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Resumo

Estacas em enraizamento, retiradas de jovens plantas de sobreiro com 7 meses, foram
utilizadas na recolha de amostras para acompanhamento anatomo-histologico das modificacdes
estruturais da sua base. As plantas-mae foram submetidas durante um més a um pré-tratamento de
escurecimento, que consistiu no envolvimento da parte do caule correspondente a futura base da estaca
por uma banda preta. Em metade das plantas sujeitas ao escurecimento aplicou-se auxina (AIB em po,
na concentragdo de 0,5%) antes da colocagdo da banda preta. Para a montagem do ensaio de
enraizamento, as estacas foram preparadas com cerca de 7 cm e, em cada grupo dos pré-tratamentos
prévios das plantas mae (s6 escurecimento ou escurecimento ¢ AIB), metade foram tratadas com AIB
na mesma formulagdo e dosagem. Realizaram-se seis colheitas de material (base das estacas em
enraizamento), ao longo do més que se seguiu ao inicio do ensaio, para posterior observagdo de cortes
histologicos.

No dia 0 observaram-se diferengas em relagdo a testemunha (nfo submetida a escurecimento),
especialmente ao nivel da periderme e do xilema. Até ao dia 20 as diferencgas estruturais das estacas
submetidas ao tratamento prévio de escurecimento foram-se acentuando, com alteracdo da disposigdo
normal dos tecidos e aparecimento, por vezes abundante, de callus. Outra alteracdo ocorreu ao nivel
do anel de fibras perivasculares que rodeia o floema, que comegou a evidenciar rupturas. No
tratamento que incluia o escurecimento e a aplicagcdo de AIB na banda preta surgiram, a partir do dia 3,
descontinuidades nesse anel que se acentuaram ao longo do tempo, até que a partir do dia 14 essa
estrutura praticamente deixou de existir. A partir desse dia e especialmente no dia 20, observou-se uma
grande proliferagdo das células de floema e cortex, em particular as células parenquimatosas e ainda
altera¢do ao nivel do cAmbio que deixou de ser nitido e unico. A aplicagdo de AIB a base da estaca
antes de esta ser posta a enraizar ndo conduziu a diferencas tdo evidentes como o tratamento de
escurecimento. Para todos os tratamentos efectuados as modifica¢des surgiram primeiro na zona do nd

e s6 depois na zona do entrend.
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Abreviaturas: AIB - acido indolbutirico, Banda+AIB - Tratamento de escurecimento com aplicacdo
de 0,5% de AIB na banda preta, Com Banda - Tratamento de escurecimento sem aplicagdo de 0,5% de

AIB na banda preta, Sem Banda - Tratamento de escurecimento sem aplicacdo da banda preta.
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Introduciao

O sobreiro ¢ uma espécie de acentuada importancia em Portugal pois ndo s6 ocupa
21% da area florestal do pais (DGF, 1993), como a produgdo anual de cortiga representa mais
de 55% do total produzido no mundo (DGF, 1990). Actualmente, o principal objectivo do
melhoramento genético do sobreiro continua a ser o aumento da produ¢do da cortica, em
quantidade e qualidade. Natividade (1934) refere que: ...a simples escolha para reprodugao,
de landes provenientes de sobreiros produtores de boa cortica, ndo oferece qualquer
garantia de éxito, antes se pode considerar um trabalho estéril. Esse facto deve-se a
intrinseca alogamia e consequente heterozigocidade do sobreiro, que pode conduzir a uma
grande diversidade da descendéncia. A obtencdo de plantas boas produtoras de cortica para
arborizagdo constitui o objectivo primordial da cultura do sobreiro. No entanto, as técnicas de
propagacao vegetativa aplicadas a esta espécie, nomeadamente quando se trata de exemplares
adultos deverao ser optimizadas.

