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Resumo

A Cannabis sativa L. tem vindo a ganhar destaque para fins medicinais e terapéuticos em
termos globais, e no nosso pais € uma cultura que se encontra em expansao. Com a
necessidade de gerar novas plantas a partir do processo de macro propagagao foi
decidido escolher uma variedade com baixa taxa de enraizamento e assim através de
uma analise comparativa, utilizando 8 tratamentos, procurou-se verificar qual o
tratamento com melhor taxa de enraizamento. Estes 8 tratamentos englobaram trés
pressupostos diferentes: o tamanho do clone, a intensidade de luz a partir do quinto dia
de enraizamento e o Ec (condutividade elétrica) utilizado na fertirrega. Ao longo do
ensaio foi realizada a propagagao dos trinta e trés clones em cada um dos oito
tratamentos no respetivo tabuleiro de substrato e foram retiradas medi¢coes de cada
clone em dois momentos distintos, bem como observado o aparecimento de novas
folhas. A contagem do niimero de raizes observadas realizou-se em trés dias distintos
de modo a obter um resultado mais concreto. Estes oito tratamentos foram feitos com
trés repeticoes de modo a obter um resultado o mais fidvel possivel colocando os
tratamentos de forma aleatoria no interior da sala, e apds a recolha de todos estes dados
fazer a sua andlise e obter uma conclusao. Apos analisar os resultados e retirar as
conclusoes de todos os tratamentos em comparagao com o nosso testemunho, neste
caso o tratamento 6, é possivel definir qual ou quais os pressupostos que tem influéncia

no enraizamento dos clones bem como no seu desenvolvimento.

Palavras-chave:  Cannabis sativa L.; Macropropagagao; Substrato; Variedade;

Tratamentos; Pressupostos; Enraizamento.
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Abstract

Cannabis sativa L. has been gaining prominence for medicinal and therapeutic purposes
globally, and in our country, it is a crop that is expanding. With the need to generate
new plants from the macro propagation process, it was decided to choose a variety that
is difficult to root and thus, through a comparative analysis using eight treatments, the
aim was to determine which treatment had the highest rooting rate. These eight
treatments encompass three different assumptions: the size of the clone, the light
intensity from the fifth day onwards, and the Ec (electric conductivity) used in fertigation.
Throughout the trial, the thirty-three clones were propagated in each of the eight
treatments in the respective substrate tray, and measurements were taken of each clone
at two different times, as well as observing the appearance of new leaves. The number
of roots observed were counted on three different days in order to obtain a more
concrete result. These eight treatments were performed with three repetitions in order
to obtain the most reliable result possible, placing the treatments randomly inside the
room. After collecting all this data, it was analyzed and a conclusion was reached. After
analysing the results and drawing conclusions from all the treatments in comparison with
our control, in this case treatment 6, it is possible to identify which factors influence the

rooting of the cuttings as well as their development.

Key words: Assumptions; Cannabis sativa L; Macropropagation; Rooting; Substrate;

Treatments; Variety.
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Abreviaturas, Siglas e Acronimos

CBDA - Acido Canabidiélico

CBD - Canabidiol

CBG - Canabigerol

Cm — Centimetros

Ec - Condutividade Elétrica

GACP - Good Agricultural and Collection Practices
IBA — Acido indol-3-butirico

LED — Diodo emissor de luz

mg — Miligramas

NAA — Acido |-naftilacético

PPFD — Densidade de fluxo de fotoes fotossintéticos
SE — Erro padrao

THCA - Acido Tetrahidrocanabinélico

THC - Tetrahidrocanabinol

% - Percentagem

°C — Graus Celsius

® - Marca Registada
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|. Introdugao e Objetivos

l.l Introducao

Nos dias de hoje é bastante comum fazer-se referéncia a cannabis medicinal e associar-
se esta planta ao seu potencial médico. No entanto, nem sempre foi assim. A cannabis
foi descoberta na China, ha cerca de 12000 anos e era recorrentemente plantada pelas
suas caracteristicas psicoativas. Com o passar dos séculos esta planta comegou a ser
usada por pessoas em todo o mundo, tanto pelas suas caracteristicas psicoativas, como
pelas suas caracteristicas medicinais (Crocq, 2020). Atualmente, a cannabis € bastante
utilizada em tratamentos para diferentes tipos de doenga (Hoch, et al, 2024).

A medida que a ciéncia foi evoluindo, também o conhecimento sobre as particularidades
medicinais desta planta foi progredindo. Sabe-se, atualmente, que o A9-
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) tem varias propriedades farmacologicas
ja comprovadas, contudo, estas propriedades nao sao encontradas em grandes
quantidades na planta cannabis (loannidis et al, 2020).

Devido a este fato, a procura por variedades de plantas de cannabis que apresentam
caracteristicas como valores elevados de THC e CBD tém decorrido a um ritmo
acelerado, culminado na descoberta de variedades de cannabis com concentragoes
substanciais de THC e CBD (loannidis et al, 2020). Conforme estes estudos foram sendo
realizados, a descoberta destas variedades de cannabis com as concentragoes
procuradas comegaram a ser utilizadas na forma de clones. Este método de propagacao
destacou a importancia do enraizamento da planta, e, consequentemente o tempo de
desenvolvimento das primeiras folhas. O tipo de substratos usados para o enraizamento
também tem vindo a ganhar popularidade, uma vez que se verificou a ligagao entre o
tipo de substrato e o crescimento saudavel da planta (loannidis et al, 2020).

Neste contexto, também é importante salientar a relevancia da escolha de variaveis
como a condutividade elétrica da solugao de hidratagao, a intensidade luminosa, e o
tamanho inicial dos clones no efeito direto em processos fisiologicos que influenciam o
enraizamento, o numero de folhas e o desenvolvimento inicial das plantas. Por isso, um

estudo detalhado destes parametros permite compreender de que forma estes fatores
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contribuem para o sucesso da propagagao vegetativa, possibilitando a otimizagao de

protocolos e a obtengao de resultados mais consistentes e eficientes.

|.2. Obijetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar e comparar o desempenho de

oito tratamentos distintos no enraizamento de clones da cultivar HBI55, variedade que

apresenta boas concentragoes de THC e CBD embora com baixas taxas de

enraizamento e resultados heterogéneos. Em particular, pretendeu-se:

Avaliar o efeito do tamanho inicial dos clones (7,5 cm versus 10,0 cm) no

processo de enraizamento.

