress e havendo a indicação de uma relação direta entre os níveis de H2O2 e o aumento 

da intensidade das condições de stress (Asaeda et al., 2022), seria expectável surgirem 

níveis mais elevados associados ao tratamento com AIB por ser uma condição que integra 

dois stresses distintos (o corte para preparação da plântula e a presença de auxina no meio 

de cultura), o que de fato não se verificou. Segundo Pasternak et al. (2005) e Takác et al. 

(2016), o H2O2 apenas exercerá funções durante a divisão celular, na presença de auxina. 
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Por outro lado, o tempo de indução e a concentração de auxina exógena aplicada, são 

fatores que influenciam a estimulação ou inibição da diferenciação celular e, portanto, a 

formação de raízes (Taiz et al., 2017). Neste ensaio, para a mesma concentração de AIB, 

os genótipos ‘Chandler’ e ‘Paradox’ apresentaram diferenças na produção de H2O2, 

levando-nos a colocar a hipótese da dependência do genótipo. De acordo com Farias da 

Silva et al. (2022), as respostas ao tempo de indução e concentração de auxina são 

dependentes do genótipo. Dependência também relatada no ponto acima (ponto 4.3.2.2) 

relativo à análise da expressão dos genes das Calmodulinas (JrCaM) em ambos os 

genótipos. 

 

4.4.2. Expressão da enzima CAT por Western blot 

A CAT é uma enzima que promove a degradação do H2O2 impedindo que este 

provoque danos irreversíveis nas células quando ocorre uma condição de stress (Virdi et 

al., 2015). Para melhor compreender a dinâmica do H2O2 e o seu envolvimento no EA foi 

avaliada a expressão da CAT, uma das principais enzimas antioxidantes (Scandalios et 

al., 1997) com um papel crucial na proteção celular contra o stress oxidativo, catalisando 

a decomposição de duas moléculas de H2O2 em duas moléculas de água (2H2O) e uma 

molécula de oxigénio (O2) (Mittler, 2002; Chelikani et al., 2004). Os resultados relativos 

à expressão da proteína CAT, avaliada apenas na condição AIB, revelaram a presença de 

uma banda com massa molecular aparente entre 48 e 63 kDa (Figura 38) em todas as 

amostras dos dois genótipos nos diferentes tempos de recolha considerados (0h, 3d, 5d e 

7d, selecionados após análise estatística dos resultados da quantificação de H2O2). 

Segundo várias publicações, esta proteína é descrita como um complexo enzimático que 

pode ser dividido em várias classes de acordo com as funções que desempenham (Bagnoli 

et al., 2004; Willekens et al., 1995). Estruturalmente, a CAT nativa, com massa molecular 

que pode variar entre 220 e 350 kDa consiste num tetrâmero formado por quatro 

subunidades idênticas. Cada subunidade possui uma massa molecular entre 55 e 59 kDa, 

sendo formada por uma cadeia polipeptídica e um grupo heme que contem um ião ferro 

(Fe3+), essencial para a sua atividade catalítica (Mullen & Gifford, 1993; Palma et al., 

2013; Teng et al., 2016). De acordo com o marcador de massas moleculares utilizado 

neste trabalho, a massa molecular da banda proteica reconhecida pelo anticorpo primário 

Anti-CAT, (Figura 38), parece corresponder à massa molecular da CAT descrita na 

literatura, confirmando a identificação desta enzima. 
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Figura 38 

 

Figura 38- Imagem representativa da membrana Western blot para a proteína Catalase (CAT) em 

amostras da região basal do híbrido ‘Paradox’ e da cv.’Chandler’. A região delimitada a vermelho 

define a banda da CAT, com massa molecular aparente entre 55 e 59 kDa. As diferentes amostras 

encontram-se devidamente identificadas na parte superior da imagem: amostras dos genótipos 

‘Paradox’ (Px) e ‘Chandler’ (Ch) estabelecidas no meio de indução com a auxina AIB e recolhidas 

para análise em diferentes tempos (0h, 3d, 5d e 7d). À esquerda encontram-se representadas as 

massas moleculares (kDa) do marcador molecular utilizado (NZYA Colour Protein Marker II, 

nzytech). 

