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Resumo

Este estudo vem da necessidade de saber mais sobre a multiplicacdo vegetativa de
plantas de framboesa para maximizar a producéo de plantas em viveiros.

Num primeiro ensaio, observou-se a interagdo do tempo de permanéncia dos sistemas
radiculares em frio, (sem frio, 15 dias, 30 dias e 45 dias a cerca de 5 °C) com a idade da planta,
correspondente a data de plantacdo na Herdade da Fataca (16/03, 06/04 e 27/04). No segundo
ensaio, analisou-se se a quantidade de gomos nas raizes capazes de produzir lancamentos novos
nos gendtipos € independente da familia de melhoramento que lhes deu origem. Foram
utilizados quatro gendtipos por familia de trés familias. No terceiro ensaio, estudou-se a
estrutura morfoldgica e anatdmica dos gomos radiculares. Foram utilizadas as plantas mais
novas (27/04) e mais velhas (16/03), submetidas sem frio e com a maior quantidade de frio
realizada neste estudo (45 dias continuos de frio).

No ensaio relativo a interacdo de tempo de permanéncia em frio e a idade da planta,
verificou-se que apenas o fator frio teve influéncia significativa no nimero de rebentos obtidos,
mostrando-se o tratamento de 30 dias o0 mais eficaz. Verificou-se a independéncia dos genotipos
relativamente a familia, isto €, na mesma familia surgiram gendtipos com diferencas de cerca
de 30 langamentos de raiz, tendo o gendtipo 10F66 emitido 1 lancamento e o 10F44 cerca de
31 lancamentos. Construiu-se uma escala morfoldgica (constituida dos 5 estadios, de zero a
guatro) e outra anatémica (constituida por 4 estadios, de zero a trés) permitindo verificar que
0s gomos que dao origem a lancamentos que posteriormente originam novas plantas, provém
da zona periférica da raiz. Observou-se a presenca de dois gomos morfologicamente
semelhantes, porém, com epidermes clara e escura, mas sem clara distingdo nos primeiros
estadios. Assim, apenas pode-se classificar morfologicamente como gomo vegetativo, um

gomo a partir do estadio 2.

Palavras-chave: Anatomia, Framboesa, Gendtipo, Morfologia, Vernalizacao.



Abstract

This study comes from the need to know more about vegetative multiplication of
raspberry plants to maximize plant production in nurseries.

In a first trial, it was observed the interaction of the time of the roots in cold chamber
(without chilling, 15 days, 30 days and 45 days at about 5 °C) with the age of the plant,
corresponding to the date of planting in the Herdade da Fataca (16/03, 06/04 and 27/04). In the
second trial, it was analyzed whether the number of buds in the roots capable of producing
suckers in genotypes is independent of the breeding family. Four genotypes were used per
family of three families. In the third trial, the morphological and anatomic structure of root buds
was studied. The younger (27/04) and oldest (16/03) plants submitted without chilling and with
the highest amount of chilling performed in this study (45 days) were used.

In the assay related to the interaction of chilling and plant age, it was found that only
the chilling factor had a significant influence on the number of suckers obtained, showing the
treatment of 30 days the most effective. It was verified the independence of the genotypes in
relation to the family, that is, in the same family there were genotypes with differences of about
30 suckers, with genotype 10F66 emitting 1 sucker and 10F44 about 31 suckers. A
morphological scale (consisting of the 5 stages, from zero to four) and another anatomical scale
(consisting of 4 stages, from zero to three) was constructed, allowing to verify that the buds that
give rise to suckers that later originate new plants, come from the peripheral zone of the root.
The presence of two morphologically similar buds was observed, however, with light and dark
epidermis, but without clear distinction in the first stages. Thus, one bud can only be
morphologically classified as vegetative bud, from stage 2.

Keywords: Anatomy; Chilling; Genotype; Morphology; Raspberry.
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1. Introducéo

A framboesa (Rubus idaeus L.) € uma cultura cada vez com mais importancia econémica
em Portugal, 25 276 toneladas (INE, 2020), e na Europa, 610 900 toneladas (FAOSTAT, 2020).
Com o aumento de expansao territorial e consequentes produgdes, 0s viveiristas necessitam de
arranjar métodos para aperfeicoar a propagacéo de plantas para venda de plantas de qualidade
a produtores.

A framboesa € 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 €
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.

Para uma boa frutificacdo, € necessario satisfazer as necessidades em frio para a quebra
de dorméncia e para o abrolhamento dos gomos. Para maximizar a propagacéo de plantas de
framboesa, € necessario conhecer melhor os comportamentos, desde a criacdo de raizes, até a
emergéncia de gomos de raiz e os fatores que influenciam estes. Sdo trés os fatores mais
importantes que determinam o numero de gomos de raiz num sistema radicular. O fator
genotipo, para o qual se sabe que existe um padrdo para as diferentes variedades comerciais,
mas ndo, dentro de uma mesma familia num programa de melhoramento. O fator frio
determinante no abrolhamento dos gomos de um langamento, é fundamental avaliar se existe
uma mesma necessidade de frio nos gomos radiculares. O fator idade, em que plantas mais
velhas podem possuir um sistema radicular mais desenvolvido, torna-se importante avaliar se
0 nimero de gomos existes em sistemas radiculares, seguem um padréo conforme a idade da
planta. Para estudar estes fatores é necessario um conhecimento profundo da morfologia e
anatomia dos gomos de raiz.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito dos fatores genotipo, idade e frio a que
devem ser submetidas as raizes de framboesa, para que estas tenham um maior nimero de
gomos de raiz e se a sua viabilidade possa ser aumentada. Foi também possivel aumentar o

conhecimento da morfologia e anatomia dos gomos de raiz.



2. Revisédo Bibliografica

2.1. Caracterizacao da cultura

As framboesas (Rubus sp.) sdo uma cultura economicamente importante em todas as
regibes temperadas do mundo. O fruto da planta da framboesa € abundante em polifenois
antioxidantes, nomeadamente antocianinas, as quais previnem diversas doencas humanas,
sendo assim excelentes produtos para a salde humana (Skrovankova et al., 2015).

As plantas de framboesa pertencem a familia das Rosaceae, género Rubus, que inclui
plantas herbaceas, perenes e bienais, e esta subdividido num elevado numero de subgéneros. A
propagacdo desta planta pela Europa € devida aos romanos, pelo que se considera que a sua
origem é a Asia Menor. Em Portugal, as principais regides produtoras de Rubus idaeus L. s&o
0 Sotavento Algarvio e o0 Sudoeste Alentejano.

Visto que a sua origem é na Asia Menor, as condicBes climaticas mais favoraveis s&o
invernos amenos e verdes longos e suaves, considerando-se que os fatores climaticos que mais
influenciam a adaptacdo e a produtividade da cultura sdo a temperatura, a precipitagéo, a
humidade relativa e o vento. Relativamente & temperatura, esta necessita de frio invernal para
que haja quebra da dorméncia, porém, no periodo de floracdo a mesma é suscetivel a baixas
temperaturas (AJAP, 2017).

A planta da framboesa por norma tem uma altura entre os 40 e 60 cm e um sistema
radicular fasciculado, sendo suscetivel a encharcamento e preferindo solos profundos e bem
drenados. E a partir deste sistema radicular que todos os anos surgem novos langamentos que
originam novas plantas idénticas a planta mae.

As flores da framboesa sdo hermafroditas, iniciando a sua floragdo do apice para a base.
O fruto é uma drupa constituida por maltiplas drupéolas, as quais, necessitam de boa humidade

relativa para que estes tenham a qualidade ou dimensédo desejada.

2.1.1. Ciclo Bioldgico

Na producdo de framboesa, as plantas podem ter ciclos culturais com aspetos distintos,
distinguindo-se em dois tipos: variedades ndo remontantes e variedades remontantes.

As variedades ndo remontantes séo variedades em que a frutificacdo apenas acontece nos
langcamentos de segundo ano, na qual a dorméncia foi quebrada no inverno. Sao variedades
bienais, isto €, no primeiro ano apenas sdo vegetativos, enquanto que no segundo ano se da a

diferenciacéo floral e posteriormente a producéo de frutos.



Dias curtos e horas de frio limitam o crescimento vegetativo da planta, passando esta a
uma fase de quebra de dorméncia. Quando as horas de frio sdo satisfeitas e as temperaturas
aumentam, comeca-se a observar a abrolhamento dos gomos florais e radiculares, os quais vao

dar origem a inflorescéncias e lancamentos de primeiro ano (Figura 1).

Figura 1 — Diagramas que mostram partes de plantas de framboesa jovens. A — Lancamentos em Varios
estadios de desenvolvimentos em plantas de dois anos de idade no outono; B — Crescimento de langamentos
de raiz, apresentando abrolhamento precoce de gomos basais que fornecem as proximas geracGes de
lancamentos frutiferos; C — Classificagcdo de gomos num langamento maturo; Em que: RB — Gomos de raiz;
SS — Rebentos subterraneos, alongados mas ainda nao emergidos; S — Rebento emergente com roseta
priméria; PR — Primeiras folhas acima do nivel do solo; ES — Langamento alongado, com uma roseta
secundaria terminal (SR); RS — Langcamento de restitui¢do; TB — gomo terminal; IB — Gomos imaturos; FB
— Gomos frutiferos; ADB — Gomos aéreos dormentes; BB — Gomos basais, a partir dos quais irdo surgir
lancamentos restituicdo; SDB — Gomos dormentes subterréneos; PR — Raiz parental que conecta o
progenitor com o langamento. (Fonte: Hudson 1959).

As variedades remontantes sdo variedades em que a diferenciacdo floral dos gomos e a
frutificacdo ocorre nos lancamentos do ano, durante o periodo de crescimento. Estas sdo
plantadas na primavera e os frutos colhidos no outono, podendo ainda haver casos de obtencéo
de uma segunda colheita se houver uma poda apos a primeira. As necessidades de frio destas
variedades sdao menores que nas ndo remontantes. Nestas plantas, inicialmente, para se obter
uma segunda producdo, realizava-se uma poda ao nivel do solo, apds a primeira producéo,
fazendo a planta criar biomassa nédo util, prejudicando as producgdes no outono. De forma a
minimizar a formacdo dessa biomassa, passou-se a fazer um corte no décimo nd, para que a

planta apenas se concentre na producdo de langcamentos laterais para a producéo de frutos. Na
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Figura 2 encontra-se exemplificado esse tipo de corte otimizado para a producao de framboesas
de melhor qualidade.

Final do
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|

" 3

Primeira
produgéo
Inicio 12 /
floragao

e

Inicio 22 Segunda
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Lancamento do ano

Figura 2 - Esquema exemplificativo do corte dos langamentos do ano aos dez nds (Fonte:
Oliveira et al, 2007).