Analisar a influéncia da condutividade elétrica (1,5 versus 2,5 mS/cm) da solugao

de hidratacao inicial.

Estudar o impacto da intensidade luminosa aplicada a partir do quinto dia (80,68

densidade de fluxo de fotoes fotossintéticos (PPFD) versus 124,80 PPFD).

Quantificar o numero de raizes, o desenvolvimento foliar e o crescimento em

altura sob cada tratamento.

Identificar qual ou quais tratamentos promovem maior sucesso de enraizamento,

comparativamente ao protocolo testemunho (tratamento 6).

Propor recomendagdes técnicas visando melhorar a eficiéncia da propagagao da

cultivar HBI155.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Propriedades Medicinais da Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L. € uma espécie de reconhecida complexidade fitoquimica, contendo
mais de 480 compostos identificados, entre os quais se destacam canabinoides, terpenos
e compostos fendlicos (Biteznik et al, 2024). Os canabinoides constituem o grupo mais
estudado devido as suas propriedades terapéuticas, moduladas principalmente por dois
recetores do sistema endocanabinoide: CBI, localizado preferencialmente no sistema
nervoso central; e CB2, predominante no sistema imunitario (Brinch-Pederson, 2023).
Entre os canabinoides majoritarios, o THC e o CBD sao os mais relevantes sob o ponto
de vista farmacoldgico. Ambos derivam das formas acidas acido tetrahidrocanabindlico
(THCA) e acido canabididlico (CBDA), respetivamente, e apresentam mecanismos de
acao distintos. O THC liga-se de forma preferencial ao recetor CBI, exercendo efeitos
psicoativos, analgésicos, antiespasticos e antieméticos. Ja o CBD atua de forma mais
ampla em diversos sistemas fisiologicos, sendo reconhecido pelas suas propriedades
ansioliticas, anti-inflamatorias, anticonvulsivantes e antipsicoticas (Wrobel et al, 2018).
A identificagao e classificagao dos perfis quimicos de Cannabis levou a definicao de quatro
quimiotipos baseados nas proporgoes entre THC, CBD e canabigerol (CBG):
e Quimiotipo | — elevado teor de THC e baixo de CBD;

e Quimiotipo Il — teores equivalentes de THC e CBD;
e Quimiotipo Ill — elevado teor de CBD e baixo de THC;
e Quimiotipo IV — elevado teor de CBG (Biteznik et al, 2024).

O desenvolvimento de cultivares com perfis quimicos estaveis € essencial para a industria

medicinal, justificando o papel determinante dos métodos de propagagao vegetativa.

2.1.2. Aplicagoes terapéuticas da Cannabis

A aprovagao do uso medicinal da Cannabis sativa L. em diversos paises impulsionou a
investigacao cientifica e a producao de derivados vegetais estandardizados. Entre as

indicagoes clinicas com maior suporte cientifico encontram-se:
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e tratamento de espasticidade na esclerose multipla;

e alivio de nduseas e vomitos induzidos por quimioterapia;
e analgesia em dor neuropatica;

e melhoria do apetite em doengas croénicas;

e controlo de convulsoes refratarias;

e atenuagao de sintomas ansiosos e perturbagoes do sono (Boonsnongcheep,

P et al, 2020).

Do ponto de vista farmacéutico, destacam-se os medicamentos Sativex® e Epidiolex®,
desenvolvidos a partir de extratos padronizados de Cannabis, os quais reforcam a
necessidade de plantas geneticamente estaveis e quimicamente consistentes (Wrobel, T

et al, 2018).

2.2. Morfologia e Fisiologia da Cannabis

A planta apresenta elevada plasticidade fenotipica e uma morfologia que influencia
diretamente a sua capacidade fotossintética (Figura |), produtividade e qualidade dos
compostos bioativos (Hesami et al, 2023). Entre os elementos mais relevantes destacam-
se:

a) Folhas
As folhas representam os principais orgaos fotossintéticos e sao determinantes na
eficiéncia energética da planta. Alteragdes no tamanho, numero ou integridade foliar
influenciam o vigor vegetativo e, consequentemente, a qualidade dos clones produzidos
(Hesami et al, 2023).

b) Estrutura da planta
As caracteristicas da estrutura vegetal como a altura, padrao de ramificagao e distancia
intermodal determinam a exposi¢ao a luz, a circulagao de ar e a distribuicao de
metabolitos. Diferentes cultivares apresentam padroes estruturais especificos,
decorrentes da sua origem genética e do tipo de selecao a que foram submetidas
(Hesami et al, 2023).

c) Tricomas glandulares
Os tricomas sdo estruturas especializadas responsaveis pela biossintese e acumulagao

de canabinoides, terpenos e flavonoides. A sua densidade, maturagio e integridade

4
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determinam grande parte da qualidade medicinal da planta (Hesami et al, 2023).
Assim, a capacidade da planta clonada em desenvolver tricomas de forma homogénea

depende da eficiéncia do processo de propagagao e da saude das plantas-mae.

Fan leaves

Male Flower

Roots «

FIGURA | MORFOLOGIA DA CANNABIS SATIVA L. (FORDJOUR, 2023).

2.3. Propagacao Vegetativa e Clonagem na Produgao de Cannabis

Medicinal

A clonagem constitui a principal via de propagacao em sistemas de produgao medicinal,
permitindo a obtengao de individuos geneticamente idénticos a planta-mae. Este método
mantém constante o perfil fitoquimico e reduz a variabilidade observada nas plantas
provenientes de semente, frequentemente associada a recombinagao genética (Perrone,
C et al 2022).

