Estudo histologico sobre a formacao de raizes adventicias em
estacas caulinares de oliveira (Olea europaea L.)
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RESUMO

Mesmo quando estimulada pela aplicagdo
exdgena de reguladores de crescimento, a
capacidade de enraizamento da oliveira, por
estacaria semi-lenhosa, encontra-se muito
dependente do gendtipo utilizado. E assim
possivel encontrar cultivares como a
‘Cobrangosa’, onde se atingem sem dificul-
dade taxas de formacdo de raizes adventi-
cias proximas dos 70%, e cultivares como a
“Galega vulgar”, onde s6 muito esporadi-
camente se conseguem ultrapassar os 10%
de estacas enraizadas.

Este trabalho apresenta os resultados pre-
liminares de um estudo de histologia com-
parativa entre as cultivares de Olea euro-
paea referidas. Procuraram-se diferencas
tanto na anatomia do caule como na onto-
génese das raizes adventicias, que pudessem
ajudar a compreender a diferenca de com-
portamento de duas cultivares relativamente
ao enraizamento por estacaria semi-lenhosa.

Das observagdes que até agora foi possi-
vel efectuar, constatou-se que a anatomia do
caule na zona de formacao das novas raizes
adventicias nao difere significativamente,
apresentando no entanto qualquer uma das
cultivares em estudo um anel de esclerén-

quima, mais ou menos continuo, que podera
actuar como uma barreira mecanica ao nor-
mal desenvolvimento das raizes.

Relativamente as regides ontogenicamen-
te activas, as observacdes efectuadas permi-
tiram constatar que na “Cobrancosa” as
novas raizes t€m origem nos tecidos situa-
dos na proximidade do cambio vascular,
enquanto que na ‘Galega vulgar’, sdo as
células parenquimatosas do recém formado
calo de cicatrizagdo que estdo na origem dos
campos morfogénicos da raiz.

Esta aparente diferenca entre os tecidos
envolvidos no processo de desdiferenciacdo
e reaquisicio do estado meristematico pri-
mario, condi¢do essencial para a formagdo
dos novos meristemas radicais, € mais um
contributo que, esperamos, possa ajudar a
compreender as grandes diferengas obser-
vadas na capacidade de enraizamento destas
cultivares, por este método de propagagdo
vegetativa.

ABSTRACT

Even when stimulated by application of
exogenous growth regulators, the ability for
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adventitious root formation in olive remains
highly genotype dependent.

When semi-hardwood cuttings are used as
propagation material, it’s possible to find
cultivars like ‘Cobrangosa’, where it is easy
to achieve 70% of adventitious root forma-
tion, and cultivars like ‘Galega vulgar’,
where 10% of rooting it is very difficult to
exceed.

Preliminary results of a comparative his-
tological study between the above-
mentioned Olea europaea cultivars, looking
for differences, both in the stem anatomy
and in tissues involved in adventitious root
ontogenesis, are now presented.

Concerning stem anatomy, the results
achieved so far, allow to conclude that no
significant differences were observed be-
tween the cultivars, both presenting a scler-
enchymal ring, that may act as a mechanical
barrier to the adventitious root development.

The observations made of the ontogeni-
cally active regions, showed that in ‘Co-
brancosa’ the new roots emerge in the vas-
cular cambium or in the adjacent tissues,
whereas in ‘Galega vulgar’ the parenchyma
cells of the callus are the ones involved in
the appearing of roots morphogenic fields.

This significant difference observed be-
tween the kind of tissues that are involved in
the process of cell des-differentiation and
reacquisition of a primary meristematic
condition, which is crucial to allow the for-
mation of new root meristems, it’s probably
correlated with the great differences ob-
served in the rooting ability of semi-
hardwood cutting of this olive cultivars.

INTRODUCAO

A estacaria semi-lenhosa é actualmente a
mais utilizada para a propagagio da oliveira
(Olea europaea L.). A propagagio tradicio-
nal por estacaria lenhosa, com o enraiza-

mento das estacas a fazer-se directamente
no local definitivo, apresenta, além de
outros inconvenientes, a necessidade de
muito material vegetal. A utilizac@o de esta-
cas semi-lenhosas superou esse inconve-
niente, mas, a promog¢do do enraizamento
exige cuidados especiais como sejam, o tra-
tamento das estacas com reguladores de
crescimento e a utilizacdo de estufas de
enraizamento com condig¢des capazes de
permitir a manutenc@o de uma pelicula con-
tinua de 4gua nas folhas e o aquecimento da
base das estacas, por forma criar as melho-
res condigdes a formacao do sistema radicu-
lar adventicio.