 

Através da análise da figura 38 é possível observar a ausência de ligações 

inespecíficas ao anticorpo primário, o que indica uma elevada especificidade do anticorpo 

à proteína CAT e a realização do bloqueio de forma eficaz. Pode ainda ser observado que 

a banda correspondente à enzima CAT aparenta ser mais intensa na cv. ‘Chandler’ às 0h 

e aos 3d no híbrido ‘Paradox’, sugerindo que nestes tempos de recolha a sua expressão 

seja mais elevada. Este mesmo resultado pode ser observado no gráfico da figura 39 que 

mostra os valores da expressão da proteína CAT obtidos a partir da análise da intensidade 

das bandas correspondentes à proteína em estudo. 
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Figura 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39- Expressão da proteína Catalase (CAT) em amostras provenientes da região basal do 

híbrido ‘Paradox’ e da cv.’Chandler’ ao longo dos diferentes tempos de recolha após a inoculação 

em meio de enraizamento com AIB (0h, 3d, 5d e 7d). Os dados correspondem à média ± EPM. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os diferentes tempos para cada cultivar e 

* corresponde a diferenças significativas entre as duas cultivares. As diferenças foram 

consideradas significativas para p<0.05. A densidade ótica foi obtida usando uma análise 

densitométrica (Bio-Rad Image Lab, versão 5.2.1). Estes valores compreendem a correção para o 

background, a qual foi aplicada para cada banda através da normalização de uma região adjacente 

da membrana. 

 

De acordo com o gráfico da figura 39 observaram-se diferenças entre os dois 

genótipos em estudo. Com exceção das 0h, foi no híbrido Paradox’ que se verificaram 

valores de expressão da proteína CAT mais elevados, sendo essas diferenças 

estatisticamente significativas apenas aos 3d. Por outro lado, às 0h a expressão da CAT 

foi mais elevada na cv. ‘Chandler’. 

 Relativamente à expressão ao longo do tempo, o híbrido ‘Paradox’ apresentou 

valores mínimos e máximos às 0h e 3d, respetivamente, sendo esta diferença 

estatisticamente significativa (p = 0.011). A partir dos 3d, verificou-se uma diminuição 

significativa da expressão da CAT, mantendo-se estável entre os 5d e os 7d. Quanto à cv. 

’Chandler’, observaram-se valores máximos e mínimos às 0h e 5d, respetivamente, não 

havendo diferenças estatisticamente significativas entre os mesmos, nem em relação aos 

restantes tempos analisados. 

As ROS são moléculas provenientes do metabolismo celular normal, 

principalmente de processos que envolvem o transporte de eletrões, como a respiração 
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mitocondrial e a fotossíntese. Embora desempenhem papéis importantes como moléculas 

sinalizadoras, o aumento excessivo da concentração de ROS pode causar danos celulares, 

incluindo oxidação de proteínas, de lípidos e do DNA, o que levou ao desenvolvimento, 

por parte dos organismos aeróbicos, de sistemas de defesa antioxidante para controlar os 

níveis de ROS e minimizar os seus efeitos nocivos (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013; 

Wang et al., 2013; Bauduin et al., 2022; Roussos, 2023; Rauf et al., 2023). Entre esses 

sistemas, as enzimas antioxidantes desempenham um papel muito importante na 

neutralização das ROS, sendo a CAT uma das enzimas mais importantes nesse contexto. 

Esta enzima, presente em diferentes compartimentos celulares, como os peroxissomas, o 

citosol, os cloroplastos e as mitocôndrias, é responsável pela eliminação do H2O2 

superproduzido, decompondo-o em água e oxigénio (Anjum et al., 2016). De acordo com 

os resultados obtidos nesta dissertação, tanto na cv. ‘Chandler’ como no híbrido 

‘Paradox’, os níveis de H2O2 e a expressão da CAT apresentaram um comportamento 

inversamente proporcional quando se comparam os diferentes tempos do ensaio de 

indução do enraizamento. Tanto na cv. ‘Chandler’ como no híbrido ‘Paradox’, aos valores 

máximos e mínimos de expressão da CAT estão associados os valores mínimos e 

máximos de H2O2, o que é um resultado espectável e está de acordo com a relação entre 

a atividade da enzima e a eliminação de H2O2 (Singh & Kumar, 2019). A análise de 

correlação mostrou a existência de uma correlação negativa significativa (p=0.013, 

coeficiente de correlação de -0,436) no híbrido ‘Paradox’.  Ou seja, o valor mínimo de 

H2O2 identificado aos 3d e o subsequente aumento aos 5d está inversamente 

correlacionado com a expressão da CAT, revelando um potencial envolvimento da 

enzima no restabelecimento dos níveis de H2O2. Os 3 d corresponde ao momento em que 

ocorre a inversão do padrão de expressão de dois genes JrCaM (JrCaM1 e JrCaM2), com 

o aumento progressivo até final do ensaio, visível também no gene JrCaM4 ainda que 

com a inversão do padrão a ocorrer mais precocemente (24h). A análise de correlação 

revelou uma correlação positiva forte no híbrido ‘Paradox’ (P<0.001 com coeficiente de 

correlação de 0,737) quando correlacionados os níveis de H2O2 e a expressão do gene 

JrCaM1. 