Além disso, cultivares com caracteristicas particularmente desejaveis, nomeadamente
teores elevados de CBD ou THC, perdem estabilidade ao longo de geragoes obtidas
por semente, reforcando a necessidade de técnicas de clonagem padronizadas, como a

micropropagagao, que € cada vez mais utilizada neste tipo de cultura. Nao pela
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dificuldade de certas cultivares em termos de multiplicagao vegetativa, mas de forma a

garantir a replicabilidade dos fatores genéticos.

2.3.1. Enraizamento de Clones: Processos e Desafios

Apesar da ampla utilizagdo da clonagem em horticultura, os estudos dedicados ao
enraizamento de Cannabis sativa ainda sao limitados (Filho et al, 2024). As dificuldades
relacionam-se com:

e Elevada variabilidade entre cultivares;

e Resposta diferenciada a fatores ambientais;

e Falta de protocolos amplamente validados;

e Sensibilidade ao stresse hidrico, luminoso e térmico;

e Dependéncia do estado fisioldgico da planta-mae (Filho et al, 2024).

A crescente regulamentagao da produgao medicinal tem impulsionado a investigagao
nesta area, permitindo desenvolver técnicas mais fidveis de higienizacao, selegao de
estacas, uso de substratos apropriados, aplicagao de auxinas e controlo ambiental.

Estudos como os de Caplan et al (2018) demonstram que o numero de folhas
remanescentes no clone influencia a velocidade e qualidade do enraizamento, enquanto
outros trabalhos referem a importancia do tipo de corte, da higiene das ferramentas e

da aplicagao de tratamentos hormonais, como o acido indol-3-butirico (IBA).

2.3.2. Fatores que Influenciam o Enraizamento de Clones

O enraizamento € um processo complexo regulado por fatores internos e externos.

Entre os mais relevantes destacam-se:
e Substrato

Substratos bem arejados, como misturas de turfa e fibra de coco, favorecem o

desenvolvimento radicular e reduzem o risco de asfixia (Nemati et al 2021).
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e Fitorreguladores

Auxinas como IBA ou dcido |-naftilacético (NAA) sao amplamente utilizadas para

estimular a formagao de raizes adventicias.
e Higienizacao e sanidade

A esterilidade do processo é fundamental para evitar infe¢oes por fungos e bactérias,

especialmente em ambientes de elevada humidade.
e Morfologia do clone

A quantidade e dimensao das folhas influenciam a taxa fotossintética e, portanto, o

balango energético disponivel para formar novas raizes (Caplan et al, 2018).
e Ambiente de propagagao

Temperatura, humidade relativa, intensidade luminosa e regime hidrico sao

determinantes.
e Tamanho da estaca e origem (apical ou basal)

Estacas apicais tendem a apresentar maior sucesso de enraizamento, embora tal dependa

da cultivar.
e Nutrientes e condutividade elétrica

A aplicacao de solugdes nutritivas de baixa condutividade elétrica (Ec) durante o periodo

inicial é recomendada, evitando que o clone seja exposto a stresse osmético (Dilena, et

al 2025).

2.4. Métodos de Enraizamento em Cannabis

Diversos métodos tém sido testados, incluindo:

e Uso de substratos organicos como turfa e fibra de coco;
e Cubos de la de rocha;
e Sistemas de hidroponia em aguas profundas;

e Tabuleiros de propagagao com elevada retengao hidrica;
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e Aplicacao de géis de IBA e extratos naturais (como salgueiro ou aloé vera),
frequentemente correlacionados com aumentos na velocidade de formagao de

raizes (Caplan et al 2019; Wise et al 2024).

A escolha do método depende da escala produtiva, das caracteristicas da cultivar e da

disponibilidade de equipamento técnico.
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3. Material e Métodos

3.1. Local de Estudo

O ensaio foi conduzido nas instalagoes de propagagao da empresa localizada na Herdade
das Barrocas. A exploragao opera sob regulamentagao para produgao de Cannabis sativa
L. com fins exclusivamente medicinais, seguindo os principios das Good Agricultural and
Collection Practices (GACP).

As atividades decorreram entre |7 de outubro e 4 de novembro, periodo durante o
qual foram monitorizaradas todas as fases do processo: selegao das plantas-mae,
preparagao dos clones, aplicagao dos tratamentos, enraizamento, manutengao ambiental

e recolha de dados.

3.2. Caracterizagao das Instalagoes de Propagacao

A sala de propagagao (Figura 2) onde decorreu o estudo é uma estrutura de ambiente

controlado, equipada com sistemas de:

e lluminagao diodo emissor de luz (LED) de espectro otimizado para
propagagao;

e Controlo termo-higrométrico automatizado;

e Tabuleiros de propagagao com células individuais;

e Sistemas de irrigagao manual e de nebulizagao;

e Fluxo de ar regulado, garantindo ventilagdio adequada e renovagao

atmosférica constante.

A temperatura média mantida durante o ensaio variou entre 24 e 26 °C, com humidade
relativa inicial dentro das campanulas entre 85% a 99%, reduzida gradualmente a medida
que se intensificou a fase de enraizamento. Ficando o tabuleiro sem campanula, a

humidade da sala varia entre 65-75%.
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FIGURA 2 ESTANTE NA SALA DE PROPAGAGCAO PARA ACONDICIONAR E
ACLIMATAR OS CLONES

3.3. Material Vegetal

O material vegetal consistiu em estacas clonais obtidas de plantas-mae da cultivar HB155
(Figura 3), geneticamente estdveis e mantidas em condigOes sanitarias rigorosas. As
plantas-mae, previamente higienizadas e podadas para fins de uniformizagao,
apresentavam elevado vigor vegetativo, garantindo que as estacas fossem retiradas de
tecidos jovens, fisiologicamente ativos e aptos a formagao de raizes adventicias. As
estacas utilizadas, foram retiradas de |2 plantas mae todas elas com o mesmo fenétipo.
Cada estaca foi colhida da extremidade apical, com orientagao para cortes limpos,

precisos e efetuados com laminas esterilizadas entre plantas.
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FIGURA 3 PLANTA-MAE HB 155
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3.4. Preparacao dos Clones

