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Resumo

Para maximizar a producdo de plantas de framboesa em viveiro, através da
multiplicacdo vegetativa, tornou-se necessario o estudo da origem e do desenvolvimento
de gomos de raiz. Selecionaram-se raizes de plantas da cultivar Kweli com duas datas de
plantacdo, (27 de abril e 16 de margo) e com duas modalidades de armazenamento em
frio (sem frio e submetidas a 45 dias de frio). Estabeleceram-se dois protocolos de
abrolhamento de gomos de raiz para acompanhar de forma pormenorizada o seu
desenvolvimento.

Para o estudo morfolégico da evolugdo dos gomos de raiz, recolheram-se gomos
em diferentes estadios de forma a obter uma escala morfoldgica. Para o estudo anatémico,
utilizaram-se os gomos ja classificados na escala morfologica e procedeu-se a fixacao,
desidratacéo, e inclusdo em parafina para a realizacdo de cortes histoldgicos. Os cortes
foram corados para observacdo em microscopia 6tica e aquisi¢ao de imagens.

Com base nos resultados obtidos foi estabelecida uma escala morfoldgica, com
estadios do zero ao cinco (em que o zero corresponde a uma pequena protuberancia na
raiz e o cinco um langcamento de raiz ja desenvolvido). Paralelamente estabeleceu-se uma
escala anatdbmica que permitiu avaliar a atividade celular e a origem da formacdo dos
novos gomos de raiz. Ao longo da realizagdo deste ensaio, verificou-se a existéncia de
gomos no estadio 1, com epiderme de tonalidades diferentes: gomo com epiderme clara
e gomo com epiderme escura. Através de cortes histolégicos verificou-se que um deles
era um gomo radicular e o outro vegetativo. Desta forma, a contagem de gomos
vegetativos sO deve ser considerada a partir do estadio 2, devido as caracteristicas
morfologicas dos estadios 0 e 1.

Palavras-chave: estaddios de desenvolvimento, lancamentos de raiz, propagacao
vegetativa, raizes adventicias, Rubus idaeus

Abstract

Raspberry root bud morphology and anatomy

To maximize the production of raspberry plants in the nursery, through vegetative
multiplication, it became necessary to study the origin and development of root buds.

Roots were selected from Kweli cultivar from two planting dates, (april 27 and
march 16) and with two cold storage treatments (without cold and submitted to 45 days
of cold). Two root bud burst protocols were established to follow their development in
detail.

For the morphological study of root bud development, buds were collected at
different stages in order to obtain a morphological scale. For the anatomical study, the
buds already classified on the morphological scale were used and proceeded to fixation,
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dehydration, and paraffin embedding for histological sections. The sections were stained
for observation under light microscopy and image acquisition.

Based on the results obtained, a morphological scale was established, with stages
from zero to five (where zero corresponds to a small protuberance in the root and five
corresponds to a developed root tip). In parallel, an anatomical scale was established to
evaluate cell activity and the origin of the formation of new root buds. Throughout this
test, it was verified the existence of buds, with epidermis of different tonalities: bud with
light epidermis and bud with dark epidermis. Through histological cuts it was verified
that one of them was a root bud and the other was a vegetative bud. Thus, the counting of
vegetative buds should only be considered from stage 2, due to the morphological
characteristics of stages 0 and 1.

Keywords: adventitious roots, Rubus idaeus, development stages, suckers, vegetative
propagation

Introducéo

A framboesa é uma planta semilenhosa, o que significa que contém um sistema
radicular tipico de plantas lenhosas, ou seja, um sistema radicular perene, no qual, se
identifica a particularidade de criacdo de lancamentos a partir do sistema radicular.
Embora esteja caracterizada a existéncia de gomos adventicios no sistema radicular, a
morfologia é praticamente desconhecida. Por outro lado, a parte aérea desta planta é
herbacea, no primeiro ano de crescimento, tendo a capacidade de lenhificar os tecidos
aéreos para produzir frutos no segundo ano.