De forma a simplificar o entendimento do ciclo bioldgico da cultura, Williams (1959)

fez uma correspondéncia entre os periodos do ano, tamanho dos dias e temperaturas com 0s

comportamentos da planta da framboesa (Quadro 1).

Quadro 1 — Relacdo de periodo do ano com comprimento dos dias e temperaturas e respetivos
comportamentos (Adaptado: Williams, 1959).

Periodo do Ano

Comprimento do dia e
temperaturas

Comportamentos da planta da Framboesa

Agosto - Novembro

Encurtamento dos dias e
diminuigdo das temperaturas.

Emergéncia de lancamentos do periodo de outono;
Término do alongamento de langamentos
vegetativos.

Setembro - Novembro

Encurtamento dos dias e
diminuicdo das temperaturas.

Rosetas terminais das folhas encontram-se formadas;
gomos basais na zona de substituicdo aumentam de
tamanho.

Novembro - Fevereiro

Os dias sdo 0s mais curtos e as
temperaturas as mais baixas.

Aparenta ndo haver desenvolvimento de langamentos
gue ja emergiram, ou a emergéncia de novos; caem
folhas das rosetas terminais.

Marco - Inicio de
Maio

Aumento da duragdo dos dias e
subida das temperaturas.

Renovacdo da atividade dos meristemas apicais dos
lancamentos emergentes; abertura de novas folhas e
lancamentos comecam a alongar no eixo original de
crescimento; emergéncia de novos langcamentos, que
alongam sem formar roseta e sem clara diferenciacéo
definida de gomos basais na zona de reposicao.

Meio de Maio - Julho

Os dias tém a maior duracéo e as
temperaturas as mais altas.

Periodo de maximo alongamento dos langamentos;
ndo ha emergéncia de novos langamentos.




2.2. Propagacao assexuada de plantas de Framboesa

A Propagacdo assexuada, ou seja, a reproducdo a partir de partes vegetativas da planta
mde, é possivel porque cada célula tem a informacdo genética necessaria para regenerar uma
planta (totipoténcia). A reproducdo pode ocorrer a partir da formacdo de raizes adventicias e
rebentos, ou através da unido de partes vegetativas por enxertia.

Existem diversas formas de propagacdo assexuada de plantas de framboesa: dentre as
quais se destacam a micropropagacao e a propagacgéo vegetativa.

A propagacdo vegetativa envolve apenas divisdes celulares mitéticas que mantém o
genoma da planta. A este processo da-se o nome de clonagem, e os individuos que provém
deste processo sao chamados de clones. Este tipo de propagacdo implica que ndo haja a fase
juvenil, permitindo que no primeiro ano se obtenha floragdo. Economicamente falando, a
propagacao vegetativa permite eliminar a fase juvenil e assim atingir a maturidade reprodutiva
num curto espaco temporal. A clonagem implica que todos os membros deste processo tenham
0 mesmo genotipo, permitindo que haja uma uniformidade fenotipica, tendo uma producao
mais regular. (Hartmann et al., 1990)

A framboesa vermelha (Rubus idaeus L.) é propagada comercialmente através da sua
capacidade de produzir rebentos a partir das suas raizes. Este comportamento é maximizado
através do corte dos lancamentos ao nivel do solo (Wan et al., 2006) para induzir a producéo
de langamentos na bancada de propagacao (Grubb and Harris, 1945).

Os langamentos que emergem a partir de gomos de raizes adventicias produzem raizes
adventicias quando removidos da raiz (Williams & Hudson, 1956; Chambers, 1961). Desta
forma, centenas de novas plantas podem ser produzidas a partir de uma Unica planta (Heydecker
& Marston, 1968).

As plantas de framboesa podem ser transplantadas de diversas formas, porém, a mais
usual é através de transplantacdo de gomos de raiz dormentes no primeiro inverno depois do
seu crescimento a partir das raizes parentais. Ao plantar o progenitor no inverno, e um ano
depois, cortar ou transplantar alguns novos gomos que cresceram, deixando maior parte das
raizes do solo, podemos obter clones da planta mée, ou seja, com caracteristicas idénticas as do
progenitor (Hudson, 1954).

Com o desenvolvimento dos gomos do sistema radicular, comega crescimento vegetativo,
porém os langcamentos provenientes destes gomos podem surgir ao longo de todo o ciclo da

cultura.



Torna-se assim necessario perceber o comportamento do sistema radicular, para se poder

enquadrar o surgimento dos gomos ao longo do ciclo bioldgico da cultura.

2.2.1. Sistema Radicular

Quase todas a plantas vasculares tém raizes. Apesar de terem formas diferentes, todas
tém uma funcdo comum: absorcdo de agua e solutos e fixar a planta ao substrato. Elas atuam
também como 6rgéos de armazenamento de alimento e como estruturas perenes.

A semente contém uma radicula ou um meristema radicular no embrido, a partir do qual,
a primeira raiz se desenvolve. Em primeiro lugar, a raiz ramifica e depois alonga, para produzir
um sistema radicular ramificado. Enquanto que lancamentos laterais nos troncos séo originados
a partir de tecidos periféricos, raizes laterais comecam a se formar no periciclo (Figura 3). O
inicio do aparecimento de raizes laterais estd relacionado com diversos reguladores de

crescimento. (Torrey, 1976).

fibres

cambium
cortex

Figura 3 — Localizacbes reportadas da origem de raizes adventicias em herbéaceas (*) (Fonte: Lovell &
White, 1986).

O crescimento da primeira raiz resulta de uma continuada producdo de novas células,
sustentada pela divisdo celular, dentro do meristema apical da raiz. Apds diversos ciclos
divisdes celulares, células meristematica da raiz cessam a sua capacidade de realizar mitoses,
alongam e entram na diferenciacdo. Estes processos conferem uma organizagéo longitudinal a
raiz.

O termo meristema € usado para referir um conjunto de células numa planta que sao
capazes de dar origem a um 6rgao (Von Négeli, 1858). Esau (1965) sugeriu uma definigdo mais
moderna de meristema, em que, um meristema € composto por um grupo de celulas ativas que

se dividem ao longo da vida de uma planta, para produzir novas células, tecidos e 6rgaos.



A seccdo final de uma nova raiz, através de uma perspetiva longitudinal (Figura 4), tem
quatro regibes de células, de diferentes caracteristicas. Na extremidade, existe uma massa
celular chamada de coifa. Atrés, encontra-se um ponto de crescimento, uma pequena regido
meristematica, de paredes finas e células cubicas com um citoplasma denso. A partir do
momento em que comeca a haver divisdo celular, algumas células s&o adicionadas a coifa e
outras a regido de alongamento localizada acima da zona meristeméatica. As células
recentemente formadas na base da regido de alongamento, perdem a sua capacidade de
expansdo e diferenciam-se em epiderme, cortex e cilindro vascular (periciclo, tecidos

vasculares e medula).

Zona de Epid
Alongamento piderme
Células corticais
Zona de Endoderme
Transi¢ao .,
Periciclo
Medula
Zona
Meristematica
Tecidos vasculares
Centro Quiescente
) Coifa lateral
Coifa
Columela

Figura 4 — Organizacdo de uma raiz primaria em Arabidopsis thaliana. (Adaptado de: Perrot-Rechenmann,
2013 em Plant Roots the Hidden Half).

Proximo da extremidade da raiz, um nicho de células indiferenciadas é formado pelo
Centro Quiescente (QC) e um pequeno grupo de celulas indiferenciadas chamadas de iniciais,
dao origem a cada fila de células da raiz. Na extremidade da raiz, células indiferenciadas filhas
rapidamente se diferenciam em células columela, que contém estatélitos, que estdo envolvidos

na sensibilidade da gravidade. Lateralmente, as células indiferenciadas dividem-se e ddo origem



a coifa lateral. Outras células indiferenciadas dao origem a epiderme, cortex, endoderme,
periciclo e células do cilindro vascular. O nimero de células de cada tipo varia consoante as
espécies das plantas, mas a organizacdo radial em circulos é idéntica em todas as plantas.
(Perrot-Rechenmnann, 2013)

Consoante o envelhecimento do sistema radicular, existe um aumento de suberizacao
das superficies. Apenas as raizes recentemente formadas encontram-se sem suberina, e a
superficie é pequena comparada com a superficie do sistema radicular (Kramer, 2012)

Segundo (Meyer & Peterson, 2013), a suberina nas paredes celulares tem um papel

principal na captacéo de &gua e ides, protecdo contra stresses ambientais e patogénicos.

2.2.1.1. Raizes Adventicias

A disponibilidade e distribuicdo de agua e nutrientes no solo varia consoante o tempo e
espaco (Hodge, 2006). A adaptacdo da arquitetura do sistema radicular da planta através da
iniciacdo e alongamento das raizes é uma estratégia importante para lidar com as mudancas das
condicBes nutricionais (Malamy, 2005; Hodge et al., 2009). A formacdo de raizes laterais
permite a planta explorar o solo e chegar a caminho ricos em nutrientes. Por outro lado, as
plantas podem conservar energia evitando o crescimento de raizes laterais em zonas de escassez
de &gua e nutrientes, apostando no crescimento da raiz principal, permitindo atingir maiores
profundidades (Deak & Malamy, 2005; Malamy, 2005).

Durante a iniciagdo de raizes laterais, diversas células do periciclo tornam-se
meristematicas e comecam a dividir-se para formar um primdrdio lateral que cresce através da
endoderme, cértex e epiderme. Antes da raiz lateral perfurar a superficie dos tecidos da raiz
principal, ela desenvolve um meristema apical bem definido e uma coifa (Torrey, 1976). O
local onde se d& a iniciagdo de raiz lateral é na zona de diferenciacdo, por assim se dizer, na
zona meristematica. Nessa zona, células do periciclo tém que se diferenciar ou manter o seu
estado mitdtico, uma vez que saem do meristema apical radicular (Malamy & Bendey, 1997a,b)
(Figura 5 e 6).



Pc En Co Ep Pc En Co Ep

(A) (B)

Figura 5 — Emergéncia de raiz lateral em Arabidopsis thaliana. A intensidade da cor cinzenta corresponde
ao aumento de concentracdes de auxina e as setas indicam o transporte de auxinas. Pc, periciclo; En,
endoderme; Co, cortex; Ep, epiderme (Adaptado de: Jansen et al., 2013 em Plant Roots the Hidden Half).
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Figura 6 - Organogeénese de raiz lateral. Sucessivos estadios da formacdo de primordio de raiz lateral, como
descrito por Malamy & Benfey (1997b). A intensidade da cor cinzenta corresponde a aumento de
concentragdes de auxina. Ep, epiderme; Co, cortex; E, endoderme; P, periciclo. (Fonte: Jansen et al., 2013
em Plant Roots the Hidden Half).

O periciclo é normalmente apenas uma camada de células parenquimatosas situada entre
a endoderme e os tecidos vasculares. Este retém a capacidade de crescimento meristematico,
dando origem ao primardio de raiz lateral.