Apos a colheita das estacas, procedeu-se a:

Remocgao parcial das folhas basais com auxilio da tesoura evitando excesso de

superficie transpiratoria;

Imersao da zona basal em solugao de hidratacao, com pH a 5,9 e transferéncia

das estacas para o laboratoério de propagagao;

Corte diagonal da base da estaca (Figura 4), ampliando a area disponivel para

formagao de raizes adventicias, e de seguida o corte da ponta das folhas;

De modo a promover o enraizamento utilizou-se previamente a colocagao dos
clones em substrato o Rhizopon AA 0,5% (Figura 5) numa concentragao de 10-

25 mg / clone;

Insercao imediata no substrato previamente humedecido.

FIGURA 4 BANCADA DE VIDRO PARA CORTE DAS ESTACASA 7,5cMmou 10,0

CM
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FIGURA 5 RHIZOPON AA 0,5 %, REGULADOR DE CRESCIMENTO VEGETAL A
BASE DE AUXINAS, UTILIZADO PARA PROMOVER O ENRAIZAMENTO DE
ESTACAS

3.5. Substrato Utilizado

O substrato utilizado (Figura 6) para o ensaio visou facilitar a indugao radicular.
Recorreu-se ao uso de diversos Jiffy®preforma. Os |iffy®preforma sao fornecidos em
tabuleiros de 66 alvéolos, porém utilizaram-se 33 alvéolos por tratamento devido ao
numero elevado de tratamentos para a area de ensaio disponivel.

e Turfa (30%), garantindo retencao hidrica adequada;

o fibra de coco (70%), responsavel por arejamento e estrutura fisica;

e pH (entre 4,7 e 5,3) estabilizado e baixa condutividade elétrica.

As células de propagacao apresentaram elevada capacidade de drenagem, reduzindo o

risco de saturagao e asfixia radicular.

FIGURA 6 TABULEIRO DE SUBSTRATO
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3.6. Descricao dos Tratamentos

Foram testadas oito combinagoes experimentais, resultantes da interagao de trés fatores

principais:
|. Tamanho inicial dos clones

e 75cm

e 10,0cm

2. Condutividade elétrica da solugao de hidratagao
e |,5mS/cm

e 2,5mS/cm
3. Intensidade luminosa aplicada a partir do 5.° dia

e 80,68 PPFD
e 124,80 PPFD

Cada tratamento incluiu 33 clones, totalizando 99 individuos, distribuidos por 3
repetigoes de 33 clones.
O tratamento 6 foi considerado testemunho, por corresponder ao protocolo

habitualmente utilizado pela empresa.

3.6.1 Tratamento |

O tratamento | (Figura 7) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 7,5
cm, hidratados com uma solugao de 1,5 de Ec, e apenas com uma luz LED (80.68 PPFD)
na total duracao do ensaio.

De modo a utilizar o espago Util para a realizagado de ensaios, e reproduzir os
procedimentos utilizados normalmente na propagacao de clones, utilizou-se o mesmo
tabuleiro de aclimatagao para cada par de tratamentos cujas variaveis em termos de luz
e fertirrega fossem idénticas alterando-se apenas o tamanho do clone. Nomeadamente

o tratamento | manteve-se na mesma campénula que o tratamento 5.

ESBE.SA.45-Rev.2



FIGURA 7 TRATAMENTO |

3.6.2 Tratamento 2

O tratamento 2 (Figura 8) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 7,5
cm, hidratados com uma solugao de 2,5 de Ec, e apenas com uma luz LED 80,68 PPFD
na total duragao do ensaio. Nomeadamente o tratamento 2 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento 6.

Tratamento 2 / Repeticao 1

FIGURA 8 TRATAMENTO 2

3.6.3 Tratamento 3

O tratamento 3 (Figura 9) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 7,5
cm, hidratados com uma solugao de I,5 de Ec, e com duas luzes LED 124,80 PPFD a
partir do quinto dia do ensaio. Nomeadamente o tratamento 3 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento 7.

ESBE.SA.45-Rev.2



Tratamento 3 / Repeticao 1

FIGURA 9 TRATAMENTO 3

3.6.4 Tratamento 4

O tratamento 4 (Figura 10) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 7,5
cm, hidratados com uma solucao de 2,5 de Ec, e com duas luzes LED 124,80 PPFD a
partir do quinto dia do ensaio. Nomeadamente o tratamento 4 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento 8.
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Tratamento 4 / Repeticao 1

FIGURA |10 TRATAMENTO 4

3.6.5 Tratamento 5

O tratamento 5 (Figura | 1) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 10
c¢m, hidratados com uma solugao de |,5 de Ec, e apenas com uma luz LED 80,68 PPFD
na total duracao do ensaio. Nomeadamente o tratamento 5 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento |.

ESBE.SA.45-Rev.2



Tratamento 5 / Repoticao 1

FIGURA || TRATAMENTO 5

3.6.6 Tratamento 6

O tratamento 6 (Figura 12) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 10
c¢m, hidratados com uma solugao de 2,5 de Ec, e apenas com uma luz LED 80,68 PPFD
na total da duracao do ensaio. Nomeadamente o tratamento 6 manteve-se na mesma
campanula que o tratamento 2.

O tratamento 6 ¢ assim designado o testemunho pois segue as regras de propagacao e

os parametros realizados diariamente por parte da equipa na Herdade das Barrocas.
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FIGURA |2 TRATAMENTO 6
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3.6.7 Tratamento 7

O tratamento 7 (Figura |13) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 10
cm, hidratados com uma solucao de |,5 de Ec, e com duas luzes LED 124,80 PPFD a
partir do quinto dia do ensaio. Nomeadamente o tratamento 7 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento 3.