Estes gomos que posteriormente dardo origem a rebentos, encontram-se
normalmente em porcdes de raizes que crescem verticalmente ou num angulo inclinado.
Eles sdo especialmente comuns em locais perto do ponto em que a raiz muda de direcao
repentinamente e em areas onde a producao de radiculas é prolifera (Christensen, 1947).
A temperatura e a intensidade luminosa também estéo positivamente correlacionadas com
a percentagem de rebentos por raiz, nimero de rebentos, altura média e peso seco
(Johansson & Lundh, 1988). As raizes laterais formam-se a partir do periciclo estando o
seu inicio relacionado com diversos reguladores de crescimento. (Torrey, 1976).

Hudson (1958) refere que o inicio do alongamento dos langcamentos apenas
acontece apos a iniciacdo foliar e que a expansao foliar s6 acontece quando o langcamento
emerge a superficie do solo (fig. 1). A importancia do frio na dorméncia dos gomos de
raiz ndo se encontra documentada, mas a semelhanca dos gomos dos langamentos, € de
esperar que também estejam sujeitos a endodorméncia, paradorméncia (dominancia
apical) e fatores externos como as baixas temperaturas (ecodorméncia) (Lang et al.,
1985). Todos estes fatores podem atuar em combinagéo e ter um efeito acumulativo no
crescimento dos gomos, nomeadamente no final do inverno (White et al., 1998).

Para maximizar a propagacdo de plantas de framboesa, € necessario conhecer
melhor o comportamento dos gomos de raiz, desde a criacdo de raizes até a sua
emergéncia, e os fatores que influenciam o seu desenvolvimento. Este estudo pretende
contribuir para um melhor conhecimento da morfologia e anatomia dos gomos de raiz em
framboesa vermelha.
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Material e Métodos

Este ensaio teve como objetivo estudar em que zonas da raiz ocorre a formacéo
de primérdios vegetativos e descrever a morfologia do gomo radicular ao longo do seu
desenvolvimento, até este dar origem a um novo langcamento.

Para a obtencdo de uma escala morfoldgica dos gomos de raiz selecionaram-se
diversas raizes de plantas jovens da cultivar Kweli (data de plantagdo — 27 de abril de
2020) e mais velhas (data de plantacdo 16 de marco de 2020) submetidas a dois
tratamentos de frio; sem frio e submetidas a 45 dias em camara frigorifica a 4 °C. As
raizes depois de lavadas foram separadas em trés classes de didmetros: > 2 mm; 1-2 mm;
< 1 mm (medidas com uma craveira digital). Para a quantificacdo do nimero de gomos
nas raizes, separadas pelas respetivas classes, foi utilizada uma lupa binocular,
determinando-se o local de maior incidéncia desses gomos no sistema radicular.

Numa primeira fase do estudo foi utilizado o seguinte protocolo:

Protocolo 1:

1. Escolheram-se raizes com as trés classes de diametros para a sua colocacdo em
caixa de Petri, sendo a amostra constituida por trés repeti¢cGes por modalidade.
Confinou-se uma raiz por caixa de Petri, devidamente identificada.

Colocou-se por cima da raiz uma camada de perlite.

Humidificou-se a perlite para criar um ambiente semelhante ao da propagagéo em

estufa.

5. Fechou-se a caixa de Petri e envolveu-se com papel de aluminio devidamente
identificado.

6. Colocou-se numa camara de crescimento, com temperatura constante de 20 °C,
durante seis semanas.

7. Efetuaram-se leituras semanais por modalidade e repeti¢do, contabilizando-se o
nimero de gomos e 0s seus estadios, colocando as raizes na mesma caixa de Petri

e re-humidificando a perlite.

Hown

Durante o estudo verificou-se que a manipulacdo e possivel desidratacdo das
raizes comprometia o seu desenvolvimento pelo que foi necessario reformular o protocolo
para 0 que a seguir se descreve:

Protocolo 2:
1. Escolheram-se raizes consideradas exemplares para a sua colocacdo em caixa de
Petri, com a cultivar Kweli e diferentes genotipos, sendo a amostra constituida por
trés repeticdes.

2. Confinou-se cada raiz numa caixa de Petri, devidamente identificada.
3. Colocou-se por cima da raiz uma camada de perlite.
4. Humidificou-se a perlite para criar um ambiente 0 mais semelhante ao da

propagacdo em estufa.