 Como referido anteriormente, o H2O2 é uma das moléculas com um papel mais 

importante quando é provocado um dano físico numa planta, sendo por outro lado, 

promotor do EA (Quan et al., 2008; Li et al., 2009a; Santos Macedo et al., 2009; Li and 

Xue, 2010; Liao et al., 2010; She et al., 2010). Sabe-se também que a CAT é uma das 

enzimas responsáveis pela redução dos níveis de H2O2 (Roussos, 2023). Um estudo, 
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realizado em várias espécies, demonstrou que a aplicação exógena de H2O2, pode 

promover a formação de raízes adventícias com a mesma eficiência como quando as 

plantas são induzidas apenas com auxina (Liao et al., 2009; Rugini et al., 1997; Pagnussat 

et al., 2003; Li & Xue, 2010). Foi demonstrado que a aplicação de inibidores de H2O2 

com papel similar à enzima CAT, anulavam a eficácia do H2O2 aplicado e inibiam a 

formação de raízes adventícias (Li et al., 2007; Li et al., 2016; Niu & Liao, 2016; Niu et 

al., 2019). Desta forma, é percetível o papel importante do H2O2 e a sua participação na 

formação de raízes adventícias. Embora neste estudo não tenha sido aplicado H2O2 

exógeno, de acordo com esta informação presente na literatura, o H2O2 quando em 

concentrações ideais nas células promove a formação dos primórdios radiculares.  

Segundo a literatura, existem poucos estudos acerca do papel da CAT no processo 

de EA. Verificou-se em dois estudos, que a atividade da CAT se manteve estável durante 

a formação de raízes adventícias em Vigna radiata L. (Li et al., 2009a) e Cucumis sativus 

(Li et al., 2007). O trabalho realizado na presente dissertação mostra um envolvimento da 

CAT no processo de formação de raízes adventícias dependente do genótipo, sendo este 

o primeiro estudo que relaciona a expressão da proteína CAT com o processo de 

enraizamento em plantas de nogueira, contribuindo para melhor compreender a relação 

entre os níveis de H2O2 e a expressão das enzimas antioxidantes durante o processo de 

enraizamento.   

Por outro lado, o controlo das ROS pode ser efetuado por uma via não enzimática 

através da síntese de metabolitos com ação antioxidante tais como os compostos fenólicos 

(Gill & Tuteja, 2010; Nath et al., 2016), atuando quando ocorre um dano físico na planta 

de forma a inibir o aumento dos seus níveis (Jaleel et al., 2009; Steffens & Rasmussen, 

2016). Sendo J. regia uma espécie rica em compostos fenólicos (Cordova et al., 2024) e 

estando estes associados ao comportamento recalcitrante nesta espécie (Jay-Allemand et 

al., 2001), esta poderá ser a razão para o fato da CAT apresentar valores de expressão 

baixos na cv.’Chandler’, podendo neste genótipo a homeostase das ROS estar associada 

a uma via distinta da existente no híbrido ‘Paradox’. Seria de interesse explorar em 

trabalhos futuros o envolvimento da via não enzimática no controlo dos níveis de H2O2 

em ambos os genótipos, bem como estabelecer um ensaio de inibição da CAT de modo a 

validar o envolvimento desta enzima no processo de formação de raízes adventícias. 
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4.5 – Alterações Histológicas Associadas ao Processo de Enraizamento 
Adventício (EA) 

A realização dos cortes histológicos nas plântulas do híbrido ’Paradox’ cl. Vlach 

permitiram a visualização das alterações a nível histológico associadas à formação dos 

primórdios radiculares.  As amostras recolhidas às 0h, 3d, 5d, e 7d após tratamento com 

AIB, permitiram identificar as diferenças associadas às várias etapas do processo de 

formação dos primórdios radiculares formados na base do caule induzido (Figura 40). 

Os cortes realizados às 0h permitiram visualizar uma organização dos tecidos, 

combinando os tecidos primários, de entre os quais se destaca a epiderme (Figura 40 - A), 

onde foi possível identificar tricomas glandulares responsáveis pela síntese de compostos 

voláteis, o córtex preenchido com tecido de parênquima, onde foi possível identificar 

algumas drusas e na zona central a medula preenchida com tecido de parênquima 

amilífero sendo possível identificar uma grande densidade de amiloplastos. Como tecidos 

secundários foram identificadas algumas camadas de súber abaixo da epiderme, com 

origem no câmbio cortical, o floema secundário, localizado numa posição abaxial ao anel 

de xilema, ambos com uma disposição radial revelando atividade do câmbio vascular 

(Figura 40 - B e C). Descrição semelhante foi relatada em Acacia mearnsii, Ilex 

paraguariensis (Oliveira et al., 2024) e O. europaea (Macedo et al., 2013), revelando a 

organização típica de caules de plantas da classe Magnoliopsida, evidenciando 

crescimento secundário resultante da atividade dos meristemas laterias, o câmbio vascular 

e o câmbio cortical. 