No presente trabalho pretendeu-se observar a evolugdo anatomica e histologica da
base das estacas em enraizamento, ao longo de 20 dias apoOs pré-tratamentos de
escurecimento. Doud & Carlson (1977) em ramos estiolados de macieira observaram um
menor grau de esclerificacdo e uma maior capacidade de enraizamento, do que os ramos que
cresceram a luz. Convém referir a afirmag¢do de Beakbane (1961) segundo a qual um anel
continuo de fibras perivasculares pode constituir uma barreira ao desenvolvimento das raizes.
Num estudo anatdmico efectuado com Quercus robur L. in vitro, San-Jos¢ et al. (1992)
demonstraram que os primordios radiculares se formam, geralmente, ao nivel deste anel,
aproveitando as suas descontinuidades. Outros ensaios feitos com espécies lenhosas sugerem
que as baixas percentagens de enraizamento podem estar associadas a barreiras mecanicas,
embora ndo seja de excluir que as dificuldades de enraizamento devam estar associadas em
primeiro lugar, as condi¢des fisioldgicas e genéticas que induzem a iniciacdo dos primodrdios
(Hartmann & Kester, 1983; Lovell & White, 1986; Fjell, 1987). Alguns investigadores
afirmaram que este tipo de modificacdes anatdmicas, especialmente a proliferagdo de células
de parénquima, sdo necessarias para que se possam iniciar os primordios radiculares (Blazich
& Heuser, 1979). Mackenzie et al. (1986) referiram que o aparecimento de alteragcdes
profundas e de formagdo de callus na estaca parece ser um requisito para a formacao de raizes
e observaram a regenera¢do da regido cambial antes do aparecimento das células iniciais dos

primordios radiculares.
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Material e métodos

As plantas-mde foram submetidas durante um més a um pré-tratamento de
escurecimento conhecida por blanching (Maynard & Bassuk, 1988), que consiste no
envolvimento da parte do caule que serd a futura base da estaca por uma banda preta. Neste
caso foi utilizada uma fita de PVC, com 19 mm de largura. Antes da colocagao da fita e no
pré-tratamento que incluiu a aplicacdo de AIB (0,5%), o local do caule escolhido para a futura
base da estaca foi devidamente pincelado com o regulador de crescimento.

Apds o escurecimento, as estacas com cerca de 7 cm foram sujeitas a um corte na
base, em bisel, tendo ficado cada uma com pelo menos dois pares de folhas e imersas na
solucdo anti-fungica. O tratamento com AIB a 0,5% em pd a base da estacas foi feita a
metade das estacas de cada pré-tratamento das plantas-mae. Como suporte do enraizamento
foi utilizado um saco denominado Melfert com 400 cm3 de substrato, constituido por uma
mistura de perlite e turfa (3:1 v/v).

Ao longo do periodo de enraizamento foram realizadas seis colheitas de material ao
longo (0, 3, 6, 10, 14 e 20 dias). Recolheu-se o centimetro basal de cada estaca que foi lavado
em agua destilada e dividido em duas amostras de 5 mm. As amostras foram fixadas em
solugdo de Navashin’s modificada (Jensen, 1962) durante pelo menos 24 horas e foram
lavadas em 4gua durante o mesmo periodo de tempo. Em seguida foram incluidas em
solucdes de polietilenoglicol 1500 D.P., de concentragdo crescente: a 20%, durante 24 horas a
60°C, depois por duas vezes a 100%, de 12 horas cada. Os cortes, de 10 um de espessura,
foram obtidos com um microtomo deslizante. Utilizou-se uma fita gomada para manter o
corte integro e que foi posta em contacto com a superficie a cortar. O conjunto dos cortes
aderentes a fita gomada, foram lavados em 4gua para retirar o meio de inclusdo, apos o que
foram colados a 1amina com glicerina gelatinada do Kaizer.