Tal como Torrey (1976) mencionou anteriormente, os reguladores de crescimento estéo
presentes na iniciagdo de raizes laterais, tomando a auxina e a citocinina como reguladores

predominantes no comportamento radicular.



A auxina é a principal fito hormona que inicia o enraizamento, sendo também
fundamental na primeira fase de formacdo de raizes adventicias. Esta estd envolvida no
fototropismo, curvando os caules e peciolos em direcdo a luz. Esta também envolvida no
geotropismo, o crescimento de caules diante a superficie e de raizes em profundidade, em
resposta a gravidade (Kramer, 2012). O transporte de acido indolacético (IAA) é feito através
de elementos maturos do floema (Baker, 2000) e através de outras células vivas nos caules
(Lomax et al., 1995). Este transporte através de células vivas é unidirecional (Friml & Palme,
2002).

As citocininas sdo outro grupo de hormonas reguladoras de crescimento implicadas na
organogénese. As citocininas sdo principalmente produzidas no sistema radicular e
transportadas para os langcamentos durante a transpiracdo (Letham, 1994). Altas concentracdes
de citocininas inibem o alongamento das raizes primarias e laterais (Hopkins, 1999), mas
promovem o desenvolvimento de gomos do caule e langamentos (Schmuelling, 2002). A
acumulacdo de citocininas e a reducdo de auxinas em plantas decapitadas é uma das principais
razdes da producdo e crescimento de gomos vegetativos nas raizes. Sdo substancias que nédo so
estimulam a divisdo celular, mas também estdo envolvidas em processos como a expansdo
celular, diferenciacdo de tecidos, floracdo, desenvolvimento de frutos e senescéncia (Kramer,
2012)

O etileno regula o alongamento, gravitropismo e o desenvolvimento de raizes laterais, em

sua parte, devido a mediacdo do transporte de auxinas (Lewis & Muday, 2013).

2.2.1.2. Gomos Vegetativos

Os gomos vegetativos que posteriormente dardo origem a rebentos, encontram-se
normalmente em porcGes de raizes que crescem verticalmente ou num angulo inclinado. Eles
sdo especialmente comuns em locais perto do ponto em que a raiz muda de direcdo
repentinamente e em areas onde a producdo de radiculas é prolifera (Christensen, 1947). A
capacidade de os gomos virem a dar origem a rebentos, varia largamente durante o ano, tendo
duas épocas denominadas como “on”, a primeira de outono a inverno e a segunda de agosto a
abril, e uma época chamada de “off” que vai da primavera até ao verdo. Na segunda época “on”,
observou-se um maximo 6timo em janeiro e fevereiro (Hudson, 1954). Segundo Williams
(1959b), a maior incidéncia de rebentos na primeira época “on” encontra-Se num raio de 20
centimetros do progenitor, enquanto que, na primavera ocorreram com maior incidéncia entre

0s 20 e os 80 centimetros.
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Estes rebentos posteriormente chamados de langamentos, passam por uma sequéncia de
fases de ciclo cultural durante os dois anos de vida, sendo assim um individuo ideal para estudar
os efeitos de fatores ambientais nos processos de crescimento. Como ja foi mostrado por
Hudson (1958), o alongamento da-se na primavera e inicio de verdo, sendo que Williams
verificou que ndo houve emergéncia até ao outono. A maneira como as raizes se propagam em
cada uma das épocas, mostra a maneira efetiva como esta semilenhosa consegue colonizar o
solo e expandir-se.

Segundo Hudson (1959), a planta da framboesa passa pelas seguintes fases, Figura 7,
na qual é salientado que o cessamento do alongamento, coincide com a iniciagdo floral dos

gomos axilares.

Phages of growth: 1 2 3 4 b 6 7
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Figura 7 - Fases de desenvolvimento da planta da framboesa e aspetos vegetativos e florais
ao longo do seu ciclo, em que: 1 — Inicia¢do do gomo de raiz; 2 — Rebento subterraneo; 3 —
Rebento emergente; 4 — Primeira dorméncia de inverno; 5 — Alongamento do langamento;
6 — Iniciacdo dos gomos florais; 7 — Quebra de dorméncia dos gomos florais; 8 — Floracéo
e frutificacéo; 9 — Senescéncia e morte. (Fonte: Hudson, 1958)

No final de outono e inverno e inicio de primavera, depois da desfolha, é quando as
reservas de hidratos de carbono se encontram a maxima concentra¢do no sistema radicular
(Whitney, 1982; Zasada et al., 1994; Landhausser & Lieffers, 1997). Os rebentos dependem
das reservas até atingirem a superficie e estabelecerem a sua area fotossintética (Schier &
Zasada, 1973). Muitos estudos ndo suportam uma forte relacdo entre as reservas hidratos de
carbono e o nimero de lancamentos (Tew, 1970; Schier & Zasada, 1973). Porém, o aumento
do nimero de lancamento causa um aumento de competicdo por uma quantidade limitada de

reservas, que resulta numa diminuicdo de peso seco por langamento (Schier, 1972).
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Por outro lado, existe a evidéncia que a iniciagdo de lancamentos é influenciada por
fatores como niveis hormonais ou quantidade de nutrientes nas raizes (Eliasson, 1971a-c).

E ainda de salientar que a temperatura e a intensidade de iluminag&o estdo positivamente
correlacionadas com a percentagem de rebentos por raiz, nimero de rebentos, altura média e
peso seco (Johansson & Lundh, 1988).

A emergéncia de rebentos esté relacionada com o récio de auxinas e citocininas no
sistema radicular (Farmer, 1962; Eliasson, 1971a-c; Schier, 1972; Steneker, 1974). Nao s6 o
efeito da dominancia apical, mas também a temperatura do solo sao fatores muito importantes
no controlo na iniciagdo de rebentos e seu langamento (Horton & Maini, 1964; Maini & Horton,
1966; Gifford, 1967; Zasada & Schier, 1973; Shepperd, 1996). A melhor temperatura do solo,
para que haja emergéncia de rebentos das lenhosas em geral, é de 20°C (Maini, 1967).

Quando a auxina diminui abaixo de niveis inibitérios, reservas de hidratos de carbono
nas raizes fornecem a energia necessaria para a iniciagdo de gomos e a emergéncia de rebentos.
O alongamento do rebento permanece dependente de reservas até emergir através da superficie
do solo (Schier, 1972). Quando separado da planta progenitora, os rebentos conseguem existir
independentemente (Harper, 1977). O contedo de acido indolacético em raizes influencia o

crescimento de rebentos (Robinson & Schwabe, 1977).

2.2.1.3. Fatores importantes na propagacao de plantas

Voron¢ihina (1967) descobriu que o crescimento maximo das raizes ocorria durante a
floracdo e depois do final do vingamento, enquanto que Atkinson (1973) observou que a raiz
ativa e o crescimento dos langamentos ocorreram simultaneamente, ou seja, 0 crescimento dos
lancamentos comegou e acabou mais cedo que o crescimento da raiz. O tempo de crescimento
da raiz, observado por Atkinson (1973), difere do descrito por Voroncihina (1967), que
encontrou dois picos de crescimento radicular que era alternado com o periodo de frutificacao
e o0 crescimento dos langcamentos, pode ser devido a fatores como a variedade, idade da planta
e as condigdes do solo. Esta diferenca vai ao encontro do que foi mencionado por Lang et al.
(1985) que referem que a dorméncia € afetada pela endodorméncia, mas também pela
dominédncia apical (paradorméncia) e fatores externos como baixas temperaturas
(ecodorméncia). Estes podem atuar em combinacao e ter um efeito acumulativo no crescimento
dos gomos, nomeadamente no final do inverno (White et al., 1998).

Head (1967) verificou que quanto mais intenso for o crescimento do langamento, maior

e mais prolongado foi a reducdo na producéo de novas raizes brancas a meio do verédo, sendo
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que Atkinson (1973), ap6ds registo do comprimento de raizes brancas durante 4 anos, concluiu
que este tem um padrdo sazonal marcado, com um pico elevado a meio do verdo. Sendo que
Williams (1959) constatou que langcamentos ndo foram produzidos pelas raizes no final do verédo
até ao inicio da primavera, isto porque as plantas estavam dormentes nessa altura do ano.
Lancamentos produzidos antes do verdo acabar ndo tiveram desenvolvimento ap6s 0,05m,
continuando durante o inverno pequenos e dormentes. Por outro lado, os que foram produzidos
no inicio da primavera desenvolveram-se continuadamente.

Simonds (1942) acreditava que alternar congelamento com degelo ndo quebrava a
dorméncia nas plantas de framboesa, como mostrado pela falta de atividade cambial nas plantas
que sofreram tratamento, mas é duvidével se o frio tem algum efeito apreciavel em alguma
atividade, como Brierley (1930) mostrou que o cdmbio da framboesa ndo fica ativo até ao
desenvolvimento dos gomos comecar. Os mesmos verificaram que a dorméncia é quebrada
mais cedo na ponta que em porgdes mais baixas, 0 que leva a acreditar que a intensidade e
duracdo da dorméncia esté relacionada com a duragdo do ciclo cultural, desenvolvendo mais
tarde em ciclo curto. Desta forma, verificaram que a dorméncia é retida apenas se as

temperaturas continuam abaixo do limiar de crescimento.

2.2.1.3.1. Exposicao ao frio

A dorméncia sazonal, induzida por dias curtos e temperaturas baixas no final do verao e
outono, é uma estratégia de adaptacdo importante por parte de plantas lenhosas, para a sua
sobrevivéncia ao inverno com temperaturas frias (Wareing, 1956).

Tal como ja foi observado por Mage (1975) e Williams (1959a), as plantas de framboesa
entram em dorméncia no outono, ou seja, mal acaba a frutificacdo, havendo uma senescéncia
dos lancamentos principais, altura em que as temperaturas diminuem e o fotoperiodo comeca a
encurtar, sugerindo que o ambiente é a causa da inducdo de dorméncia na framboesa.

Ao contrério do que Brierley & Landon (1945) verificaram, Hudson (1958) e Williams
(1959b) afirmam que tanto os dias curtos como as baixas temperaturas sdo responsaveis pela
indugdo da dorméncia, porém, sdo as mesmas baixas temperaturas que sdo necessarias para que
essa dorméncia seja quebrada. Carew et al. (2000) observou que se as temperaturas ndo forem
baixas o suficiente, a quebra da dorméncia pode ser ineficaz e dar origem a problemas
posteriormente, tal como: quebra de gomos atrasada e pobre, dando origem a reduzida area

foliar, desenvolvimento floral anormal e escasso e posteriormente pobre vingamento dos frutos.
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As temperaturas frias necessarias para atingir a vernalizagdo e para a quebra de
endodorméncia sdo fornecidas pelas condi¢des climéticas invernais (Lang et al., 1987).