5. Colocou-se a caixa de Petri em cestos com a seguinte estrutura de camadas
(ascendente): 1 — Argila expandida; 2 - Substrato; 3 — Caixas de Petri com raizes;
4 — Substrato.

6. Foram realizados 4 cestos, cada uma correspondente a cada semana de contagem
de gomos e seus estadios.
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No segundo protocolo foram simuladas as condigdes existentes na estufa de
multiplicagdo, permitindo dar as raizes condi¢Ges de luminosidade, picos de temperaturas
superiores aos dos protocolos 1 e evitar a manipulacao das raizes.

Para estabelecer uma escala morfologica observaram-se e registaram-se as
imagens dos gomos ao longo do seu desenvolvimento em diferentes estadios utilizando
uma lupa (Leica DCM8). Paralelamente para estabelecer a escala anatdmica, apds a
aquisicdo de imagens os mesmos gomos foram fixados com F.F.A (1-formaldeido: 1-
acido acético glacial: 18- etanol 70%), desidratados numa série progressiva de etanol e
utilizando-se o histoclear como solvente para a inclusdo em parafina. Os cortes
histologicos foram realizados com 10 um de espessura, utilizando um micrétomo (Leica
RM2255) e corados utilizando uma dupla coloracdo com astrablue e safranina.
Realizaram-se montagens permanentes para observacédo em microscopia 6tica e aquisicao
de imagens (Leica DMC5400).

Resultados e Discussao

O primeiro protocolo ndo conseguiu evidenciar nenhuma evolugdo nos gomos,
seja pela sua elevada manipulagdo, condigcdes de falta de luminosidade nas placas ou
mesmo pela auséncia de alteracGes na temperatura. Esta observagéo vai de encontro ao
referido por Johansson & Lundh (1988) que verificaram que a temperatura e
luminosidade sé&o significativamente importantes para o abrolhamento de gomos de raiz.
Assim, decidiu-se aplicar um segundo protocolo que permitiu o desenvolvimento dos
gomos até ao estadio 4. No entanto, ndo nos permitiu obter fotografias da sua histologia
devido a fragilidade na sua manipulagdo. Apesar de tudo, este protocolo permitiu recolher
imagens de todos os estadios morfolégicos dos gomos. A partir das imagens obtidas, foi
construida uma escala em que os gomos foram classificados entre estadio zero e estadio
quatro (fig. 2).

No estadio 0 (fig. 2A), encontra-se evidente que existe uma diferenciacdo das
estruturas celulares na superficie da raiz. No estadio 1 (fig. 2B), observou-se uma
protuberancia na epiderme compativel com o inicio da formacao do gomo. No estadio 2
(fig. 2C), é visivel o rompimento da epiderme, tornando-se evidente o meristema apical
do gomo. No estadio 3 (fig. 2D), j& se encontram formadas bracteas na zona apical do
gomo. Por fim no estadio 4 (fig. 2E), observou-se o alongamento do langamento com a
formacdo de varias bracteas.

Ao longo da observagdo das raizes, verificou-se que existiam mais gomos em
zonas curvas, mudancas de direcdo repentinas e locais de producéo de radiculas, tal como
Christensen (1947) afirmou. Também se observou que em raizes em que a incidéncia dos
gomos era baixa, estes apresentavam-se muito préximo formando grupos de trés ou
quatro. Nao foi possivel estudar este comportamento, mas sugere-se que serdo zonas em
que as condicBes para a viabilidade de abrolhamento sejam mais favoraveis, tal como
maior acumulacao de reservas gque sdo essenciais para a emissdo de novos langamentos.
Verificou-se, também que durante o alongamento do langamento, se deu a iniciagéo foliar,
tendo-se observado a formacéo de folhas, no entanto, devido a auséncia de luminosidade,
0 rebento continuou o seu alongamento até a primeira folha captar luminosidade,
iniciando a expanséo foliar e dando inicio ao processo fotossintético, tal como referido
por Hudson (1958).