Antes da coloracao, retirou-se a fita gomada e passaram-se os cortes em xilol, durante
pelo menos 45 minutos. Apos secagem ao ar, passaram-se posteriormente por etanol a 100%,
durante um minuto, seguido de uma passagem rapida na mesma substancia. Os cortes foram
depois rehidratados em etanol a 50%, durante um minuto e passagem rapida. Por fim ficaram
em agua destilada, durante o mesmo tempo, também seguido de passagem rapida, antes de
serem imersos numa solucdo aquosa a 0,5% de Crisoidina/Pironina Y. O tempo Optimo neste
corante foi de 6 minutos, passando-se seguidamente por dgua destilada antes de se efectuar a
contra-coloragdo com uma solucdo aquosa a 1% de Astra Blau, durante 7 minutos. Os cortes
foram novamente desidratados antes da montagem com Euparal verde, efectuando-se as

passagens inversas em etanol a 50 e a 100%.
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Resultados

Na Figura 1 podemos observar a estrutura de uma estaca, antes de qualquer pré-
tratamento. Na Figura 1-A observa-se a periderme (P), uma estrutura com funcdes de
protec¢do; o cortex (Cx) constituido por células parenquimatosas, grandes, deixando entre si

espagos intercelulares e contendo algumas delas cristais ou material taninoso.

Fig. 1 - Seccéo transversal da base de uma estaca que néo foi submetida a nenhum tratamento, no dia
zero. (A) Observe-se a periderme (P), o cortex (Cx), as fibras perivasculares (Pv), o floema secundario
(Fs), o cambio (Ca), o xilema secundario (Xs) e a medula (Me). 62x. (B) Em detalhe, o felema (Fe), a

felogene (Fl), a feloderme (Fd) e o esclerito (Es). 208x.

Na parte interior do cortex e exterior ao floema secundario podemos observar o anel
de fibras perivasculares primarias (Pv). No floema secundario (Fs), destacam-se células de
parénquima nos raios contendo material taninoso. O cdmbio (Ca) é bem evidente, na transi¢ao
para o xilema secundadrio (Xs). Neste tecido observam-se com nitidez os vasos largos de
Primavera, pois ¢ uma espécie de porosidade em anel, e também os raios unisseriados com
algumas células de parénquima. No centro podemos observar a medula (Me) que ocupa uma
porcdo consideravel do cilindro vascular, constituida de células de parénquima, grandes e
arredondadas, também com substancias taninosas com a aparéncia de massas granulares.
Observe-se na Figura 1-B, um pormenor da microfotografia anterior. Pode notar-se que a
periderme ¢ constituida pela felogene (Fl), um meristema secundario e pelos tecidos

originados por este: a feloderme (Fd), em geral com uma s6 camada de células e o felema
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(Fe), com poucas camadas de células, dispostas em fiadas radiais, compactas e de paredes
suberificadas, contendo quantidades considerdveis de material taninoso. De quando em
quando aparecem escleritos (Es), células diferenciadas a partir de células de parénquima,
volumosas e em geral isodiamétricas, em que a deposi¢ao da parede secundaria faz evidenciar
o aparecimento de pontuagdes. Com esta idade e desenvolvimento do material, o nimero de

escleritos presentes ¢ diminuto.

Fig. 2 - (A) Seccédo transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Com Banda. 104x. (B) Seccéo
transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Banda+AIB. 83x. Amostras recolhidas no dia zero.

Observe-se a alteragao da estrutura mais acentuada em (B); ver texto.

Na Figura 2-A, podemos observar a estrutura alterada de uma estaca antes de ser posta
a enraizar, apos o pré-tratamento Com Banda. Observam-se alteragdes a nivel das células do
xilema, nomeadamente nas dimensdes dos seus elementos e poucas interrupgdes a nivel do
anel de fibras perivasculares. A Figura 2-B evidencia uma modificagdo muito mais acentuada
da estrutura de uma estaca, no dia zero, apos ter sido sujeita ao pré-tratamento Banda+AIB.
Podemos verificar interrup¢des muito mais frequentes do anel de fibras perivasculares;
alteracdo ao nivel do xilema e do cambio, que deixa de estar bem definido; proliferacdo das
células do cortex com alguma invasdo de taninos e alteragdo a nivel da periderme, com inicio
de formacao de callus (seta).