As unidades de frio necessarias para a quebra de dorméncia sdo influenciadas pela idade
de plantacdo, a variabilidade genética das cultivares e pela forma de crescimento sazonal.
Existem diversas formas de estimar a vernalizacdo necessaria, mas esta é geralmente medida
através da acumulacdo do nimero de horas a que a planta esta sujeita a temperaturas de cerca
de 4 °C, unidades de frio de acordo com os modelos que quantificam o frio para a quebra da
dorméncia (Jennings, 1988).

Segundo Almassy & Kollanyi (2016), o nimero de unidades de frio necesséarias para a
quebra de dorméncia em cultivares de framboesa, situam-se entre as 800 e as 1400 unidades de
frio. Baseado no comportamento de outras culturas, as temperaturas 6timas de vernalizacdo sdo
entre 2 e 4°C (Battey et al., 1998).

Segundo Rutherford & Sewell (1972), os niveis de hidratos de carbono nas raizes
encontram-se mais estaveis a temperaturas baixas (préximas de 0°C), devido a diminuicéo da
atividade enzimatica que degrada os hidratos de carbono. Palonen et al. (2015) observou que a
presenca de plantas lenhosas na camara frigorifica durante 4 semanas, originou um aumento na
concentracdo de hidratos de carbono soluveis, diminuindo as concentra¢fes de amido, tanto nos
lancamentos, como no sistema radicular. Sakai (1966) observou que a conversdo de amido a
hidratos de carbono solUveis através de hidrolise, é dependente da temperatura e acelerada a
temperaturas proximas de 0°C.

Williams (1959a), observou que temperaturas a rondar os 21°C ap6s baixas temperaturas,
permitiu a substituicdo de algumas horas de comprimento de dia, durante o alongamento dos
lancamentos, sendo que Neocleous et al. (2005) verificou que a exposi¢do ao frio, apesar de
ndo ter afetado o crescimento vegetativo e a qualidade do fruto, a floracdo e a frutificacdo foram
precoces. Além do mais, em experiéncias que efetuou, os efeitos foram melhores quando a
exposicdo ao frio foi continua antes do desenvolvimento da planta. Esta afirmagdo vai ao
encontro a Carew et al. (2001) e Sensteby & Heide (2008; 2009), que referem que para
producdo comercial e para fins experimentais, as raizes devem ser retiradas do campo no outono
e ser feito um tratamento com frio durante varias semanas antes de serem usadas para
propagacao.

Na bancada de crescimento, temperaturas inferiores a 15°C fizeram com que as plantas
submetidas em estufa ndo tivessem alongamento significativo. Para além destes aspetos,
verificou-se que em comum com muitos arbustos de clima temperado, é necessario um periodo

de baixas temperaturas para a quebra da dorméncia de gomos e que o crescimento dos
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langcamentos provenientes de gomos radiculares ndo se d& enquanto ndo houver temperaturas

mais quentes, ou seja, a rondar os 21°C (Williams, 1959a).
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3. Material e métodos

Este estudo foi repartido em trés ensaios. Num primeiro, estudaram-se os fatores idade
da planta e nimero de horas de frio. No segundo, os fatores familia e gendétipo. No terceiro,

estudou-se a morfologia e anatomia dos gomos de raiz.

3.1.Localizagdo dos ensaios

A realizacdo das atividades relativas a obtencdo de resultados para os ensaios deste
estudo, foram efetuados no Instituto Nacional de Investigacdo Agréaria e Veterinaria (INIAV),
localizado no concelho de Oeiras, no Distrito de Lisboa. As atividades foram realizadas em dois
edificios, sendo que os ensaios 1 e 2 (referentes a interacdo idade x frio e familia x genoétipo,
respetivamente), foram realizadas no complexo de estufas assinaladas com marcador vermelho
(Figura 8). Ja o ensaio 3 (referente a Morfologia) foi realizado no Edificio Principal do

Departamento de Horticultura, assinalado com marcador azul.

Estacaolagronomicakes : : -y
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N
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Figura 8 - Localizacdo das instalacdes (Azul — Edificio; Vermelho — Estufas).

3.2.Ensaio 1 — Interagéo entre idade das plantas e nimero de horas de frio

Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar se existe interacdo entre os fatores
idade e 0 nimero de horas de frio. Por sua vez, sabe-se que plantas com mais idade, por norma,
desenvolveram um sistema radicular maior, logo, o estudo desta interacdo foi feito ndo por
peso, mas sim por volume. Desta forma, os fatores volume e genétipo foram descartados porque
foram iguais no ensaio, pondo em questdo se a idade da planta e o nimero de horas de frio

interagem entre si e que consequéncias tém estes na variavel resposta.
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A variedade de framboesa utilizada denomina-se de Kweli, uma variedade remontante
com uma boa emissdo de langcamentos de raiz, que consegue produzir frutos no primeiro ano.
A unidade amostral foram vasos de sete litros (cada um com sistema radicular de duas plantas)
(Figura 9).

Figura 9 — Vaso de sete litros com sistema radicular da variedade Kweli.

A chegada das plantas ao INIAV (Oeiras), estas foram cortadas a rasa, sobrando apenas
o0 sistema radicular e substrato no interior dos vasos. Estes vasos foram colocados numa camara
frigorifica cuja temperatura se situava entre os 4°e 6°C, com diferentes duragdes: 45 dias (que
corresponde a 1080 horas de frio), 30 dias (que corresponde a 720 horas de frio), 15 dias (que
corresponde a 360 horas de frio) e a de controlo, que nao foi submetida a tratamento de frio,
totalizando assim 4 tratamentos. Os vasos colocados na camara frigorifica continham diferentes
idades, que correspondem as datas de plantacdo na Herdade da Fataca (localizada em Odemira),
as quais foram: 16/03/2020 (que corresponde a 343 DAP (dias ap6s plantacdo), 06/04/2020
(322 DAP), 27/04/2020 (301 DAP). Foram realizadas trés repeti¢cbes por cada modalidade,
totalizando assim 36 unidades experimentais.

Previamente a lavagem dos sistemas radiculares foram retirados todos os lancamentos
que surgiam a superficie do vaso. As raizes foram depois lavadas até ndo se separarem
totalmente do substrato, secas em papel absorvente para retirar a 4gua em excesso, mas evitando
a secagem total dos sistemas radiculares. Posteriormente, estes foram pesados e instalados
numa bancada no interior de uma estufa de vidro a qual foi dividida em 36 unidades

experimentais com esferovite (Figura 10).

17



Figura 10 — Bancada com divisdrias em esferovite, onde foi montado o Ensaio 1.

Apbs a desinfecdo das bancadas e divisorias, e sua posterior divisdo, a distribuicdo dos
sistemas radiculares seguiu um modelo completamente casualizado (figura 11) com as
seguintes camadas: 1 — Argila expandida; 2 — Substrato; 3 — Sistema radicular; 4 — Substrato
(em que 1 é a camada mais profunda e 4 a mais superficial). O substrato utilizado consistia

numa mistura de SIRO® fibra de coco com SIRO® arométicas (1:1, v/v).

Entrada

16/3 06/4 27/4 27/4 16/3 06/4 16/3 06/4 27/4 06/4 27/4 16/3
30d 45d 30d 15d 15d 15d 45d od od 30d 45d 15d
R3 R2 R3 R1 R3 R3 R2 R1 R3 R1 R3 R2
06/4 27/4 16/3 06/4 27/4 06/4 06/4 27/4 16/3 27/4 16/3 06/4
154 | 15d | od 30d | od 45d 154 | 30d od 15d | 304 30d
R1 R3 R2 R3 R2 R1 R2 R2 R1 R2 R1 R3
os/a | 16/3 | 27/4 27/4 | 16/3 | 16/3 os/4 | 16/3 27/4 06/a | 27/a 16/3
od 45d 45d 30d od 30d od 15d 45d 30d od 45d
R3 R1 R1 R1 R3 R2 R2 R1 R2 R2 R1 R3

Figura 11 — Esquema de colocagdes dos blocos, seguindo um modelo completamente
casualizado. A seta é referente ao local onde foi tirada a fotografia da figura 10.

O ensaio teve uma duracdo de 60 dias, desde a instalacdo até ao término do ensaio.
Durante o mesmo, foi realizada uma nebulizagdo constante e nos dias em que as temperaturas
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ultrapassavam os 35°C, utilizou-se uma rede de cobertura de 40% para evitar um aumento
excessivo de transpiracdo das plantas. Os lancamentos de raiz, quando emergidos, foram
destacados e colocados em placas de alvéolos (Figura 12), e ap6s enraizamento, transplantados

para vasos 9x9cm.

Figura 12 — Tipologia de placa de alvéolos utilizada para o primeiro enraizamento dos rebentos.

No final, foi quantificado o nimero de rebentos existentes nos sistemas radiculares
previamente confinados em vasos de sete litros, de forma a podermos comparar as diferentes
interacdes. Essa quantificacdo foi realizada através de cortes de rebentos emergidos e colocagdo
nas placas de alvéolos duas vezes por semana. Apds essa quantificacdo, foi ainda anotado a taxa
de sobrevivéncia dos rebentos quantificados.

Posteriormente aos 60 dias, cessou-se a nebulizagdo, para que se comecasse a proceder a
de secagem das raizes. Apos a extracdo das mesmas, estas foram colocadas em tabuleiros no
interior de uma camara de secagem (Memmert) durante uma semana a 70°C, para que se
pudesse realizar a pesagem das mesmas e quantificar o peso seco das raizes através de uma

balanca (Figura 13).
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Figura 13 — Pesagem de matéria seca ap6s uma semana em camara de secagem.

3.3. Ensaio 2 — Interacao entre familia e genotipo

Entende-se por familia o conjunto de plantas oriundas de um mesmo cruzamento, hibrido
ou nao, e por gendtipo os descendentes originados desse cruzamento. Por outras palavras, ao
cruzarmos duas variedades de framboesa, damos origem a uma familia, que ird dar frutos, dos
quais se retiram as sementes que apds germinacao irdo originar plantas (genotipos).

O segundo ensaio teve como objetivo saber se 0 nimero de gomos e a sua Vviabilidade,
em diferentes gendtipos, sdo independentes das familias que lhe deram origem. Desta forma,
igualou-se 0 peso das raizes, para que a amostragem fosse igual em todos os genotipos,
traduzindo-se a variavel resposta em viabilidade dos gomos e capacidade reprodutiva.

A chegada das plantas estas foram cortadas a rasa, sobrando apenas o sistema radicular e
substrato no interior das floreiras. O ensaio foi constituido por trés familias, sendo que dentro
de cada uma existiram quatro genétipos* (Quadro 2), todos eles com a mesma idade (plantados
na segunda quinzena de maio) e submetidos ao mesmo tempo de frio, 1 més numa camara

frigorifica a 1°C (que corresponde a 744 horas de frio).