Através das imagens da morfologia e das imagens dos cortes histologicos, foi
estabelecido um paralelo entre as duas escalas (morfologia/anatdmica), exceto para o
estadio 4, em que devido as dimensdes do material ndo foi possivel realizar corte e obter
imagens da anatomia.
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No estadio 0, observou-se a existéncia de atividade celular na endoderme, cortex
e epiderme, o que sugere o inicio do desenvolvimento de um gomo vegetativo (fig. 3A).
Numa segunda fase verifica-se uma intensidade mitética, originando um intumescimento
na epiderme. (fig. 3B) e uma atividade meristematica na zona do gomo (fig. 3C). Observa-
se que nestes dois ultimos estadios, é necessario o alongamento de células, para a
alimentacdo e desenvolvimento do gomo a partir das reservas. Na fase final ja se verifica
a existéncia de um meristema apical, com primdrdios foliares laterais com alongamento
das células, tendo uma zona de separacdo bem definida entre a raiz progenitora e 0 gomo
(fig. 3D).

Ao longo do ensaio observou-se -se que em algumas raizes existiam dois tipos de
gomos, muito semelhantes, mas com epiderme de tonalidades diferentes: gomo com
epiderme clara e gomo com epiderme escura. Foram realizados cortes histoldgicos para
ambos os tipos de gomo tendo-se observado que o mais escuro daria origem a uma raiz,
gomo radicular, e 0 mais claro iria originar um langamento vegetativo (fig. 4).

Através de cortes histoldgicos foi possivel distinguir os tecidos que constituem os
gomos, que conforme Torrey (1976), os lancamentos laterais originados a partir de
troncos provém de tecidos periféricos, enquanto raizes laterais comecam a formar-se a
partir do periciclo (fig. 4B e C). O gomo radicular contém uma formagdo de feixes
vasculares, ja definidos, ligados ao feixe vascular da raiz principal, enquanto o
alongamento celular que verificamos no gomo vegetativo advém de reorganizagao
celular. Desta forma, a contagem de gomos vegetativos sé deve ser considerada a partir
do estéadio 2, devido as caracteristicas morfologicas dos estadios 0 e 1.

Serdo necessarios mais estudos para obter uma escala de classificacdo de gomos
de raiz, que permita aferir com elevada certeza da capacidade de multiplicacdo vegetativa
dos diferentes gendtipos em framboesa. Este método devera ser desenvolvido utilizando
preferencialmente cadmaras de crescimento, permitindo a incidéncia de luz nas raizes a
avaliar.
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Figura 1 - Fases de desenvolvimento da planta da framboesa e aspetos
vegetativos e florais ao longo do seu ciclo, em que: 1 - Iniciagcdo do gomo de raiz;
2 - Rebento subterrneo; 3 - Rebento emergente; 4 - Primeira dorméncia de
inverno; 5 - Alongamento do langamento; 6 - Iniciagdo dos gomos florais; 7 -
Quebra de dorméncia dos gomos florais; 8 - Floragdo e frutificacdo; 9 -
Senescéncia e morte. (Fonte: Hudson, 1958)

+

Figura 2 - Escala morfolégica de gomos de raizes adventicias em
framboesa, em que: Imagem A - Gomo no estadio O (verifica-se uma
pequena protuberancia); Imagem B - Gomo no estadio 1 (observa-se
um crescimento da protuberancia); Imagem C - Gomo no estédio 2 (ja
se observa um intumescimento); Imagem D - Gomo no estaddio 3
(verifica-se a existéncia de bracteas); Imagem E - Gomo no estadio 4
(aparecimento do lancamento de raiz)
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Figura 3 - Escala histolégica de gomos de raizes adventicias em
framboesa, em que: Imagem A - Gomo no estadio 0 (verifica-se alguma
atividade celular na zona periférica da raiz) ; Imagem B - Gomo no
estadio 1 (observa-se atividade celular, surgindo uma maior densidade
de células na zona central do intumescimento) ; Imagem C - Gomo no
estaddio 2 (j& se observa alguma atividade meristematica no gomo);
Imagem D - Gomo no estadio 3 (verifica-se a existéncia de um
meristema apical e de meristemas foliares laterais)

Figura 4 - Diferenciacdo morfologica e anatbmica dos gomos com epiderme
clara e escura. (Imagem A - Diferenciacdo morfolégica de gomos com
epiderme clara e escura; Imagem B - Estrutura anatomica do gomo com
epiderme clara; Imagem C - Estrutura anatomica do gomo com epiderme
escura
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