Tratamento 7 / Repeticio 1

FIGURA |3 TRATAMENTO 7

3.6.8 Tratamento 8

O tratamento 8 (Figura 14) consistiu na utilizagao de 33 clones com o tamanho de 10
cm, hidratados com uma solugao de 2,5 de Ec, e com duas luzes LED 124,80 PPFD a
partir do quinto dia do ensaio. Nomeadamente o tratamento 8 manteve-se na mesma

campanula que o tratamento 4.

FIGURA |4 TRATAMENTO 8
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3.7. Condicoes Ambientais Durante o Ensaio

Durante o ensaio os tabuleiros ficaram acondicionados dentro de tabuleiro cobertos

por campanula como se pode observar na (Figura |5).

FIGURA |5 TABULEIRO COM CAMPANULA

A manutengao ambiental seguiu um protocolo em trés fases:

Fase | — Indugao (dias 0-5)
e Altos niveis de humidade relativa dentro da campanula (85-99%).
e Nebulizagao suave para evitar murchamento inicial.
e lluminagao moderada, ajustada para evitar fotoinibigao.

e Mudanga de campanula diariamente, a partir do segundo dia.

Fase Il — Iniciagao e expressao (dias 5-12)
e Abertura dos buracos da campanula entre 15 a 20 minutos diariamente, de
modo a promover a resisténcia fisiologica.
¢ Inicio do enraizamento no interior do substrato.

e Ajuste da intensidade luminosa conforme tratamento.

Fase lll — Aclimatagao (dias 12—18)
e Remogao das campanulas durante o maximo de tempo suportado pelos
clones.
e Sao visiveis as raizes que circundam o substrato.
e Maior exposicao luminosa.
e Redugao significativa da humidade.

e Preparagao para transplante.
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Os valores ambientais foram monitorizados diariamente e ajustados para garantir

estabilidade.

3.8. Avaliacoes e Parametros Medidos

Os parametros avaliados foram selecionados com base na literatura relativa a
propagacao vegetativa de Cannabis sativa L. e na experiéncia operacional da unidade
produtiva.
a) Numero de raizes por clone

e registado nos dias 12, |15 e 18 apds a plantagao;

e a observagao ocorreu por inspecao visual cuidadosa, removendo

ligeiramente o substrato sem danificar as raizes.

b) Numero de folhas por clone
e contabilizado nos dias |5 e I8;

e permitiu avaliar vigor vegetativo durante o enraizamento.

c) Crescimento em altura
e medido nos dias 0 e 12;

e registado com régua milimétrica, desde a base do caule ao apice.

d) Taxa de sobrevivéncia

e registada diariamente ao longo do ensaio.

3.9. Tratamento Estatistico dos Dados

Os dados recolhidos foram organizados em base matricial para posterior analise
comparativa. Embora este estudo tenha caracter aplicado e exploratorio, foram
considerados os seguintes procedimentos:

e comparagao direta entre médias dos tratamentos;

e identificagao de tendéncias de resposta;

e discussao qualitativa suportada por valores médios e amplitude de variagao.

Para andlise estatistica foram realizadas analises univariada e multivariada para detetar se
existiram diferengas significativas nos diferentes tratamentos e dias de amostragem. As

analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o software PRIMER vé (Clarke

19

ESBE.SA.45-Rev.2



e Warwick, 2001) com o software complementar PERMANOVA (Anderson et al., 2008).

A andlise PERMANOVA foi conduzida em uma matriz de similaridade de Bray-Curtis

(Clarke e Green, 1988). A hipotese nula foi rejeitada a um nivel de significincia <0.05

(se o numero de permutagoes fosse menor que 150, uma permutagao de Monte Carlo

p sera usada). Sempre que foram detetadas interagoes significativas nos efeitos dos

fatores (Tratamento e Tempo), estas foram examinadas usando comparagoes a

posteriori (par a par), usando 9999 permutagoes sob um modelo reduzido.

3.10. Cronograma Experimental

O ensaio decorreu ao longo de 18 dias, organizados da seguinte forma:

ESBE.SA.45-Rev.2

Dia 0 — colheita das estacas, preparagao e plantagao;

Dias |-5 — fase de aclimatacao;

Dia 5 — aplicagao diferenciada da intensidade luminosa;

Dias 12, 15 e 18 — avaliagOes sucessivas do desenvolvimento radicular;

Dia 18 — Gltima avaliagao e encerramento do ensaio.
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4. Resultados

O tratamento 2 apresentou maior percentagem no nimero de clones com formagao de
folhas apos 15 e 18 dias de ensaio (37,4 e 68,7%, respetivamente). Os tratamentos |, 5
e 6, apos |18 dias, apresentaram um crescimento de 60% em nimero de folhas quando
comparado ao tratamento 2 (Quadro |). Os restantes tratamentos apresentaram um

crescimento de 42% apos |8 dias de ensaio.

QUADRO | PERCENTAGEM DO NUMERO DE CLONES COM FORMAGAO DE
FOLHAS APOS |5 E |18 DIAS EM CADA UM DOS TRATAMENTOS (I - 8).

Percentagem de clones com folhas (%)

Tratamentos
15 dias 18 dias
I 29,3 61,6
2 37,4 68,7
3 18,2 36,4
4 16,2 46,5
5 32,3 62,6
6 31,3 60,6
7 19,2 32,3
8 23,2 41,4

Apos |8 dias de ensaio, trés tratamentos apresentaram percentagens superiores a 70%
no numero de clones com formagao de raizes: os tratamentos |, 2 e 5 (74,7%, 79,8% e
74,7%, respetivamente). Nos restantes tratamentos, a percentagem de clones com
formacao de raizes foi inferior a 70%, sendo o valor mais baixo observado no tratamento
7 (Quadro 2).

QUADRO 2 PERCENTAGEM DO NUMERO DE CLONES COM FORMACAO DE
RAIZES APOS 12, |5 E | 8 DIAS EM CADA UM DOS TRATAMENTOS (I - 8).