Em oliveira, a concentracao enddgena de
auxinas é um factor limitante ao enraiza-
mento (del Rio et al., 1986 citado por Oli-
veira et al., 2003), sendo normalmente
necessdria a sua aplica¢do exdgena. O acido
indol-3-butirico € a auxina sintética mais
utilizada para induzir a formagdo de raizes
adventicias nesta espécie. Para além de ser
condicionado pelos niveis endégenos de
auxinas, o enraizamento em oliveira tam-
bém varia bastante com a cultivar utilizada.
Em referéncias a variedade ‘Galega vulgar’
Leitao (1986) destaca a sua fraca capacidade
de propagacdo por estaca semi-lenhosa.
Pelo contrdrio encontram-se cultivares
como a ‘Cobrangosa’, onde sem dificuldade
sdo atingidas taxas de formag@o de raizes
adventicias proximas dos 70%. Em cultiva-
res como a “Galega vulgar”, s6 muito espo-
radicamente se consegue ultrapassar os 10%
de estacas enraizadas.

Estas diferencas na capacidade de enrai-
zamento levaram a que, desde a década de
cinquenta, alguns autores tenham sugerido
que caracteristicas anatomicas tais como a
espessura e continuidade do anel de escle-
rénquima, sejam parcialmente responsaveis
pelo potencial de enraizamento das diferen-
tes cultivares de oliveira (Ciampi e Gellini,
1958; Beakbane, 1961; Sachs et al., 1964,
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Qrunfleh et al., 1994). Também diferengas
nos niveis enddégenos de reguladores de
crescimento, em diferentes épocas do ano
(Bhella e Roberts, 1975; Blakesley et al.,
1991), assim como as suas varia¢des duran-
te o processo de enraizamento (Sagee et al.,
1992), tém sido apontadas como capazes de
influir directamente na capacidade de enrai-
zamento de diferentes espécies. Estudos his-
tol6gicos sobre os tecidos directamente
envolvidos no processo de diferencia¢do das
raizes adventicias, tém sido desenvolvidos
por vérios autores (Rodriguez et al., 1988;
Skolidis et al., 1990; Biricolti et al., 1994),
sem que no entanto seja possivel apresentar
uma conclusdo generalizavel a um nimero
alargado de espécies. Deste modo, tal como
referem (Troncoso et al., 1999), o processo
de enraizamento de variedades recalcitran-
tes, estd longe de estar resolvido, e, um
conhecimento das alteragdes ocorridas a
nivel histolégico e bioquimico durante,
poderd fornecer informacdes importantes
para a sua compreensao.

O presente estudo, que advém da obser-
vacdo das diferencas nas taxas de enraiza-
mento entre as cultivares ‘Cobrangosa’ e
‘Galega vulgar’, procura diferengas tanto na
anatomia do caule como na ontogénese das
raizes adventicias das duas cultivares acima
referidas, com o objectivo de ajudar a com-
preender a diferenca de comportamento des-
tas relativamente ao enraizamento por esta-
caria semi-lenhosa.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se estacas semi-lenhosas das
cultivares “Galega vulgar” e “Cobrangosa”,
provenientes da zona média de ramos do
ano, foram obtidas de lancamentos recolhi-
dos no campo de pés-mde dos Viveiros
Plansel S.A., e apresentando cada uma das
estacas cerca de 16 cm de comprimento.

A cada estaca foram retiradas as folhas
da zona basal, deixando-se apenas os dois
pares de folhas da extremidade superior. As
bases das estacas foram entfio imersas numa
soluc@o de Acido Indol-3-Butirico (AIB) a
3500 ppm durante 20 segundos. As estacas
foram colocadas numa bancada de enraiza-
mento com um substrato de perlite, € uma
temperatura basal de 28°C. Foi proporcio-
nada rega por nebulizacdo nas bancadas,
com uma frequéncia de 10 minutos e uma
duragdo de 5 segundos. A temperatura
ambiente da estufa, foi, na medida do possi-
vel, controlada por um sistema de arrefeci-
mento do tipo ‘aqua-cooling’.