Na Figura 3-A, podemos observar a estrutura alterada de uma estaca, submetida ao
pré-tratamento Sem Banda e ao tratamento com 0,5% de AIB, ao fim de 20 dias de ensaio. A

estrutura encontra-se ainda mais ou menos coesa mas com inicio de alteracdes a nivel do
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cambio e também do xilema. O anel de fibras perivasculares ¢ nitido mas mais fino que a
testemunha no dia zero (Fig. 1). A Figura 3-B ¢ uma microfotografia de um corte transversal
de um estaca sujeita ao pré-tratamento Com Banda e ao tratamento com AIB antes de ser
posta a enraizar, depois do mesmo tempo. Pode observar-se uma alteracdo profunda da
estrutura, com parte do anel de fibras perivasculares ainda bem evidente, mas com
interrupgdes frequentes (setas); auséncia de um cambio bem definido e periderme com inicio

de formacao de callus.

Fig. 3 - (A) Seccao transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Sem Banda e 0,5% de AIB.
62x. (B) Seccéo transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Com Banda e aplicagdo de
0,5% de AIB, antes da estaca ser posta a enraizar. 104x. Amostras recolhidas no dia 20. Observe-se

a alteragdo da estrutura mais acentuada em (B); ver texto.

Na Figura 4-A, podemos observar a sec¢do transversal de uma estaca submetida ao
pré-tratamento Banda+AIB sem tratamento com AIB antes da estaca ser posta a enraizar, ao
fim de 20 dias na bancada de enraizamento. Observa-se uma alteragdo profunda da estrutura
com formagdo de callus (setas) e com os tecidos sem coeréncia. A Figura 4-B ¢ uma
microfotografia de um corte transversal de um estaca sujeita a0 mesmo pré-tratamento de
escurecimento e ao tratamento com AIB antes da estaca ser posta a enraizar, depois do mesmo
tempo na bancada de enraizamento. A estrutura da estaca perdeu quase por completo o seu
padrao normal: observam-se interrupcdes a nivel do anel das fibras perivasculares, xilema
apenas lenhificado na zona junto a medula (seta), desaparecimento, em parte, da periderme;
proliferacao das células meristematicas do cortex, sem separagdo nitida em relagdo ao floema
e auséncia de um s6 cambio bem definido.
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Neste ensaio verificaram-se diferencas profundas entre as estacas submetidas aos pré-
tratamentos de Banda+AIB e Banda e as testemunhas, Sem banda. As estacas sujeitas aos
dois primeiros tratamentos mostram alteragdes estruturais logo no dia zero do enraizamento.
No entanto, as estacas tratadas com Banda+AIB, sdo aquelas onde se observam maiores
alteracdes anatomicas, desde mais cedo, em especial alteragdes na camada de fibras

perivasculares, que se torna mais ténue e descontinua.

Fig. 4 - Seccbes transversais da base das estacas sujeitas ao tratamento Banda+AIB. (A) Sem
aplicacdo de 0,5% de AIB. 41x. (B) Com aplicagcdo de 0,5% de AIB. 21x. Amostras recolhidas no

dia 20; ver texto.

Observa-se que o inicio da alteracdo da estrutura da estaca se d4, em geral, na zona do
nod, ou seja, na zona correspondente a formagdo do gomo adventicio e inser¢ao do peciolo. As
alteragdes estruturais na zona do entrend aparecem mais tarde, excepto para o tratamento
Banda+AIB e tratamento com AIB, em que se ddo alteragdes mesmo na zona fora do no, a
partir do dia 6.

Outra evidéncia ¢ a alteragdo que se verifica no anel de fibras perivasculares que
rodeia o floema. Para o pré-tratamento Banda+AIB e tratamento com AIB, verifica-se que a
partir do dia 3 surgem descontinuidades nesse anel, que se vao acentuando ao longo do
tempo, até que a partir do dia 14 praticamente ndo se observa essa estrutura. A partir desse dia
e especialmente no dia 20, observa-se uma grande proliferacao das células de floema e cortex,
em particular as células parenquimatosas e ainda alteragdo ao nivel do cadmbio que deixa de
ser nitido e unico (Fig. 4-B).
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Para o pré-tratamento Sem Banda e tratamento com AIB ndo provoca alteragdes muito
diferentes da sua ndo aplicagdo. No entanto, para os pré-tratamentos Com Banda e
Banda+AIB, verifica-se que a aplicacdo de AIB provoca alteragdes mais profundas, do que no
tratamento anterior. Isto pode significar que o escurecimento torna a estaca mais receptiva ou

sensivel a aplicacdo da auxina, em po, antes da estaca ser posta a enraizar.