Percentagem de raizes (%)

Tratamentos
12 dias 15 dias 18 dias
I 15,2 32,3 74,7
2 23,2 39,4 79,8
3 8,1 22,2 52,5
4 8,1 19,2 59,6
5 20,2 354 74,7
6 18,2 32,3 69,7
7 5,1 19,2 40,4
8 10,1 23,2 47,5

21
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No tratamento 2 a média * erro padrao (SE) no numero de raizes apds 12 dias foi de
2,34 + 0,68 e apos |5 dias foi de 7,09 + 1,34. Apds 18 dias de ensaio, o tratamento 2
apresentou maior média no numero de raizes 15,59 + |,76. O tratamento 6 apresentou
valores médios de 2,52 + 0,89 aos 12 dias e 7,50 * 1,72 aos |5 dias, atingindo 14,85 +
2,07 raizes aos |8 dias. No tratamento 5, a média de raizes ap6s 12 dias foi de 1,56 +
0,59 e apos 15 dias foi de 5,30 = 1,20. Apos 18 dias de ensaio o tratamento 5 destacou-

se com uma média de nimero de raizes de 14,17 £ 1,62 (Figura 16).
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FIGURA |6 MEDIA £ ERRO PADRAO (SE) DO NUMERO DE RAIZES APOS 12, IS E
|1 8 DIAS DE ENSAIO EM CADA UM DOS TRATAMENTOS (I, 2, 3,4,5,6,7 E 8).

Apesar destas diferencas nas médias do niumero de raizes entre os tratamentos apos |8
dias de ensaio, a analise de permutagaio PERMANOVA aplicada aos tratamentos somente
revelou valores significativamente maiores entre todos os tratamentos em comparagao
ao tratamento 4 (p < 0,05). As restantes comparagoes entre os tratamentos nhao

apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) (Quadro 3).
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QUADRO 3 DETALHES DO TESTE PERMANOVA DE | FATOR “TRATAMENTO”
(1 NIiVEL, FIXO), PARA A VARIAVEL NUMERO DE RAIZES APOS |8 DIAS DE
ENSAIO. OS VALORES A NEGRITO DESTACAM EFEITOS E INTERAGCOES
SIGNIFICATIVAS (P < 0,05).

Comparagoes t permutagdes P(MC)

Tratamento |, Tratamento 2 1,132 9914 0,2571
Tratamento |, Tratamento 3  0,37487 9907 0,7401
Tratamento |, Tratamento 4  2,1865 9917 0,0273
Tratamento |, Tratamento 5 1,0517 9905 0,2955
Tratamento |, Tratamento 6 0,654 9913 0,5292
Tratamento |, Tratamento 7 9,5226E-2 9930 0,9711
Tratamento |, Tratamento 8 |,8995E-2 9910 0,9998
Tratamento 2, Tratamento 3 1,1429 9927 0,2549
Tratamento 2, Tratamento 4  3,0338 9905 0,0018
Tratamento 2, Tratamento 5  0,28367 9923 0,8401
Tratamento 2, Tratamento 6  0,42845 9922 0,7126
Tratamento 2, Tratamento 7  0,84545 9940 0,3945
Tratamento 2, Tratamento 8 1,0242 9936 0,3105
Tratamento 3, Tratamento 4  2,4754 9910 0,0148
Tratamento 3, Tratamento 5 1,0674 9921 0,2942
Tratamento 3, Tratamento 6  0,77325 9924 0,4428
Tratamento 3, Tratamento 7  0,31947 9880 0,7703
Tratamento 3, Tratamento 8 0,35132 9921 0,7619
Tratamento 4, Tratamento 5  3,2354 9921 0,0015
Tratamento 4, Tratamento 6  2,5674 9913 0,0123
Tratamento 4, Tratamento 7  2,0469 9904 0,0449
Tratamento 4, Tratamento 8  2,0785 9925 0,0376
Tratamento 5, Tratamento 6  0,37833 9929 0,7443
Tratamento 5, Tratamento 7 0,7886 | 9931 0,4472
Tratamento 5, Tratamento 8 0,96359 9932 0,3349
Tratamento 6, Tratamento 7  0,47845 9922 0,6543
Tratamento 6, Tratamento 8 0,59957 9916 0,582
Tratamento 7, Tratamento 8 8,391 |E-2 9913 0,9782

Apos 12 dias de tratamento, o tratamento 6 apresentou maior média * erro padrao
(SE), 0,60 + 0,07 no crescimento do caule, seguido do tratamento 2 com 0,53 * 0,06,
tratamento 3 com 0,51 + 0,09, tratamento 4 com 0,37 % 0,05, tratamento 7 com 0,36 +
0,04, tratamento 5 com 0,35 + 0,04, tratamento | com 0,34 + 0,03 e tratamento 8 com

0,34 + 0,04 (Figura 17).
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FIGURA |7 MEDIA * ERRO PADRAO (SE) DO CRESCIMENTO DO CAULE APOS |2
DIAS DE ENSAIO EM CADA UM DOS TRATAMENTOS (1, 2, 3, 4,5, 6,7 E 8).

A andlise de permutacao PERMANOVA aplicada aos tratamentos nao revelou diferengas
significativas entre os tratamentos 6, 2 e 3 em termos de crescimento do caule. No
entanto, o crescimento dos caules no tratamento 6 foi significativamente mais elevado
em comparagao a todos os outros tratamentos (p < 0,05) apos 12 dias de ensaios. Para
além disso, a andlise de permutagao PERMANOVA revelou que o crescimento do caule
no tratamento 2 nao apresentou diferencgas significativas em comparagao ao tratamento
7 (p > 0,05), e o tratamento 3 nao apresentou diferencas significativas (p > 0,05) em

comparagao aos restantes tratamentos (Quadro 4).

QUADRO 4 DETALHES DO TESTE PERMANOVA DE | FATOR “TRATAMENTO”
(1 NiVEL, FIXO), PARA A VARIAVEL CRESCIMENTO DO CAULE APOS |2 DIAS DE
ENSAIO. OS VALORES A NEGRITO DESTACAM EFEITOS E INTERACOES
SIGNIFICATIVAS (P < 0,05).