Ap6s a colocagdo em bancada, amostras
da base das estacas foram retiradas sema-
nalmente, desde o dia zero até aos sessenta
dias, para os ensaios de histologia. Estas
amostras eram constituidas por fragmentos
de 1-2mm, que foram fixados numa solu¢do
de formol-acido acético-etanol 70% (1:1:8)
de acordo com o protocolo proposto por
Johansen (1940), sendo depois lavados com
etanol 70% e desidratadas numa série de
solugdes com uma concentracdo crescente
de butanol. Seguiu-se a impregnacdo das
amostras em parafina liquefeita de baixo
ponto de fusdo (Jung-Histowax) e a confec-
¢do dos blocos para seccionamento em
micrétomo rotativo (Micro Tec Cut 4055).
A espessura das sec¢des variou entre 5-
10um e as ‘ténias’ obtidas, apds coloragdo
com Safranina O e Azul de Anilina, foram
observadas num microscopio Optico de
campo claro Olympus CX40.

Paralelamente a este ensaio, estavam a
decorrer estudos de micropropagacdo in
vitro com a cultivar “Galega vulgar”, tendo-
se também retirado destes amostras para os
estudos histoldgicos.

No caso dos estudos de micropropagagio
in vitro as amostras foram recolhidas duas
vezes por semana, durante 30 dias, sendo
depois preparadas para observacio em
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microscopia de campo claro, seguindo o
procedimento anteriormente descrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode ver pela Figura 1, os cortes
histoldgicos efectuados ao nivel da base das
estacas nas duas cultivares de Olea euro-
paea, revelaram a inexisténcia de diferencas
significativas quanto a anatomia do caule. E
de notar em ambas as cultivares a presenca
de um anel de esclerénquima com uma con-
tinuidade préxima dos 70% na cultivar
“Cobrangosa” e dos 60% na cultivar “Gale-
ga vulgar”, composto por 2-3 camadas de
células bastante lenhificadas, o que € reve-
lado pela a forte reacgdo com a Safranina O.

Contrariamente ao que ocorre quanto a
uniformidade estrutural do caule, as obser-
vacdes realizadas com o objectivo de
determinar quais os tecidos que estdo na
origem das raizes adventicias, parecem indi-
car a existéncia de diferencas entre as duas
cultivares em estudo.

Na cultivar “Cobrancosa”, as observacoes
efectuadas, mostram que as raizes adventi-
cias t€m a sua origem no cambio vascular
ou nos tecidos adjacentes (Figura 2-B),
caracteristica que é comum as espécies de
facil enraizamento. Ja na cultivar ‘Galega
vulgar’, os campos morfogénicos radicais
surgem no tecido parenquimatoso do callus
de cicatrizagdo (Figura 3-B), situacdo que,
como refere Hamann (1998) e confirmam
Ono et al. (1996), em ensaios desenvolvidos
em Coffea sp., e Pérez-Francés et al.,
(2001), em trabalhos realizados com Leuca-
dendron discolor, ¢ comum a muitas espé-
cies de dificil enraizamento

Nido obstante a grande frequéncia com
que ocorre a formacéo de tecido caloso em
espécies de dificil enraizamento, é ainda
normalmente aceite que o seu desenvolvi-
mento ndo estd directamente relacionado

com a formacdo das raizes adventicias. Em
‘Galega vulgar’, niveis de correlagdo supe-
riores a 90%, foram por nés observados
para a relacdo entre as varidveis formacao
de calli de cicatrizacdo/taxa de enraizamen-
to (dados ndo apresentados). Estas altas cor-
relagdes entre as duas varidveis verificaram-
se tanto no enraizamento de estacaria semi-
lenhosa como na micropropagacdo, pare-
cendo indicar que a formagdo de calose
basal estar intimamente ligada ao enraiza-
mento.

A comprovar o que acabamos de referir
estdo os cortes histolgicos realizados em
material vegetal submetido a processos de
cultura in vitro. Tal como aconteceu com a
estacaria semi-lenhosa, também aqui se
verifica que os campos morfogénicos sur-
gem na zona do callus (Figura 4-B, C).
Ainda pela observagao da figura 4, podemos
ver que neste caso nao € identificavel o anel
de esclerénquima que caracterizava a ana-
tomia do caule nas estacas semi-lenhosas. A
esta situacdo ndo serd alheio o facto de se
estar a trabalhar com rebentos herbaceos e
ndo semi-lenhosos. Saliente-se que, em
ramos do ano, apenas nos foi possivel cons-
tatar a formagdo do anel de esclerenquima
ao nivel do 3° entre-n6 contado a partir do
apice.