A origem das raízes adventícias a partir de células do câmbio vascular ou de 

células de parênquima localizadas na região do córtex foi descrita em várias espécies 

(Lakehal & Bellini, 2019; Macedo et al., 2013). Nos cortes histológicos de ‘Paradox’ 

obtidos aos 3d em plântulas induzidas em meio com AIB foi visível um aumento da 

atividade celular em várias regiões entre o câmbio vascular e o floema (Figura 40 - D). 

Aglomerados de células de pequenas dimensões, com citoplasma denso, núcleos 

proeminentes e nucléolos por vezes visíveis foram identificados nessas regiões (Figura 

40 - E). O aumento da atividade celular nestas regiões poderá estar relacionado com a 

formação de pequenos grupos de células meristemáticas, identificados também noutras 

espécies lenhosas entre os 3 e os 5 dias de indução com auxina, de entre as quais, Quercus 

robur, Castanea sativa e um híbrido de castanheiro (C. sativa × C. crenata) (Gonçalves 

et al., 1998; Ballester et al., 1999; Vidal et al. 2003; Vielba et al. 2020).  Segundo Naija 
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et al. (2008), os meristemóides surgem a partir de células em divisão junto à região 

cambial.  

Em plântulas de C. sativa após 5d de indução em AIB, pôde verificar-se a presença 

de grupos de células meristemáticas de maiores dimensões na parte mais externa do 

floema, que deram origem a meristemóides e consequentemente ao primórdio radicular 

visível aos 6 dias (Vielba et al., 2020). Por outro lado, noutras espécies é descrita uma 

maior rapidez no processo de formação dos primórdios radiculares, por exemplo em 

Chrysanthemum morifolium, aos 5 dias de indução os primórdios radiculares já se 

encontram diferenciados (Liu et al., 2013). Embora as condições experimentais possam 

ser diferentes, os resultados descritos nos diversos trabalhos permitem concluir que a 

precocidade na formação dos meristemóides ou dos primórdios radiculares depende da 

espécie.   

Nos cortes obtidos em ‘Paradox’ foi possível observar regiões muito mais densas 

e coradas junto ao câmbio vascular comparativamente aos restantes tecidos, sugerindo 

que o primórdio radicular tenha tido origem nesse tecido, sendo ainda possível verificar 

um prolongamento de células a partir das quais se irão, provavelmente, diferenciar os 

feixes vasculares das novas raízes. Foi possível visualizar um primórdio radicular já 

diferenciado aos 5d, onde foi possível verificar as ligações entre o primórdio radicular e 

tecidos mais centrais do caule como o câmbio e o xilema, sendo também visível uma 

progressão do primórdio em direção aos tecidos do córtex (Figura 40 - F).  

Aos 7d foi possível observar um primórdio radicular bem definido já sendo 

possível ver estruturas distintas a ligarem o câmbio vascular ao primórdio radicular 

(Figura 40 - G). Comparativamente aos 5d, o primórdio radicular apresentou uma 

estrutura ligeiramente mais pontiaguda aos 7d (Figura 40 - H), o que poderá ser devido à 

orientação das divisões celulares numa direção específica, neste caso, em direção ao 

córtex. Esta descrição relativa à morfologia e evolução celular dos primórdios da raiz aos 

7d é coincidente com a descrição realizada por Naija et al. (2008) ao induzir plântulas de 

M. domestica em meio suplementado com AIB. 
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Figura 40 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40-   Cortes histológicos realizados no híbrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ na base da plântula 

recolhida em diferentes tempos (0h, 3d, 5d e 7d de tratamento com AIB). A a C: cortes 

histológicos realizados às 0h (antes do tratamento com AIB), sendo possível observar uma 
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organização dos tecidos típica das Magnoliopsidas; D e E: cortes histológicos de plântulas após 

3d de indução com AIB; F: corte histológico realizado aos 5d após tratamento com AIB; G e H: 

corte histológico de plântulas aos 7d de indução com AIB. Tg: tricomas glandulares; Sb:súber; 

Fm: feloderme; Ep: epiderme; Cc: câmbio cortical. 
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A formação de raízes adventícias é um processo determinante para o sucesso da 

propagação vegetativa de inúmeras espécies de interesse agronómico, permitindo a 

multiplicação de genótipos de elite com manutenção da sua uniformidade genética. 

Contudo, a baixa competência que algumas espécies, em particular lenhosas, apresentam 

para formar raízes adventícias constitui um grande obstáculo à sua propagação clonal. 