Comparagoes t permutagoes P(MC)

Tratamento |, Tratamento 2 2,6559 9938 0,0058
Tratamento |, Tratamento 3 1,0846 9897 0,2859
Tratamento |, Tratamento 4  0,42207 9798 0,7326
Tratamento |, Tratamento 5 0,57513 9919 0,5993
Tratamento |, Tratamento 6 3,2048 9933 0,0009
Tratamento |, Tratamento 7  0,83902 9037 0,4056
Tratamento |, Tratamento 8 0,28115 9620 0,8521
Tratamento 2, Tratamento 3 1,3094 9924 0,1857
Tratamento 2, Tratamento 4 1,9356 9936 0,0485
Tratamento 2, Tratamento 5 2,9146 9950 0,0031
Tratamento 2, Tratamento 6  0,7791 | 9939 0,4671
Tratamento 2, Tratamento 7 1,4812 9862 0,1328
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Tratamento 2, Tratamento 8
Tratamento 3, Tratamento 4
Tratamento 3, Tratamento 5
Tratamento 3, Tratamento 6
Tratamento 3, Tratamento 7
Tratamento 3, Tratamento 8
Tratamento 4, Tratamento 5
Tratamento 4, Tratamento 6
Tratamento 4, Tratamento 7
Tratamento 4, Tratamento 8
Tratamento 5, Tratamento 6
Tratamento 5, Tratamento 7
Tratamento 5, Tratamento 8
Tratamento 6, Tratamento 7
Tratamento 6, Tratamento 8
Tratamento 7, Tratamento 8

2,5376
0,68621
[,1055
1,6794
0,76951
1,0003
0,75079
2,4516
0,47905
0,5388
3,3566
1,179
0,25151
2,0318
3,0014
0,97087

9928
9880
9862
9933
9680
9864
9858
9936
8856
9706
9941
9546
9828
9907
9940
7742

0,0107
0,5274
0,2718
0,0843
0,464
0,3293
0,4669
0,011
0,6825
0,635
0,0008
0,2397
0,8819
0,041
0,0024
0,3353
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5.Discussao

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento 2 apresentou, de forma
consistente, os melhores resultados em termos de percentagem de enraizamento,
formacao de folhas e nUmero médio de raizes.

Referentemente a influéncia do tamanho das estacas no enraizamento, verificimos que
os clones com 10,0 cm (tratamento 6) apresentaram uma maior percentagem de
crescimento do caule, nomeadamente o tratamento 6 diferenciou-se pela obtengao dos
melhores resultados entre os 8 tratamentos no requisito do crescimento do caule,
seguido do tratamento 2, com clones com um tamanho de 7,5 cm. Estes resultados
podem dever-se a dois fatores, primeiro, ao fator de as maiores estacas possuirem
tecidos onde existe uma maior acumulagao de hidratos de carbono, que sao bastante
importantes para a primeira fase do enraizamento, e segundo ao fator de estacas mais
compridas serem mais espessas no caule e por conseguinte, terem maior capacidade
para suportar variacoes climaticas (Caplan et al, 2018; Hesami et al, 2023). Estudos
realizados em espécies propagadas (como eucaliptos hibridos) por estacas demostram
que o comprimento da estaca, influencia diretamente a formagao/nimero de raizes e o
desenvolvimento de novas raizes. Em eucaliptos hibridos, estacas com cerca de 8,0—
10,0cm de comprimento apresentaram uma maior percentagem de enraizamento,
numero de raizes e crescimento vegetativo do que estacas muito pequenas (mais ou
menos 5,0 cm), o que pode sugerir que ha um intervalo 6timo de comprimento que tem
como consequéncia o melhor desenvolvimento radicular (Naidu e Jones, 2009). Os
resultados obtidos no presente estudo corroboram estas observagoes onde se verificou
que, aos |8 dias, os clones submetidos ao tratamento 6 apresentaram um crescimento
do caule superior em relagao aos clones do tratamento 2. Este resultado sugere que as
condigoes associadas ao tratamento 6, proporcionaram um melhor desempenho no
desenvolvimento inicial das plantas. Assim, os dados obtidos refor¢cam a ideia de que a
otimizagao do comprimento das estacas constitui um fator determinante para o sucesso
do enraizamento e para o subsequente crescimento vegetativo.

Contabilizando o impacto da condutividade elétrica na fase inicial da hidratagao,
reportamos que uma condutividade de |,5 teve um menor efeito no crescimento dos

clones, das raizes e das folhas, apenas com um Ec de 2,5 mS/cm, como aplicado no
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tratamento 2 e 6, apresentou beneficios para a hidratacio. E também importante
destacar que o tratamento com Ec 2,5 (tratamento 2 com clones de 7,5 cm) apresentou
maior formagao de folhas em comparagdo aos tratamentos com Ec I|,5 (como
tratamento | com clones com 7,5 cm e 5 com clones com o tamanho de 10,0 cm). Ou
seja, em termos de avaliacao de diferentes parametros, nomeadamente para o
crescimento do caule e das raizes, percebeu-se que um Ec de 2,5 influéncia positivamente
o crescimento do caule e das raizes, como observado no tratamento 2 e 6 cujo
crescimento tanto dos clones como das raizes foram superiores. Estes resultados
poderao indicar que em clones com tamanho reduzido, consequentemente com reserva
interna e uma area para realizar a fotossintese reduzida, poderao ter influéncia na
passagem pelo stress osmoético quando os valores de condutividades sao elevados
(Dilena et al., 2025, Xu et al, 2021). Contudo, clones maiores tem maior possibilidade
de ultrapassar este stress devido a terem uma maior capacidade metabdlica.
Nomeadamente, Janssen (2021) descreveu que uma concentragao moderada de
nutrientes, geralmente entre |,6 —2,4 mS/cm, favorece o desenvolvimento radicular e
foliar de estacas, demonstrando que existe um efeito dependente do tipo de cultivar e
das condigoes de cultivo. Verificou-se que estes resultados apresentam uma dualidade
de critérios e que consequentemente a Ec nao deve ser tida em conta como apenas um
fator independente, mas como um fator acoplado a outros fatores ja aqui descritos.
No que diz respeito ao efeito da intensidade luminosa, percebemos que este foi um dos
fatores mais divergente entre os tratamentos, mais especificamente, a aplicacio de
124,80 PPDF (tratamento 3, 4, 7 e 8) e 80,68 PPFD (tratamento 1,2, 5 e 6). Estudos
indicam que elevada intensidade luminosa pode aumentar a necessidade da planta por
agua e energia, o que pode culminar em stress hidrico e reduzir eficiéncia de
enraizamento.