Do trabalho realizado, e ressalvando o
facto de a cultivar ‘Cobrancosa’ carecer de
um maior numero de observagdes, parece
ser possivel concluir que a maior ou menor
dificuldade na formacao de raizes adventi-
cias nestas duas cultivares de oliveira ndo
estd directamente afectada pela existéncia
de uma barreira mecanica devida & existén-
cia de um anel de esclerénquima, mas antes
pela diferente localizagdo das zonas ontoge-
nicamente activas e pela maior ou menor
dificuldade com que as novas raizes se
ligam aos feixes vasculares.
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Figura 1 - Aspecto da anatomia do caule em cor-
te transversal, obtido na zona basal (3) de estacas
das duas cultivares em estudo. Note-se a presenca
do anel de esclerénquima (B) em ambas as culti-
vares, sendo de realcar em ambos 0s casos, que
pela sua descontinuidade, dificilmente se podera
considerar como uma barreira mecanica a forma-
¢do das raizes adventicias. Ndo se observam
outras diferencas anatomicas significativas

Figura 2 - Corte transversal da base de uma esta-
ca semi-lenhosa da cultivar “Cobrancosa”, 20
dias apds a sua colocac@o na bancada de enrai-
zamento. Com origem na regido cambial, desta-
ca-se a presenca de um campo morfogénico da
raiz (B), em fase inicial do seu desenvolvimento

Quanto ao primeiro aspecto, o facto de na
‘Galega vulgar’ os campos morfogénicos da
raiz se localizarem no tecido parenquimato-
so do callus, pode estar na origem da difi-
culdade desta cultivar em enraizar, pois é de

Figura 3 - Aos 45 dias ap6s a sua colocagdo em
bancada de enraizamento, os campos morfogéni-
cos da raiz comegam a ser observdveis em esta-
cas semi-lenhosas da cultivar ‘Galega vulgar’.
Note-se neste caso, a origem destas estruturas no
tecido parenquimatoso do callus de cicatrizagdo

®B)

Figura 4 - Corte transversal num explante da cul-
tivar ‘Galega vulgar’ 20 dias apds a sua passa-
gem para meio de enraizamento in vitro. Note-se
em (A) a auséncia do anel de esclerénquima.
Observam-se varios campos morfogénicos radi-
cais (B-C). Sdo visiveis na ampliacdo de (B),
células com citoplasma denso e nticleos em posi-
¢do central, caracteristicos das regides meriste-
maticas. Na ampliagdo de (D), observam-se tra-
queideos de xilema, caracteristicos do enraiza-
mento a partir do tecido caloso

esperar que estas células tenham mais difi-
culdade em se desdiferenciar e posterior-
mente readquirir as caracteristicas de células
meristematicas primdarias, do que as células
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meristematicas cambiais em ‘Cobrangosa’.
Quanto a vasculariza¢do, embora ndo exis-
tam ainda elementos suficientes para com-
parar as duas cultivares em estudo, deve
salientar-se na ‘Galega vulgar’ a presenga
de traqueideos xilémicos (Figura 4-D),
estruturas que segundo Lovell & White
(1986 citado por Pérez-Francés et al., 2001),
sdo caracteristicas do processo de vasculari-
zacdo em espécies de dificil enraizamento.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados, ainda que
preliminares, parecem indicar que a pre-
senca de um anel de esclerénquima, nas
duas cultivares de oliveira analisadas,
devido a sua descontinuidade, ndo sera um
factor determinante na explicacio da difi-
culdade de enraizamento da ‘Galega vul-
gar’.

J4 as diferencas ao nivel da localizagio
dos campos morfogénicos da raiz existen-
tes entre a “Galega vulgar” e a “Cobranco-
sa”, bastante evidentes nas observagdes
efectuadas, poderdo ser uma explicacio
para a diferente capacidade de enraizamen-
to das duas cultivares. A apoiar esta hipé-
tese encontram-se diversos estudos reali-
zados em outras espécies vegetais, indi-
cando que as plantas que iniciam o proces-
so de enraizamento no tecido parenquima-
toso do callus ndo apresentam um grande
sucesso na formacgdo de raizes adventicias
(Ono et al., 2006 citado por Pereira 2003).
Saliente-se no entanto que este estudo de
histologia comparativa estd integrado num
estudo multidisciplinar onde paralelamente
estdo a ser realizados ensaios tendo em vis-
ta quantificar a variagdo endégena de regu-
ladores de crescimento, nestas duas culti-
vares, tanto ao longo do ano em plantas
instaladas no campo, como em estacas
semi-lenhosas, durante o processo de

enraizamento. Uma andlise global dos
resultados, conduzira certamente a resulta-
dos mais conclusivos.
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