Diversos genótipos pertencentes ao género Juglans spp. são caracterizados por 

elevada recalcitrância na resposta aos estímulos exógenos utilizados para a indução do 

EA em sistemas convencionais, nomeadamente através da utilização de estacas lenhosas 

ou semi-lenhosas. O estabelecimento de sistemas de propagação in vitro, baseados na 

utilização de microestacas, permitiu ultrapassar este problema em muitos genótipos, 

embora nem todos apresentem a mesma eficiência. 

Apesar dos estudos desenvolvidos sobre o processo de EA e os mecanismos envolvidos 

na sua eficiência, os trabalhos realizados especificamente em nogueira (Juglans spp.) são 

ainda escassos. Neste contexto, a presente dissertação teve como objetivo aprofundar o 

conhecimento dos mecanismos moleculares e bioquímicos envolvidos na resposta de 

Juglans aos estímulos associados à formação de raízes adventícias, com especial foco no 

estudo das vias de sinalização do Ca²⁺ e das ROS.  

O trabalho focado no envolvimento da via de sinalização envolvendo o ião Ca²⁺ 

permitiu identificar, seguindo uma abordagem in silico, seis genes codificantes para 

calmodulinas em J. regia (JrCaMs). Estes genes encontram-se distribuídos por quatro 

subfamílias (JrCaM1 a JrCaM4), sendo a subfamílias JrCaM1 e JrCaM3 constituídas por 

dois membros cada, enquanto as JrCaM2 e JrCaM4 são representadas por apenas um 

gene. A maioria dos genes JrCaM (JrCaM1a, JrCaM1b, JrCaM3a e JrCaM3b) 

apresentou a estrutura típica dos genes CaM, com dois exões separados por um intrão 

longo (>1 kb), enquanto JrCaM2 e JrCaM4 apresentaram estruturas mais complexas, 

com quatro exões e três intrões. Apesar desta diversidade estrutural, o primeiro exão 

mostrou-se altamente conservado entre os JrCaMs, e os exões seguintes, ainda que 

organizados de forma distinta, mantiveram a sequência codificante conservada, sugerindo 

a preservação da função da proteína codificada. Este elevado nível de conservação foi 

constatado através da identificação de um péptido putativo composto por 149 

aminoácidos e quatro domínios EF-Hand (EF-Hand Motifs), responsáveis pela ligação ao 

ião Ca²⁺. A análise tridimensional das JrCaMs revelou a configuração típica das CaMs 

com os domínios EF-Hand organizados em pares (N-terminal e C-terminal). Os 
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parâmetros físico-químicos, como peso molecular, ponto isoelétrico (pI) e percentagem 

de metionina, corroboraram a identidade destas proteínas como CaMs, mesmo com 

pequenas variações face aos valores padrão. 

A identificação da localização subcelular das JrCaMs realizada também in silico 

revelou o núcleo como localização preferencial, sugerindo a sua atuação na regulação da 

expressão de genes alvo, aspeto relevante no EA por envolver a reprogramação celular 

associada à ativação/silenciamento de genes. Neste contexto, as CaMs poderão funcionar 

como sensores de alterações nos níveis de Ca²⁺, ativando fatores de transcrição que 

regulam genes associados à resposta ao stress e à indução de raízes em J. regia. A análise 

de interações proteína-proteína (via STRING) reforçou esta hipótese ao demonstrar que 

as JrCaMs interagem com proteínas relacionadas com processos celulares fundamentais 

para o enraizamento, como actinas, histonas, kinesinas e glutamina sintetase, esta última 

implicada na via de biossíntese de triptofano, precursor da auxina (AIA), hormona chave 

na formação de raízes adventícias. Assim, os dados obtidos não só confirmam a presença 

e conservação das calmodulinas em J. regia, como também sugerem o seu envolvimento 

funcional na sinalização via Ca²⁺ e na regulação da expressão génica mediada por auxinas. 

Para melhor compreender o papel das JrCaMs durante o enraizamento, foi 

conduzida uma análise da expressão génica ao longo de um ensaio de enraizamento 

utilizando dois genótipos com comportamentos contrastantes face aos estímulos 

exógenos usados na indução do EA: o híbrido ‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ (J. hindsii × J. regia), 

de fácil enraizamento, e a cv. ‘Chandler’ de J. regia, de difícil enraizamento.  

Esta análise foi complementada com a quantificação dos níveis de H₂O₂ e a 

determinação da atividade da CAT, uma enzima responsável pela homeostase do H₂O₂. 

Adicionalmente foi realizado um estudo histológico para avaliação das alterações a nível 

celular associadas ao processo de enraizamento, este apenas contemplando o híbrido 

‘Paradox’. 