Estes estudos poderao justificar o porqué de os tratamentos submetidos a aplicagao de
124,80 PPDF resultarem em percentagens menores de clones com folhas ou raizes em
comparagao com 80,68 PPFD aplicados ao tratamento 2 e 6 (Xu et al, 2021).
Baseando-nos nestes fatores, compreende-se que os resultados indicam que o sucesso
do enraizamento depende de mais do que um fator e da interagao entre eles, sendo que
a agregacao mais efetiva foi entre os clones com 10,0 cm, uma intensidade de 80,68
PPFD e Ec moderada de 2,5 mS/cm. Colocamos a hipdtese de esta ser a melhor

conjugagao devido a um clone maior ter reservas mais alargadas, a intensidade luminosa
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influenciar positivamente a rapida reposicao energética e a Ec correta fornecer os
nutrientes essenciais sem causar stress aos clones.

Dos oito tratamentos estudados, o tratamento dois foi o que obteve um melhor
resultado, seguido do tratamento seis que é o tratamento utilizado na empresa e
concluimos que o procedimento usado € eficiente, mas pode ser sempre melhorado
através das combinagoes mencionadas no decorrer do estudo para promover uma taxa
de enraizamento superior.

Os resultados obtidos podem ser transacionados para uma producao de maior escala,
uma vez que sao relevantes para produgao da Cannabis medicinal.

Apesar deste estudo apresentar resultados bastante interessantes, € necessario
considerar certas limitagoes, como a auséncia de uma analise estatistica inferencial, o
uso de uma sé cultivar e limite temporal de apenas |8 dias. No futuro recomendamos
que se facam analises mais especificas as raizes formadas, que se acompanhe o
desenvolvimento dos clones nas diferentes fases e que se realizem novos teste com

diferentes espetros luminosos e fotoperiodos.
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6. Conclusoes

O ensaio realizado permitiu fazer-se a comparagao entre os oito tratamentos no
enraizamento de clones da cultivar HB155 de Cannabis sativa L. A variedade em questao
ja era referenciada como contendo baixas taxas de enraizamento durante a propagagao
vegetativa. A analise dos resultados, juntamente com a informagao recolhida na presente
pesquisa bibliografica, permitiu identificar fatores criticos que influenciam a taxa de
enraizamento e opgoes concretas para a melhoria do protocolo de propagacao utilizado
neste caso ha empresa.

As principais conclusoes retiradas foram que o tamanho inicial da estaca (10,0 cm) foi o
fator que teve o maior impacto positivo, tendo influenciado significativamente o maior
crescimento do caule. Ja as estacas com (7,5 cm) promoverao o maior crescimento de
numero de raizes, desenvolvimento foliar, bem como o crescimento em altura. As
estacas com tamanho mais curto (7,5 cm) apresentaram menor robustez fisiologica e
mais sensibilidade a fatores ambientais.

A intensidade de luz (80,68 PPFD), que foi utilizada a partir do quinto dia do ensaio
demonstrou ser uma mais-valia para acelerar o metabolismo fotossintético dos clones,
para promover a atividade meristematica e fazer com que os desenvolvimentos das
raizes adventicias acontegam de forma mais rapida e eficiente.

A condutividade elétrica da solugao de fertirrega (1,5 vs 2,5 mS/cm) teve impacto
dependendo do tamanho inicial da estaca, sendo que o Ec de 2,5 apresentou vantagens
tanto para os clones de |10 cm, como para os clones de 7,5 cm.

Apos uma andlise completa dos resultados, o sucesso do enraizamento depende da
interagao entre os fatores avaliados, nao sendo possivel otimizar apenas uma variavel
isolada.

O testemunho, neste caso o (Tratamento 6) é o protocolo definido pela Herdade das
Barrocas, e apresentou um desempenho intermédio, o que demonstra que ¢é eficaz,
apesar de nao ser a combinagao mais eficiente entre os tratamentos estudados.

Pela interpretagao dos resultados a combinagao com maior sucesso em termos de
enraizamento da cultivar HBI55, seria estacas de 7,5 c¢m, intensidade de luz de 80,68
PPFD a partir do quinto dia e a condutividade elétrica moderada a elevada (1,5-2,5
mS/cm).

O presente estudo parece sugerir que o tratamento 2 apresenta uma melhor capacidade
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de enraizamento quando comparado com os outros tratamentos realizados. No entanto,
é importante referir que novos estudos devem ser realizados, por exemplo através do
recurso a outras condigoes, de modo a comprovar estatisticamente que o tratamento 2
é de facto melhor que o tratamento 6.

Se no futuro aplicarmos o conhecimento adquirido no presente ensaio, podera aumentar
a taxa de sucesso na propagagcao da cultivar HBI55, em termos de tempo para o
enraizamento, ter um lote mais uniforme e por consequéncia ter um produto final de
qualidade.

Através deste estudo € possivel, alterar e melhorar o processo de clonagem da cultivar
HBI55, deixando em aberto ainda inumeras combinagdes que podem ser exploradas
como por exemplo outras combinagoes de fito reguladores, diferentes condi¢oes

ambientais bem como a utilizagao de outras técnicas de propagagao.
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