1 Os gendtipos apresentados fazem parte de um programa de melhoramento de framboesa do INIAV/Beira
Baga, sobre os quais as informagdes sdo confidenciais.
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Quadro 2 — Tabela de correspondéncia de genoétipos e familias utilizadas no Ensaio 2.

Familia Gendtipos
1F 1F4 1F15 1F65 1F81
9.2F 9.2F6 9.2F21 9.2F34 9.2F44
10F 10F44 10F50 10F58 10F66

Cada genotipo tinha uma amostragem de duas floreiras (36 litros cada) (Figura 14), a

partir das quais se retirou o sistema radicular para posteriormente realizar a sua pesagem e

separacao em trés repeticdes (270 g cada).

Figura 14 — Esquerda: Floreira de 36 litros com trés sistemas radiculares. Direita:
Pesagem de sistema radicular para garantir peso minimo necessario de repeti¢éo.

A escolha do peso a utilizar por repeticdo seguiu um critério baseado em observacoes

realizadas em anos anteriores, limitando o peso de repeticdes de sistemas radiculares de

genotipos com maior capacidade de desenvolvimento ao peso de repeti¢bes do sistema radicular

de gendtipos com menor capacidade de desenvolvimento. O procedimento de montagem das

bancadas (Figura 15) foi idéntico ao do ensaio 1, utilizando esferovite para a divisdo da bancada

em 36 blocos, mas com a distribuicdo na bancada do esquema da Figura 16, também seguindo

um modelo completamente casualizado.
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Figura 15 - Bancada com divisdrias em esferovite, onde foi montado o Ensaio 2.

Entrada

9.2F34 | 1F81 10F66 | 10F50 | 9.2F44 1F4 9.2F34 | 10F44 1F15 10F58 1F15 | 9.2F34
R2 R1 R3 R1 R2 R3 R1 R1 R3 R2 R2 R3

1F65 | 10F58 | 9.2F6 10F44 1F81 | 9.2F44 | 10F44 | 1F65 9.2F6 1F4 | 9.2F44 | 10F50
R1 R1 R2 R2 R3 R1 R3 R2 R3 R1 R3 R2

1F4 10F66 | 9.2F21 | 9.2F6 | 1F15 10F66 | 10F50 | 9.2F21 | 1F81 1F65 | 10F58 | 9.2F21
R2 R2 R3 R1 R1 R1 R3 R1 R2 R3 R3 R2

Figura 16 - Esquema de coloca¢Bes dos blocos, seguindo um modelo completamente
casualizado. A seta é referente ao local onde foi tirada a fotografia da figura 15.

Utilizou-se argila expandida e a mistura de substrato de SIRO® fibra de coco e SIRO®
aromaticas (1:1, v/v) utilizados no ensaio 1, seguindo a mesma sequéncia de camadas.

O ensaio teve uma duragdo de 60 dias, desde a instalagdo até ao término do ensaio, durante
o qual foi realizada uma nebulizagéo constante e nos dias em que as temperaturas ultrapassavam
0s 30°C, utilizou-se uma rede de cobertura de 40% para evitar um aumento excessivo de
transpiragdo das plantas. Os lancamentos de raiz, quando emergidos, foram destacados e

colocados em placas de alvéolos, e ap6s enraizamento, transplantados para vasos 9x9cm.
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De forma a quantificar esta interacdo, foram analisados o nimero de rebentos por unidade
de peso, devido a necessidade de qualificar a viabilidade dos gomos de cada gendtipo, e se
existe um padrdo dentre os gendtipos da mesma familia ou diferencas entre as mesmas. Essa
quantificacdo foi realizada atravées de cortes de rebentos emergidos e colocagédo nas placas de

alvéolos duas vezes por semana.

3.4. Ensaio 3 — Morfologia e anatomia dos gomos radiculares

O terceiro ensaio teve como intuito tentar entender onde ocorre a formacgéo do primordio
vegetativo e descrever a morfologia do gomo vegetativo ao longo do seu desenvolvimento, até
este dar origem a um rebento. Desta forma, teve-se como intencéo criar uma escala morfolédgica
do gomo e outra anatdmica através de cortes histologicos.

Para tal, selecionaram-se diversas raizes exemplares das plantas mais nova (27/04/2020)
e mais velha (16/03/2020), sem frio e submetidas a 45 dias de frio (ou seja, 0s extremos dos
fatores impostos neste estudo) da variedade Kweli. Como raizes exemplares considerou-se que
estas continham trés tipos classes de didmetros: > 2 mm; 1-2 mm; < 1 mm (medidas com uma
craveira digital). Ap6s a quantificacdo do numero de gomos nas raizes e separa-los pelas
respetivas classes, foi possivel aferir onde existia uma maior incidéncia desses gomos no
sistema radicular.

No entanto, foi necessario alterar as condi¢Ges laboratoriais, por forma a otimizar esta

quantificacdo. Utilizou-se 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 repeticGes por modalidade.

2. Confinou-se uma raiz por 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 semelhante ao da propagacao em estufa
(figura 17).

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.

23



Todas as semanas se realizou uma leitura de cada modalidade e repeticao,
contabilizando os numeros de gomos e 0s seus estadios, colocando as raizes na mesma

caixa de Petri e re-humidificando a perlite.

Figura 17 - Caixa de Petri com raiz e perlite.

Este protocolo foi adotado para o estudo das variedades Kweli e os diferentes genotipos.

Foi necessario reformular o protocolo, o qual a seguir se descreve.

Protocolo 2:

1.

Escolheu-se raizes consideradas exemplares para a sua colocacdo em caixa de Petri,
com a variedade Kweli e diferentes gendtipos, sendo a amostra constituida por trés
repeticoes.

Confinou-se cada raiz numa caixa de Petri, devidamente identificada.

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

Humidificou-se a perlite para criar um ambiente o mais semelhante ao da propagacéo
em estufa.

Colocou-se a caixa de Petri em cestos (Figura 18) com a seguinte estrutura de camadas
(ascendente): 1 — Argila expandida; 2 - Substrato; 3 — Caixas de Petri com raizes; 4 —
Substrato.

Foram realizados 4 cestos, cada um correspondente a cada semana de contagem de

gomos e seus estadios, para evitar a manipulacdo e possivel desidratacdo das raizes.
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Figura 18 - Cestos com caixas de Petri utilizados no protocolo 2.

O protocolo 2 teve em conta simular as condi¢cGes em estufa, permitindo dar as raizes
condicdes de luminosidade, picos de temperaturas superiores aos dos protocolos 1 e evitar a
manipulacdo das raizes.

Para melhor entendimento da origem e desenvolvimento dos gomos observados,
fotografaram-se os gomos em diferentes estadios utilizando uma lupa (Leica DCMS8).

Posteriormente a obtencédo de fotografias adequadas dos gomos, procedeu-se ao processo
de fixacdo e desidratacdo através dos seguintes passos (também presentes no protocolo que
consta no Anexo 1):

1. Coloca-se fixador, denominado de F.A.A. (1-formaldeido: 1-acido acético glacial: 18-
etanol 70%), num tubo de ensaio.

2. Coloca-se 0s gomos no seu interior.

3. Desidratou-se através de uma série progressiva de etanol.

4. Finalizada substitui-se para histoclear (durante 24h).

O processo indicado, teve como objetivo retirar os conteudos de H>O presentes no interior
dos tecidos, preservando 0s mesmos, para que com o tempo, estes ndo se degradassem. O
histoclear tem como funcédo, permitir que a parafina entrasse nos tecidos radiculares para que
quando se procedesse aos cortes histoldgicos, estes tecidos ndo quebrassem, ou ndo se
encontrassem com bolsas de ar.

Ja desidratados, os gomos foram colocados em copos de plastico com parafina no seu

interior, numa camara de aquecimento durante um dia, para que houvesse uma inclusdo
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adequada da parafina nos tecidos da raiz onde esta inserido 0 gomo. Posteriormente a este
periodo, procedeu-se & montagem das cassetes com as raizes selecionadas, em cima de uma
placa de aquecimento para que se evitasse o arrefecimento da parafina e consequente
solidificacdo. Finalizado este processo, colocaram-se as cassetes na camara frigorifica durante
um curto periodo (cerca de 20 min), para que a parafina solidifique e haja garantias da sua
adequada consisténcia para a realizagdo dos cortes histoldgicos.

Os cortes histoldgicos foram realizados com 10 pum de espessura, utilizando um
micrétomo (Figura 19).

Figura 19 - Micrétomo utilizado para realizacéo de cortes histolégicos (Leica RM2255).

Previamente a realizacdo dos cortes, aplicou-se levemente um adesivo (adesivo de
Haupt’s) a qual era necesséria aquecer numa placa (Figura 20) para que os cortes aderissem

adequadamente a lamina.
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Figura 20 — Placa de aquecimento utilizada na preparagéo de laminas utilizadas no ensaio 3.

Apds este processo, pousou-se as laminas em cima de uma placa de aquecimento, para a
sua maior eficacia. Antes de realizar os cortes, colocou-se uma gota de &gua em cima da lamina
para que os cortes fiquem nitidos. Para todo este processo, foi necessario 0 manuseamento
através de pincas e pincéis, devido a infima espessura dos tecidos. Apos o preenchimento da
lamina, esta foi pousada em cima da placa de aquecimento, para que a dgua entre a cola e 0
corte seja evaporada e os cortes permanecam distendidos. Apds 30 min nestas condices, estas
laminas foram pousadas numa mesa, para o seu arrefecimento.

Posteriormente, usou-se um corante, o qual consistia huma mistura de astrablue com
safranina (40 mg de safranina: 100 mg de astrablue em 100 de agua: 2 ml &cido acético), que
tinha a fung&o de transmitir através da cor azul a existéncia atividade meristematica nos tecidos
(efeito do astrablue). Por outro lado, encontrou-se a cor avermelhada, transmitida pela
safranina, que nos transmite tecidos perecidos.

Finalizadas este processo, efetuou-se uma anélise das ldminas com os cortes histologicos
realizados e devidamente corados, tendo montado Iaminas permanentes partir das laminas
selecionadas como esclarecedoras do caso em estudo. Estas laminas foram observadas através
de um microscopio, a partir do qual se obtiveram as fotografias (Leica DMC5400).
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3.5. Tratamento dos dados

Foi utilizado o programa RStudio para realizar o tratamento estatistico. Realizou-se O
teste F, com um nivel de significancia de p < 0,05. Foi realizada a anova a dois fatores, para
verificar os comportamentos e a existéncia de interacdo entre os diferentes fatores utilizados.
Complementando este tratamento, realizou-se o teste de Tukey, de forma a verificar que valores

eram significativamente diferentes em fatores significativamente influentes.
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4. Resultados e discussao

4.1. Ensaio 1 — Interacéo entre idade de plantacdo e nimero de horas de
frio

Através do tratamento estatistico dos dados obtidos € possivel verificar o

comportamento dos sistemas radiculares através das cinco variaveis medidas, consoante 0s

tratamentos a que estas foram submetidas (Quadro 3).