As alterações histológicas observadas no genótipo ‘Paradox’, nomeadamente a 

formação de meristemóides e primórdios radiculares entre os 3 e os 7 dias após a indução 

com AIB, coincidiram com os momentos críticos identificados nas análises moleculares 

e bioquímicas. Aos 3 dias, ponto em que se inicia a reorganização celular na região do 

câmbio vascular, observou-se uma inversão no padrão de expressão dos genes JrCaM1 e 

JrCaM2, bem como o início do aumento gradual da expressão do gene JrCaM4. Estes 

resultados sugerem o envolvimento das JrCaM como mediadoras da sinalização de Ca²⁺ 
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em resposta ao corte e à aplicação da auxina, promovendo a reprogramação celular 

associada ao enraizamento. Simultaneamente, os níveis de H₂O₂ atingiram o seu mínimo 

aos 3d e aumentaram novamente aos 5d, indicando o seu papel como molécula 

sinalizadora na fase inicial do enraizamento, sendo posteriormente regulado para evitar 

efeitos tóxicos. A expressão da CAT acompanha este padrão inverso, com um pico aos 

3d  em ‘Paradox’, coincidindo com os níveis mínimos de H₂O₂, o que sugere uma atuação 

eficiente do sistema antioxidante enzimático neste genótipo. Em contraste, na cv. 

‘Chandler’ foi visível uma menor expressão da CAT, sugerindo a possível atuação de vias 

antioxidantes não enzimáticas, como os compostos fenólicos. 

 

Em suma, os resultados obtidos permitem confirmar a hipótese inicialmente colocada, 

demonstrando que as diferenças na eficiência do enraizamento adventício (EA) entre os 

genótipos de nogueira estão diretamente associadas à capacidade de integração e 

regulação das vias de sinalização envolvendo espécies reativas de oxigénio (H₂O₂) e o ião 

cálcio (Ca²⁺).  

 

Para trabalhos futuros, será importante aprofundar a investigação sobre os 

mecanismos regulatórios das JrCaMs durante o EA, nomeadamente através de estudos 

funcionais que envolvam a manipulação genética destes genes para confirmar o seu papel 

específico na via de sinalização dependente de Ca²⁺. Experiências de knockdown ou 

superexpressão poderão ajudar a elucidar os efeitos diretos destas proteínas na formação 

de raízes. Além disso, a análise detalhada da dinâmica do Ca²⁺ intracelular em resposta 

aos estímulos de enraizamento, através de técnicas como imagens de fluorescência em 

células vivas, poderá clarificar como as alterações nos níveis de Ca²⁺  são percebidas e 

transduzidas pelas CaM. Outro foco importante seria explorar o papel das ROS, sobretudo 

o H₂O₂, aprofundando a caracterização dos mecanismos antioxidantes envolvidos, 

incluindo a análise de outras enzimas e compostos não enzimáticos, como os fenólicos, 

que possam colaborar na regulação do equilíbrio redox durante o enraizamento. Ensaios 

de inibição ou ativação seletiva da CAT e de outras vias antioxidantes poderão ajudar a 

estabelecer as relações causais entre a homeostase do H₂O₂ e a competência para 

enraizamento. Paralelamente, a investigação histológica poderia ser complementada por 

técnicas avançadas, como a análise temporal detalhada da expressão de marcadores 

celulares, para identificar com maior precisão os eventos celulares e moleculares na 
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diferenciação das raízes adventícias. Finalmente, estudos comparativos entre diversos 

genótipos e espécies relacionadas poderão contribuir para entender a evolução e 

adaptação destes mecanismos de sinalização, com vista à aplicação prática na propagação 

clonal e melhoramento genético da nogueira, visando o desenvolvimento de protocolos 

mais eficientes e sustentáveis. 
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Figura 1 – Padrões exemplificativos das absorbâncias obtidas nas amostras de RNA 

total. Imagens obtidas através do software de um espectrofotómetro NanoDropTM  

2000c (Thermo Fisher Scientific). 
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Tabela 1 – Valores de concentração das amostras de RNA extraídas nos diferentes 

tempos de recolha durante o ensaio de enraizamento na cv. ‘Chandler’ (Juglans regia).  