Discussao

Através da observagdo microscopica do material, que se apresenta nas Figuras 1 e 2,
verificou-se existirem diferengas profundas nas secgdes basais das estacas sujeitas aos
diferentes pré-tratamentos de escurecimento efectuados previamente ao enraizamento. Vieitez
& Vieitez (1974), utilizando o castanheiro, obtiveram percentagens de enraizamento mais
elevadas quando para o escurecimento de duracdo mais prolongada do que o tratamento
testemunha (sem escurecimento). Rinallo et al. (1987) também usaram o castanheiro e
verificaram que as estacas submetidas ao tratamento prévio de escurecimento mostravam
primordios radiculares e uma percentagem de enraizamento mais elevada relativamente as
estacas testemunha. Com efeito, a observag¢do microscopica das estacas sujeitas aos diferentes
tratamentos revelou alteragdes mais precoces nas amostras referentes aos tratamentos com
escurecimento, com ou sem aplicacdo de AIB na fita preta, e uma nitida rediferencia¢do dos
tecidos, para além da modificag@o ao nivel do anel de fibras perivasculares.

As caracteristicas anatdmicas verificadas e apresentadas nas Figuras 3-B e 4, sdo
semelhantes as encontradas em rebentos de castanheiro sujeitos a exclusdo da luz na sua base
(escurecimento), sobretudo a nivel da regido perifloémica, pois no controle o anel de fibras e
escleritos ¢ continuo enquanto que nos rebentos tratados, o anel perifloémico se apresenta
interrompido, quase sem escleritos diferenciados e com abundante producdo de células
parenquimatosas (Vieitez & Vieitez; 1974; Rinallo et al., 1987). As mesmas alteracdes foram
observadas em estacas de aveleira tratadas com AIB além de um aumento na largura radial do
floema (Rodriguez et al. 1988).

Para o sobreiro, a antecipacdo das alteragdes estruturais quando acompanhada de um
aparecimento mais precoce de primordios radiculares, pode ser um passo fundamental para o
aumento da percentagem de enraizamento, j& que uma das restricdes para o aumento do
nimero de estacas enraizadas ¢ a grande duragdo do periodo de enraizamento e a dificuldade
em manter as estacas em boa condi¢do fisiologica durante todo o tempo em que as raizes nao
se formam. Nas seccOes transversais das estacas observadas ndo foi possivel identificar o
aparecimento dos primordios radiculares. Tal facto pode dever-se a véarios factores: 1)
formag¢do, em geral, de poucas raizes por estaca, ii) duragdo insuficiente do ensaio com a
retirada das Ultimas amostras ao fim de 20 dias, e iii) baixas percentagens de enraizamento

obtidas ao fim de um més (Ribeiro, 1993). Dos resultados obtidos pode concluir-se que ¢
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necessario analisar a anatomia das estacas durante um periodo mais longo. Vieitez e
colaboradores (1980) acompanharam durante 27 dias as alteracdes anatomicas da base de
estacas provenientes de plantas de castanheiro com dois meses, postas a enraizar apos
tratamento com AIB e ANA. Os autores observaram a formagdo de primoérdios ao fim de 5
dias assim como a diferenciacdo de novo xilema. Ao fim de 11 dias os primordios tinham a
sua forma bem definida e apds 14 dias algumas das raizes tinham emergido e as outras ja
tinham atingido a zona do cortex. As plantas de castanheiro utilizadas eram trés meses mais
jovens do que as plantas de sobreiro utilizadas, embora seja possivel que existam diferencas
mais profundas entre o castanheiro e o sobreiro relativamente ao periodo de tempo requerido

para o inicio da formag¢do dos primoérdios radiculares.
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