Quadro 3 - Média do nimero de rebentos, do peso do sistema radicular, do peso da touca, do peso
dos langamentos retirados previamente a lavagem dos sistemas radiculares, e peso da matéria seca
do sistema radicular consoante a idade e tempo de permanéncia no frio para a cultivar Kweli.

, . Peso -
Fator Numero Pesq Sistema  Peso Touga Lancamentos Peso Matéria
Rebentos Radicular (g) (9) ) Seca (g)
Pré (g)
Idade
16/03 22,7 435,3B 89,9 69,7 67,8B
06/04 42,1 689,0 A 112,0 130,3 1016 A
27/04 24,1 527,6 B 102,9 100,4 79,2B
SE 5,06 30,26 4,62 11,18 4,98
Tempo em Frio
Controlo  13,8B 473,7 104,7 140,0 78,2
15dias 32,6 AB 548,9 93,8 96,6 79,0
30dias 50,1 A 618,5 114,7 66,9 95,0
45 dias 22,0 AB 561,3 93,3 97,1 79,3
SE 5,06 30,26 4,62 11,18 4,98
Probabilidade do teste F
Idade (I) 0,222 <0,001 0,145 0,084 0,014
Ndmero de horas
de Frio (F) 0,048 0,421 0,312 0,140 0,597
Interacdo (IxF) 0,141 0,837 0,785 0,242 0,937

SE - Erro padrdo. A — Média significativamente mais alta que B; AB — Média ndo significativamente diferente de A
ou B — Média significativamente mais baixa que média A segundo o teste de Tukey para a=0,05

Neste ensaio, ndo foi evidenciado a existéncia de uma interacdo entre os fatores idade e
tempo em frio (p > 0,05) relativamente a variavel principal, ou seja, 0 namero de rebentos
emitidos. Desta forma, passou-se a tratar os fatores de forma independente.

E importante de salientar que todas as correlacdes que se realizaram entre as variaveis

n&o mostraram nenhuma significancia (R? < 0,50) entre as variaveis obtidas.
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4.1.1. NGmero de rebentos

O fator que mais teve influéncia na emissdo de lancamentos de raiz foi o fator tempo
em frio, com p < 0,05. Verifica-se que o tratamento de controlo (sem frio), foi o que obteve um
menor nimero de rebentos, porém, foi o que evidenciava um maior peso de rebentos ja
emergidos antes da lavagem do sistema radicular, o que vai ao encontro aos resultados de Schier
(1972) que concluiram, que quanto maior o nimero de rebentos emergidos, menor 0 nimero
de gomos de raiz. Para além deste comportamento ter sido notério nos resultados, ao longo do
ensaio, observou-se que os Ultimos langamentos emergidos apresentavam um didmetro muito
mais fino que os primeiros. Verificou-se que os sistemas radiculares submetidos a cerca de 5°C
durante 45 dias, apresentaram uma média de numero de rebentos emergidos inferior aos
sistemas radiculares submetidos a mesma temperatura durante 15 dias (com médias de 22 e 32
rebentos, respetivamente) (Figura 21).
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Figura 21 - Diagrama de extremos e quartis de nimero de rebentos do fator tempo em
frio, em framboesa da variedade Kweli.
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O tratamento mais eficaz foi submeter os sistemas radiculares durante 30 dias, a
temperaturas entre os 4 e 6°C. Este tratamento apresentou uma média de valores nas 3 idades
utilizadas, superior a todos os outros tratamentos. Isto leva a dizer que o tratamento de 45 dias,
na multiplicacdo vegetativa de plantas de framboesa na variedade Kweli, acaba por ser
benéfico, devido & média ser superior & de controlo, porém, de todos os tratamentos, foi o que
apresentou uma média de valores mais baixa. Esta afirmacéo é justificada pelo facto de mesmo
com um erro-padrdo de 5,058 a média de valores do tratamento de 15 dias continua a ser igual
a de 45 dias. Isto permite afirmar que o fator frio € necessario para que se consiga aumentar a
propagacdo vegetativa de plantas de framboesa, tal como Carew et al. (2000) e Sgnsteby &
Heide (2008; 2009) afirmaram. N&o é possivel afirmar que 30 dias seja o tempo ideal para
maximizar o efeito deste fator (a cerca 5 °C), mas sera consideravelmente aproximado, devido
a diferenca entre o tratamento de 30 dias e os de 15 e 45 dias.

O fator idade apresenta um p-value de 0,222, relativamente a varidvel resposta (nimero
de rebentos), mostrando que ndo existe influéncia significativa. O maior valor apresentado foi
o de 06/04, com uma média de 42 rebentos, enquanto que o valor mais baixo foi de 16/03 com
22 rebentos. A média de 27/04 foi de 24 rebentos, aproximando-se mais da idade mais velha,
ou seja 342 DAP, do que a com 322 DAP (Figura 22).
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Figura 22 — Diagrama de extremos e quartis do namero de rebentos do fator idade de
plantacéo, em framboesa da variedade Kweli.

N&o deixa de ser necessario salientar que apesar da idade ndo ter uma influéncia direta
no namero de rebentos obtidos, este fator € preponderante no peso de raizes obtido no volume
de sete litros de vaso. Este peso, como ja foi mostrado anteriormente, ndo teve um efeito
significativo na obtencdo de rebentos, indo assim ao encontro do que foi observado por Tew
(1970) e Schier & Zasada (1973), os quais ndo conseguiram encontrar nenhuma relacéo entre
0 peso do sistema radicular e o nimero de rebentos obtidos.

Apds a analise, torna-se necessario verificar se algum destes efeitos teve influéncia no

enraizamento de rebentos (quadro 4).
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Quadro 4 - Médias, Erro padréo e probabilidade de teste F de
variaveis de enraizamento, consoante os fatores idade e tempo de
permanéncia em frio.

Rebentos Taxa de
Fator Enraizados Enraizamento
Idade
16/03 17,8 0,84
06/04 36,8 0,88
27/04 21,7 0,90
SE 4,51 0,03
Tempo em Frio
Controlo 10,6 B 0,84
15 dias 26,6 AB 0,89
30 dias 452 A 0,89
45 dias 19,3 AB 0,86
SE 451 0,03
Idade 0,197 0,702

NUmero de horqs 0,038 0,947
de Frio

SE - Erro padrdo. A — Média significativamente mais alta que B; AB — Média
ndo significativamente diferente de A ou B — Média significativamente mais
baixa que média A segundo o teste de Tukey para 0=0,05

Verificou-se que os fatores idade e tempo em frio ndo interferem na taxa de
enraizamento. Ambos os fatores apresentaram uma probabilidade de teste F superior a 0,05,
transmitindo-se numa influéncia ndo significativa. Observou-se que todos os tratamentos
tiveram uma taxa de enraizamento superior a 80%. Numa perspetiva do fator idade, a idade
27/04 foi a idade que teve maior taxa de enraizamento (90%), enquanto que a idade 16/03 foi a
idade que se refletiu numa menor taxa, com 84%.

No fator tempo em frio, o tratamento que permitiu obter a menor taxa de enraizamento
foi o tratamento de controlo (com 84%). Por outro lado, os tratamentos de 15 e 30 dias dos
vasos de sete litros obtiveram resultados muito similares (cerca de 89%).

4.1.2. Peso radicular

Relativamente ao peso do sistema radicular, o fator tempo em frio, ndo exerceu

influéncia, tendo um p-value de 0,421 (figura 23).
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Figura 23 — Diagrama de extremos e quartis do peso de sistema radicular (em gramas), do
fator nimero de horas de frio, em framboesa da variedade Kweli.

Os sistemas radiculares que apresentaram menor média de peso foram os de tratamento
de controlo (474 g), enquanto o tratamento que apresentou maior peso radicular foi o de 30 dias
(619 g).

O fator idade apresentou uma influéncia significativa na variavel “Peso de sistema
radicular”, através de uma probabilidade de teste F <0,001. A idade de 322 DAP continha um
peso radicular na amostra maior, comparando com as outras idades. Esta apresentou uma média
de 689 g, enquanto que a idade 27/04 apresentou uma média de 528 g e 16/03 de 435 g (figura
24).
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Figura 24 — Diagrama de extremos e quartis do peso do sistema radicular em gramas do fator
idade de plantagdo, em framboesa da variedade Kweli.

4.1.3. Peso de langamentos emergidos previamente a lavagem do
sistema radicular

Outra variavel quantificada foi o peso de langcamentos que se encontravam emergidos
previamente a lavagem dos sistemas radiculares. Nesta variavel, o fator frio, ndo foi
significativo (p > 0,05) e o tratamento que apresentou maior média de valores foi o tratamento
de controlo (140 g), enquanto que apresentou menor média de valores, foi o de 30 dias (67 g)
(Figura 25).
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Figura 25 — Diagrama de extremos e quartis do peso em gramas de rebentos emergidos
previamente a lavagem do sistema radicular, do fator nimero de horas de frio, em framboesa

da variedade Kweli.

Apdbs se observar os valores obtidos, estes dizem-nos que quanto maior o peso de

rebentos emergidos antes da lavagem dos sistemas radiculares, menor é o nimero de rebentos

obtido durante os 60 dias de ensaio (figura 26).
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Figura 26 - Diferenca entre rebentos emergidos previamente a lavagem dos sistemas
radiculares de idade 06/04, de tratamento em frio de 30 dias (imagem da esquerda) e
tratamento sem frio (imagem da direita).

O facto de temperaturas baixas serem necessarias para a quebra de dorméncia dos
gomos, temperaturas altas apresentam ser também indutoras de abrolhamento dos gomos ap6s
a quebra da dorméncia, tal como Brierley (1930) afirmou, que a dorméncia é retida se as
temperaturas continuam abaixo do limiar de crescimento.

A idade de 06/04 (322 DAP) foi a que apresentou maior média de peso, enquanto que a
idade 16/03 (342 DAP) foi a que apresentou menor média.

Apesar de a diferenca entre as médias de 16/03 e 27/04 ser de cerca de 30g, esta traduziu-
se numa diferenga de apenas 2 rebentos entre estas idades (22,7 e 24,1 respetivamente). O efeito
da idade nesta variavel ndo foi significativo, apresentado um p-value de 0,08. Estes valores
encontram-se apresentados sob forma de gréafico na figura 27.
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Figura 27 — Diagrama de extremos e quartis do peso em gramas de rebentos emergidos
previamente a lavagem do sistema radicular, do fator idade de plantagéo, em framboesa da
variedade Kweli.

E importante ter em mente que os lancamentos se comportam como sink em fases
iniciais, tornando-se auténomas mais tarde. Posteriormente ao corte dos rebentos da raiz, o
lancamento encontra-se ainda branco, o que nos permite sugerir que toda aquela zona pode
conter caracteristicas meristematicas, donde surgem as primeiras raizes para que possam
sobreviver de forma auténoma. Por outro lado, esse rebento s6 devera ser cortado, quando este
tiver trés folhas verdadeiras, tendo assim uma area foliar capaz de realizar fotossintese e
acumular reservas no sistema radicular.