‘Chandler’ (Juglans regia) 

Amostra Concentração 260/280 260/230 µg/µl Volume 

para 

0,5ng 

Volume de 

H2O 

adicionado 

ChT0_R1 

ChT0_R2 

ChT0_R3 

ChT0_R4 

Ch6hCT_R1 

Ch6hCT_R2 

Ch6hCT_R3 

Ch6hCT_R4 

Ch6hAIB_R1 

Ch6hAIB_R2 

Ch6hAIB_R3 

Ch6hAIB_R4 

Ch24hCT_R1 

Ch24hCT_R2 

Ch24hCT_R3 

Ch24hCT_R4 

Ch24hAIB_R1 

Ch24hAIB_R2 

Ch24hAIB_R3 

Ch24hAIB_R4 

Ch3dCT_R1 

Ch3dCT_R2 

Ch3dCT_R3 

Ch3dCT_R4 

Ch3dAIB_R1 

Ch3dAIB_R2 

Ch3dAIB_R3 

Ch3dAIB_R4 

Ch5dCT_R1 

Ch5dCT_R2 

Ch5dCT_R3 

Ch5dCT_R4 

Ch5dAIB_R1 

Ch5dAIB_R2 

Ch5dAIB_R3 

Ch5dAIB_R4 

Ch7dCT_R1 

Ch7dCT_R2 

Ch7dCT_R3 

Ch7dCT_R4 

Ch7dAIB_R1 

Ch7dAIB_R2 

Ch7dAIB_R3 

Ch7dAIB_R4 

80,52 

115,84 

124,04 

171,84 

91,12 

107,68 

80,16 

79,56 

78,52 

112,4 

104,6 

112,56 

112,84 

117,36 

102,48 

149,24 

116,92 

92,76 

128,44 

100,8 

81,28 

93,96 

86,52 

112,76 

91,8 

93,76 

103,68 

182,16 

68,04 

167,16 

81,24 

91,72 

90,92 

100,68 

94,76 

111,68 

124,84 

129,28 

122,52 

147,52 

178,32 

179,2 

141,92 

154,44 

2,128 

2,147 

2,159 

2,165 

2,161 

2,121 

2,148 

2,155 

2,131 

2,085 

2,147 

2,113 

2,129 

2,084 

2,073 

2,138 

2,145 

2,110 

2,084 

2,045 

2,126 

2,116 

2,168 

2,112 

2,113 

2,121 

2,176 

2,171 

2,113 

1,857 

2,107 

2,117 

2,122 

2,137 

2,089 

2,123 

2,129 

2,114 

2,139 

2,052 

2,151 

2,137 

2,156 

2,134 

1,7 

1,6 

1,8 

1,9 

1,7 

1,6 

1,7 

1,7 

1,5 

1,7 

1,6 

1,4 

1,6 

1,6 

1,6 

1,7 

1,8 

1,6 

1,5 

1,4 

1,5 

1,6 

1,6 

1,7 

1,5 

1,6 

1,7 

1,9 

1,5 

1,1 

1,7 

1,5 

1,7 

1,6 

1,6 

1,8 

1,7 

1,7 

1,6 

1,5 

1,8 

1,7 

1,8 

1,8 

0,081 

0,116 

0,124 

0,172 

0,091 

0,108 

0,080 

0,080 

0,079 

0,112 

0,105 

0,113 

0,113 

0,117 

0,102 

0,149 

0,117 

0,093 

0,128 

0,101 

0,081 

0,094 

0,087 

0,113 

0,092 

0,094 

0,104 

0,182 

0,068 

0,167 

0,081 

0,092 

0,091 

0,101 

0,095 

0,112 

0,125 

0,129 

0,123 

0,148 

0,178 

0,179 

0,142 

0,154 

6,2 

4,3 

4,0 

2,9 

5,5 

4,6 

6,2 

6,3 

6,4 

4,4 

4,8 

4,4 

4,4 

4,3 

4,9 

3,4 

4,3 

5,4 

3,9 

5,0 

6,2 

5,3 

5,8 

4,4 

5,4 

5,3 

4,8 

2,7 

7,3 

3,0 

6,2 

5,5 

5,5 

5,0 

5,3 

4,5 

4,0 

3,9 

4,1 

3,4 

2,8 

2,8 

3,5 

3,2 

8,8 

10,7 

11,0 

12,1 

9,5 

10,4 

8,8 

8,7 

8,6 

10,6 

10,2 

10,6 

10,6 

10,7 

10,1 

11,6 

10,7 

9,6 

11,1 

10,0 

8,8 

9,7 

9,2 

10,6 

9,6 

9,7 

10,2 

12,3 

7,7 

12,0 

8,8 

9,5 

9,5 

10,0 

9,7 

10,5 

11,0 

11,1 

10,9 

11,6 

12,2 

12,2 

11,5 

11,8 
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Tabela 2 – Valores de concentração das amostras de RNA extraídas nos diferentes 

tempos de recolha durante o ensaio de enraizamento no híbrido ’Paradox’ cl. ‘Vlach’ 

(Juglans hindsii × Juglans regia).  

‘Paradox’ cl. ‘Vlach’ (Juglans hindsii × Juglans regia) 

Amostra Concentração 260/280 260/230 µg/µl Volume 

para 

0,5ng 

Volume de 

H2O 

adicionado 

ChT0_R1 

ChT0_R2 

ChT0_R3 

ChT0_R4 

Ch6hCT_R1 

Ch6hCT_R2 

Ch6hCT_R3 

Ch6hCT_R4 

Ch6hAIB_R1 

Ch6hAIB_R2 

Ch6hAIB_R3 

Ch6hAIB_R4 

Ch24hCT_R1 

Ch24hCT_R2 

Ch24hCT_R3 

Ch24hCT_R4 

Ch24hAIB_R1 

Ch24hAIB_R2 

Ch24hAIB_R3 

Ch24hAIB_R4 

Ch3dCT_R1 

Ch3dCT_R2 

Ch3dCT_R3 

Ch3dCT_R4 

Ch3dAIB_R1 

Ch3dAIB_R2 

Ch3dAIB_R3 

Ch3dAIB_R4 

Ch5dCT_R1 

Ch5dCT_R2 

Ch5dCT_R3 

Ch5dCT_R4 

Ch5dAIB_R1 

Ch5dAIB_R2 

Ch5dAIB_R3 

Ch5dAIB_R4 

Ch7dCT_R1 

Ch7dCT_R2 

Ch7dCT_R3 

Ch7dCT_R4 

Ch7dAIB_R1 

Ch7dAIB_R2 

Ch7dAIB_R3 

Ch7dAIB_R4 

151,7 

92,8 

214,2 

163,6 

132,5 

89,8 

136,4 

118,1 

144,8 

76,1 

75,3 

140,1 

106,5 

117,1 

122,8 

95,5 

138,7 

140,6 

117,2 

131,1 

135,7 

121,9 

114,5 

131,2 

131 

129,7 

152,7 

130,5 

105,4 

101,3 

127,3 

145,8 

164,5 

208,1 

204,9 

177,4 

129,7 

214 

130,7 

200,6 

195 

171,3 

309,4 

2,160 

2,180 

2,160 

2,110 

2,130 

2,100 

2,100 

2,080 

2,160 

2,110 

2,120 

2,120 

2,140 

2,160 

2,080 

2,140 

2,140 

2,100 

2,140 

2,120 

2,180 

2,190 

2,090 

2,170 

2,110 

2,120 

2,180 

2,180 

2,130 

2,140 

2,130 

2,130 

2,150 

2,100 

2,140 

2,100 

2,130 

2,110 

2,090 

2,120 

2,120 

2,150 

2,070 

1,7 

1,6 

1,9 

1,5 

1,8 

1,6 

1,7 

1,5 

1,9 

1,6 

1,7 

1,7 

1,6 

1,9 

1,5 

1,8 

1,86 

1,7 

1,8 

1,7 

1,8 

1,9 

1,4 

1,8 

1,5 

1,6 

1,9 

1,9 

1,6 

1,6 

1,7 

1,7 

1,9 

1,6 

1,9 

1,7 

1,8 

1,7 

1,6 

1,7 

1,8 

1,9 

1,6 

0,152 

0,093 

0,214 

0,164 

0,133 

0,090 

0,136 

0,118 

0,145 

0,076 

0,075 

0,140 

0,107 

0,117 

0,123 

0,096 

0,139 

0,141 

0,117 

0,131 

0,136 

0,122 

0,115 

0,131 

0,131 

0,130 

0,153 

0,131 

0,105 

0,101 

0,127 

0,146 

0,165 

0,208 

0,205 

0,177 

0,130 

0,214 

0,131 

0,201 

0,195 

0,171 

0,309 

3,3 

5,4 

2,3 

3,1 

3,8 

5,6 

3,7 

4,2 

3,5 

6,6 

6,6 

3,6 

4,7 

4,3 

4,1 

5,2 

3,6 

3,6 

4,3 

3,8 

3,7 

4,1 

4,4 

3,8 

3,8 

3,9 

3,3 

3,8 

4,7 

4,9 

3,9 

3,4 

3,0 

2,4 

2,4 

2,8 

3,9 

2,3 

3,8 

2,5 

2,6 

2,9 

1,6 

11,7 

9,6 

12,7 

11,9 

11,2 

9,4 

11,3 

10,8 

11,5 

8,4 

8,4 

11,4 

10,3 

10,7 

10,9 

9,8 

11,4 

11,4 

10,7 

11,2 

11,3 

10,9 

10,6 

11,2 

11,2 

11,1 

11,7 

11,2 

10,3 

10,1 

11,1 

11,6 

12,0 

12,6 

12,6 

12,2 

11,1 

12,7 

11,2 

12,5 

12,4 

12,1 

13,4 

 