Os rebentos contabilizados nesta variavel, sdo rebentos que ja tinham sido emitidos, e
ja se encontravam em estados mais avancados para que se pudesse por em igualdade de
condicgdes todos os sistemas radiculares. Desta forma, estes rebentos foram cortados, mas
contabilizou-se 0 peso destes rebentos para que se pudesse verificar a possibilidade de

existéncia de uma relacao entre este peso de rebentos e o0 nimero de rebentos que iriam emergir.
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4.1.4. Peso da touca

Relativamente ao peso da touca, o fator idade ndo teve uma influéncia significativa,
sendo que se observou que a idade 06/04 foi a que apresentou maior peso (cercade 112 g) e a
idade de 16/03 a que apresentou menor média de peso de touca (cerca de 89 g). Verifica-se que
esta variavel tem 0 mesmo comportamento que o peso de rebentos emergidos antes da lavagem
dos sistemas radiculares, isto €, tendo a idade 27/04 um valor aproximado da idade 06/04, ndo
se traduzindo numa grande diferenca entre o nimero de rebentos obtido. Através da figura 28,

pode-se verificar o comportamento dos valores desta variavel, obtidos neste ensaio.
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Figura 28 — Diagrama de extremos e quartis do peso em gramas das toucas no fator
idade na variedade Kweli.

Esta varidvel ndo mostrou ter uma relacdo com o numero de rebentos obtidos, nem com
0 peso de sistema radicular (R?< 0,50), 0 que nos permite sugerir que os assimilados ao longo

do ciclo cultural, s&o fornecidos predominantemente para o sistema radicular e para a parte
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aérea, ndo investindo mais que o necessario na parte estrutural acima do nivel do solo, visto que

ndo existe uma proporcionalidade entre estas duas variaveis.

4.2. Ensaio 2 — Interacdo entre familia e genétipo

Neste ensaio, verificou-se que relativamente a variavel resposta deste estudo, os fatores
familia e gendtipo apresentaram interacéo, passando assim a ndo poder se visualizar este ensaio
com dois fatores independentes. A existéncia de interacdo neste ensaio, diz-nos que gendtipos
dentro da mesma familia, apresentam comportamentos completamente diferentes. Os dados

obtidos neste ensaio encontram-se apresentados de seguida sob a forma de quadro (Quadro 5).

Quadro 5 - Médias, Erro padrao e probabilidade de teste F de variéveis
resposta, consoante os fatores familia, gendtipo e sua interacao.

Tratamento Nimerode  Peso Matéria
Familia Genotipo Rebentos Seca (9)
1F 1F4 3,7B 96,9 A
1F15 20B 72,3 AB
1F65 0,7B 74,2 AB
1F81 12,7 AB 62,7 AB
9.2F 9.2F6 22,0 AB 66,8 AB
9.2F21 3,3B 957 A
9.2F34 0,0B 278B
9.2F44 1,0B 54,8 AB
10F 10F44 31,7A 49,7 AB
10F50 20,7 AB 70,6 AB
10F58 16,7 AB 93,1 A
10F66 10B 73,9 AB
SE 2,13 4,16
Probabilidade do teste F
Familia (F) 0,004 0,150
Genotipo (G) 0,009 0,296
Interaco (F X G) 0,018 0,002

SE - Erro padrdo. A — Média significativamente mais alta que B; AB — Média ndo
significativamente diferente de A ou B — Média significativamente mais baixa que
média A segundo o teste de Tukey para 0=0,05

Verificou-se que neste ensaio, ndo sO existiu interagdo dos dois fatores existentes, mas
também existiu um efeito significativo por parte de cada um dos fatores. Por outras palavras,

gendtipos apresentaram variancias muito grandes entre si e familias apresentaram 0 mesmo
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comportamento. E ainda importante de salientar que ndo se verificou nenhuma correlago

significativa (R? < 0,50) entre as variaveis obtidas.

4.2.1. Numero de rebentos

45

40

Langamentos de Raiz

EI:II_I Qm =

1F4 1F15 1F65 1FB1 9.2F6 9.2F21 9.2F34 5.2F44 10F44 10750 10F58 10F66

Genotipo

Figura 29 — Diagrama de extremos e quartis do nUmero de langamentos de raiz em cada
gendtipo, em framboesa.

O genodtipo 10F44 foi o que apresentou valores médios mais altos (cerca de 31
lancamentos), enquanto que o genotipo que apresentou valores mais baixos, ndo tendo
apresentado qualquer emisséo de langamentos, foi 0 9.2F34 (figura 29). Desta forma, podemos
verificar que existe uma diferenga méxima de 31 rebentos entre o valor superior e inferior deste
ensaio.

Para além deste aspeto, podemos observar que na familia 10F, na qual se enquadra o
genotipo com maior emissao de rebentos neste ensaio, encontra-se também o genotipo 10F66,
que apresentou uma média de 1 lancamento.

Relativamente ao enraizamento dos rebentos, as médias dos enraizamentos encontram-

se apresentados no quadro 6, bem como a taxa de enraizamento.
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Quadro 6 - Médias de namero de rebentos, nimero de rebentos enraizados e taxa de enraizamento,
consoante os fatores familia, gendtipo e sua interacéo.

Tratamento NGmero de NF;’Jmero de Taxa de
- . ebentos .

Familia Gendtipo Rebentos Enraizados Enraizamento

1F 1F4 3,7B 2,3AB 0,45

1F15 20B 1,7B 0,50

1F65 0,7B 0,0B 0,00

1F81 12,7 AB 8,7 AB 0,70

9.2F 9.2F6 22,0 AB 17,7 A 0,75

9.2F21 3,3B 2,7 AB 0,87

9.2F34 0,0B 0,0B 0,00

9.2F44 1,0B 1,0B 1,00

10F 10F44 31,7A 12,0 AB 0,32

10F50 20,7 AB 8,0 AB 0,49

10F58 16,7 AB 9,0 AB 0,53

10F66 1,0B 0,3B 0,50

SE 2,13 1,22 0,07

Probabilidade do teste F

Familia (F) 0,004 0,202 0,046

Genotipo (G) 0,009 0,035 0,526

Interacédo (F X G) 0,018 0,018 0,763

SE - Erro padrdo. A — Média significativamente mais alta que B; AB — Média ndo significativamente diferente de A
ou B — Média significativamente mais baixa que média A segundo o teste de Tukey para a=0,05

O fator familia ndo teve influéncia significativa no numero de rebentos enraizados, ao
contrario do fator gendtipo (quadro 6). Por outro lado, estes fatores tiveram consequéncias
contrérias na influéncia na taxa de enraizamento, isto é, na taxa de enraizamento, apenas o fator
familia influenciou significativamente esta variavel. Isto permite-nos supor gue o fator familia

tem um papel importante no enraizamento destes rebentos.

4.2.2. Peso da matéria seca do sistema radicular

Por outro lado, tanto o fator familia como o fator gendtipo ndo tiveram influéncia
significativa nos valores de peso de matéria seca do sistema radicular, porém, na interagdo

observou-se essa influéncia significativa, apresentando uma probabilidade do teste F de 0,002.
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Estes valores permitem-nos dizer, que se encontra um padrdo de valores entre familias e que a
diferenca entre genotipos ndo € suficientemente significativa para dizer que estes séo diferentes,
contudo, dentro da mesma familia existe diferencas muito notdrias que nos possibilitam afirmar
que sdo significativamente diferentes do padrdo da familia. Das variancias mais impactantes
para este resultado, foi a diferenca entre médias na familia 9.2F, na qual o gendtipo 9.2F21
apresenta uma média de 93 g de peso de matéria seca, enquanto que o segundo maior valor se
encontra nas 66 g (pertencentes ao genotipo 9.2F6), chegando a ter uma diferenca de cerca de
65 g do genotipo 9.2F34. Este tipo de comportamento pode ser verificado através do quadro 5

e observado com o auxilio da figura 30.
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Figura 30 — Diagrama de extremos e quartis do peso da matéria seca do sistema
radicular (em gramas) em cada geno6tipo, em framboesa.
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4.3. Ensaio 3 — Morfologia e anatomia dos gomos radiculares

Os resultados obtidos através dos protocolos usados apenas nos permitem sugerir
hipoteses. A aplicagdo do protocolo 1 ndo mostrou nenhuma evolugdo nos gomos, facto que
nos permite colocar a hipdtese de que a manipulacdo, a falta de luminosidade ou picos de
temperatura possam ser significativamente influentes na emissao de lancamentos. Assim, foi
necessario realizar um segundo protocolo que nos permitiu obter imagens de gomos no estadio
4. O protocolo 2 permitiu a partir da segunda semana, langcamentos de raiz com algum
alongamento, no entanto, ndo nos permitiu obter fotografias do seu corte histolégico devido a
sua fragilidade na manipulacéo. Isto vai de encontro ao referido por Johansson & Lundh (1988),
a temperatura e luminosidade sao significativamente influentes no abrolhamento de gomos de
raiz. Porém, neste estudo, estes resultados ndo nos permitem afirmar se a temperatura constante
de 20 °C sera suficiente para o abrolhamento destes gomos, visto que 0s gomos a temperaturas
constantes de 20 °C ndo mostraram desenvolvimento.

Devido a impossibilidade de na altura se continuar com a determinacao destes fatores.
é sugerido, numa perspetiva futura, realizar o protocolo 1, sem a envolvéncia das placas de Petri
com papel de aluminio, permitindo a exposicdo dos gomos a luminosidade, averiguando a
auséncia ou existéncia de caracteristicas fototropicas.

Através da utilizacdo da lupa, conseguiu-se recolher imagens de todos os estadios
morfolégicos dos gomos. A partir das imagens obtidas, foi construida uma escala, para se
conseguir enquadrar o estado de desenvolvimento dos gomos. Os gomos foram classificados

entre estadio zero e estadio quatro, tal como é demonstrado na figura 31.
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Figura 31 - Escala morfoldgica de gomos de raizes adventicias em framboesa, em que: Imagem A — Gomo
no estadio 0 (verifica-se uma pequena protuberancia) ; Imagem B — Gomo no estadio 1 (observa-se um
crescimento da protuberancia) ; Imagem C — Gomo no estadio 2 (ja se observa um intumescimento);
Imagem D — Gomo no estadio 3 (verifica-se a existéncia de bracteas); Imagem E — Gomo no estadio 4
(aparecimento do lancamento de raiz).

Através das imagens apresentadas, podemos verificar que a classificacdo utilizada,
conservou estruturas, as quais podem ser diferenciadas a olho nu.

No estadio O (figura 31A), encontra-se evidente que existe uma diferenciacdo das
estruturas celulares na periferia da raiz, apresentando heterogeneidade na epiderme. No estadio
1 (figura 31B), observa-se um intumescimento na estrutura da epiderme, isto é, visualiza-se
uma saliéncia na zona do gomo. No estadio 2 (figura 31C), verifica-se 0 rompimento da
epiderme, tornando-se visivel um meristema apical do gomo. No estadio 3 (figura 31D), ja se
encontram formadas bracteas em torno do meristema apical do gomo. Por fim no estadio 4
(figura 31E), observa-se o0 alongamento do gomo, libertando bracteas ao longo deste processo.

Ao longo da visualizacdo de raizes, verificou-se que existia uma maior existéncia de

gomos em curvas, mudancas de direcdo repentinas e locais de producdo de radiculas, tal como
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Christensen (1947) afirmou. Também se observou que em raizes em que a incidéncia dos gomos
era pequena, 0S gomos existentes apresentavam-se seguidos, em grupos de trés ou quatro
gomos. Nao € possivel afirmar a razdo deste comportamento, mas sugere-se que sao zonas em
que as condi¢des para a viabilidade de abrolhamento destes gomos sejam maiores, tal como
maior acumulacdo de reservas, visto que estas sdo essenciais para a emissdo de novos
langamentos.

Através da figura 31, pode-se verificar que ao longo do alongamento do langamento,
deu-se também a iniciacdo foliar, isto é, ao longo do alongamento do lancamento vé-se a
libertacdo de folhas, porém, estas ainda ndo captam luminosidade, sentindo assim a necessidade
de continuar o seu alongamento até a captagdo de luminosidade por parte da primeira folha e
estabelecerem a sua area fotossintética, tal como foi referido por Hudson (1958).

Ao longo dos ensaios 1 (idade x frio) e 2 (familia x genotipo), verificou-se que em
periodos de céu nublado e consequentemente menor temperatura no interior da estufa, existiu
uma menor emissé@o de langamentos, 0 que vai ao encontro ao que afirmou Lang et al. (1985),
qgue a dorméncia é afetada pela endodorméncia, mas também pela paradorméncia e pela
ecodorméncia, sendo que White et al. (1998) afirma que estes podem atuar em combinacdo e
ter um efeito acumulativo no crescimento de gomos, nomeadamente no final de Inverno.

Utilizando o microscopio, obtiveram-se fotografias dos cortes histoldgicos dos gomos
nos estadios apresentados acima, exceto o estadio 4, no qual se torna evidente que a partir desse

estadio, o gomo ja se encontra em fases finais. As fotografias encontram-se na figura 32.
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Figura 32 — Escala histoldgica 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 estadio 2 (ja 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).

Na figura 32, pode-se observar através da imagem A, que no estadio 0, verifica-se a
existéncia de uma atividade celular na endoderme, cortex e epiderme. Este acontecimento da
indicio de possibilidade de desenvolvimento de gomo vegetativo. Na imagem B, ja se pode
verificar a divisdo celular através de mitoses, criando um intumescimento na epiderme
relativamente a superficie do resto da raiz. A imagem C permite observar a atividade
meristematica na zona do gomo. Observa-se que nestes dois Ultimos estadios, é necessario o
alongamento de células, para a alimentacéo e desenvolvimento do gomo a partir das reservas.
Na imagem D, ja se verifica a existéncia de um meristema apical, com primordios foliares
laterais, sendo que ja ndo se verifica o0 alongamento das células, tendo uma zona de separagdo
bem definida entre a raiz progenitora e 0 gomo.

Ao longo da realizacdo deste ensaio, verificou-se que em algumas raizes, se observava
a existéncia de dois gomos parecidos, mas com epiderme de tonalidades diferentes: gomo com
epiderme clara e gomo com epiderme escura.

Comecou-se por se colocar a hip6tese de um deles ndo ser um gomo vegetativo, pelo

qual se realizou cortes histologicos para a verificacdo da origem destes gomos. Posteriormente
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a todo esse processo, e a obtengdo das fotografias dos dois tipos de gomos, verificou-se que um
deles era um gomo radicular e o outro vegetativo (Figura 33).
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Figura 33 - Diferenciacdo morfoldgica e anatdmica dos gomos com epiderme clara e escura.
(Imagem A - Diferenciacdo morfoldgica de gomos com epiderme clara e escura; Imagem B -
Estrutura anatomica do gomo com epiderme clara; Imagem C - Estrutura anatémica do gomo
com epiderme escura.

Tal como se pode observar neste caso, existe uma diferenca de tonalidade entre estes
dois tipos de gomos, porém, tal pode ndo acontecer noutros gendtipos devido a diferentes
estados de suberizacdo da epiderme ou tonalidade da raiz. Apesar desta tonalidade, pode-se
verificar que até ao estadio 1, estes gomos sdo idénticos a olho nu, sendo apenas distinguivel
através de cortes histoldgicos. Tal como Torrey (1976) refere, lancamentos laterais nos troncos
sdo originados a partir de tecidos periféricos, enquanto que raizes laterais comecam a se formar
no periciclo, tal se verifica nas imagens B e C da Figura 33. O gomo radicular continha uma
formacao de feixes vasculares, ja definidos, ligados ao feixe vascular da raiz principal, enquanto
que o alongamento celular que verificamos no gomo vegetativo trata-se de uma organizagéo
celular. Desta forma, aconselha-se a atribuir a contagem de gomos vegetativos a partir do

estadio 2, devido a incerteza na morfologia a olho nu dos outros dois estadios iniciais.
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Como perspetiva futura, para analisar proporc¢des de formacgdo de gomos vegetativos
relativamente a gomos radiculares, poder se contabilizar os gomos no estadio 0 e 1, analisando
durante dias ou semanas, em laboratério, que quantidade destes gomos da origem a lancamentos

0uU a raizes adventicias.
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5. Conclusao

Podemos assim concluir que a idade ideal para obtencédo de gomos de raiz é nos 322 DAP,
0 que significa uma data de plantacdo no inicio de abril. O tratamento de frio (a 5 °C) mais
eficaz na propagacdo vegetativa através deste método foi 30 dias em camara frigorifica. E de
salientar que estes sistemas radiculares apenas tém um ano de idade, ndo se podendo afirmar
que estes fatores possam surtir o mesmo efeito em raizes com 2 ou mais anos de idade.

Relativamente ao ensaio dois, apesar de existir uma grande variabilidade entre gendtipos
e entre familias, a familia ndo pode ser utilizada como Unico critério de escolha, para selecdo
de gendtipos num programa de melhoramento de propagacao vegetativa através de gomos de
raizem framboesa vermelha. Para além deste aspeto, é necessario ter em conta, que o0 somatorio
de temperaturas foi igual em todos os genotipos, o que pode ter sido um fator limitante na
obtencgéo de langcamentos de raiz.

Focando-se nos gomos, mais especificamente nos seus estadios iniciais, ndo é possivel
distinguir o tipo de gomo (vegetativo ou radicular), através de observacGes morfoldgicas.
Raizes de diferentes idades ou variedades podem ter diferentes tonalidades devido ao estado de
suberizacdo, confundindo essa classificagdo. Assim, a observacdo morfoldgica das raizes em
estadios iniciais ndo nos permite afirmar se um dado geno6tipo ird produzir muitos lancamentos
de raiz. Para tal terd que se recorrer a observacao apenas de gomos no estadio 2 ou superior.

Espera-se em estudos futuros, conseguir obter um método de classificacdo de viabilidade
de multiplicacdo de gendtipos. Este método deverd ser predominantemente desenvolvido
utilizando camaras de crescimento, permitindo a incidéncia da luminosidade nas raizes
utilizadas. Por outro lado, devera realizar-se um estudo de genotipos com diferentes tratamentos
de frio, podendo visualizar se existe diferencas na sua resposta através da emissdo de
lancamentos, observando também se existe um padrdo de comportamento consoante a familia.
Seria ainda interessante que se fizesse um acompanhamento de diferentes genotipos, durante
diferentes duracbes, permitindo verificar se existe gendtipos que comecardo a emitir

langcamentos apds 60 dias na bancada de crescimento.
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ANEXO 1 — Protocolo de Histologia utilizado no ensaio 3 desde a desidratacéo dos

gomos até a preparacdo de laminas definitivas.

HISTOLOGIA — preparagdo de amostras de gomos de raiz

Data de inicio: Amostras:

Desidratacdo da amostra (ja fixada e conservada em alcool 70%)

1. Alcool 80% 1h
2. Alcool 96% 1h
— | 3. Alcool 100% 1h
& [ 4. Alcool 100% 1h
5. Alcool 100% 1h
6. Histoclear noite
Obs.: antes de passar para o alcool seguinte fazer lavagem (com o seguinte)
7. Mudar amostra para frasco com parafina — estufa (602C)
~ | Obs.: ligar placa quente para colocar a parafina no copo; .
g colocar primeiro a parafina e depois a amostra (para ndo entrar ar); noite
verificar se ha parafina na estufa no DIA ANTERIOR
Montagem em parafina
8. Aquecer o molde -
9. Colocar uma base de parafina -
10. Fixar a amostra para baixo e na diagonal, pressionar numa superficie
m | fria )
'g 11. Colocar a cassete por cima — id da amostra a lapis -
12. Encher de parafina -
13. Tirar ar com agulha nas ranhuras da cassete -
14. Colocar numa base com agua -
15. Frigorifico noite
Corte no micrétomo
Obs.: travar a manivela para manipulagdes da amostra
Verificar a espessura da amostra (10pum)
Verificar a lamina
16. Colocar a amostra no microtomo — orientacao — a parte maior/ mais
densa da amostra para baixo — marcar na cassete i
17. Orientar a amostra paralela a lamina -
-3. 18. Cortar até aparecer a amostra no corte -
g 19. Hidratar — colocar em @gua voltada para baixo 1h30min

Preparacao da lamina de microscdpio

20. Limpar com alcool —id da amostra a lapis

21. Aplicar cola (mistura de gelatina com glycerol)

22. Aquecer

23. Colocar agua abundante

Corte

24. Colocar a amostra no micrétomo e nivelar de acordo com o corte
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inicial

25. Cortar e transpor para a lamina (2/ 3 cortes/ lam, 5 lam/ amostra,

andar para a frente entre laminas

26. Aquecer as laminas para esticar o corte 30min
Coloracao

27. Histoclear | 5min
28. Histoclear Il 5min
29. Esguicho de alcool 96% -
30. Alcool 100% 5min
31. Alcool 96% 5min
32. Alcool 70% 2min
33. Agua 2min
34. Astra blue + safranina (deixar pelicula) -
35. Esguicho de alcool 96% -
Montagem

36. Passar por alcool 100% -
37. Passar por histoclear — deixar pelicula -
38. Aplicar balsamo do Canada na lamela e montar -
39. Secar na estufa (402C) noite
40. OBSERVAR @
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