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RESUMO

ANALISE ESTRUTURAL DA RIZOGENESE ADVENTICIA DE Acacia
mearnsii DE WILD. E DE llex paraguariensis A. St.-Hil.

AUTORA: Marjana Machado dos Santos
ORIENTADOR: Jodo Marcelo Santos de Oliveira

Este trabalho teve como objetivo, a descricdo anatbmica da rizogénese de miniestacas,
provenientes de clones selecionados do enraizamento adventicio de A. mearnsii (acicia-negra)
e de I. paraguariensis (erva-mate), como também, trazer novos insights, de como as barreiras
podem afetar o enraizamento adventicio. Para tanto, analisou-se caracteristicas anatémicas de
miniestacas semilenhosas clones de A. mearnsii e |. paraguariensis tratadas com &cido
indolbutirico (AIB), cultivadas em bandejas de polietileno com substrato comercial a base de
casca de pinus, areia de granulometria grossa e vermiculita média, mantidas em camara
umida. Foram coletadas miniestacas clones de acacia-negra (B5, AB6, A1845) com intervalos
no tempo 0, 1, 5, 10, 15 e 30 dias e da erva-mate foram coletados clones (13SM05,10SM07,
06SM15) aos 0, 30 e 60 dias. Realizaram-se testes histoquimicos para detectar a presenca de
amido, e de metabolitos priméarios e secundarios com a rizogénese. Verificou-se o local de
origem dos primordios radiculares. Os resultados gerais contribuiram para compreender o
processo do enraizamento das ambas as espécies, sendo que, acécia-negra, independente da
camada esclerénquima na regido do floema, ndo foi uma barreira anatdmica aqui para o
presente estudo, pois a formacdo de raizes ocorreu de forma geral pela proliferacdo
endoderme, tecido vascular e pela atividade do floema primario e secundéario para formar as
novas células. Em acacia-negra, também se verificou que a auséncia de tecido, devido a
ocorréncia de fungos nas primeiras horas de cultivo, apareceu como tal barreira ambiental,
para esses clones estudados. Na erva-mate, a presenca de amido em abundancia foi marcante
nos clones com maior competéncia de enraizamento, ja para acacia-negra foi indiferente.
Observou também que pequenas diferengas entre as especies, podem estar associadas a
velocidade de resposta para 0 enraizamento adventicio. Porém a formacdo de raizes
adventicias em ambas as espécies e clones estudados apresentaram semelhanca, desde
formacdo do calo, vascularizacdo adventicia e formagdo de raizes pelo padrdo indireto.

Portanto, para as ambas as espécies estudadas, a rizogénese apresentaram barreiras, mas estas



nao sdo necessariamente anatdbmicas.

Palavras-chave: acacia-negra, erva-mate, raizes adventicias, anatomia de 6rgdos vegetativos.
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STRUCTURAL ANALYSIS OF ADVENTIC RHIZOGENESIS OF Acacia mearnsii DE
WILD. AND FROM llex paraguariensis A. St.-Hil.

AUTHOR: Marjana Machado dos Santos
ADVISER: Jodao Marcelo Santos de Oliveira

The objective of this work was the anatomical description of the rhizogenesis of minicuttings,
from clones selected from the adventitious rooting of A. mearnsii (black wattle) and I.
paraguariensis (yerba mate), as well as to bring new insights on how barriers can affect
adventitious rooting. For this purpose, anatomical characteristics of semi-hardwood
minicuttings clones of A. mearnsii and I. paraguariensis treated with indolbutyric acid (IBA),
grown in polyethylene trays with commercial substrate based on pine bark, coarse grained
sand and medium vermiculite were analyzed. , kept in a humid chamber. Black wattle mini-
cuttings (B5, AB6, A1845) were collected at intervals of 0, 1, 5, 10, 15 and 30 days and yerba
mate clones (13SMO05, 10SM07, 06SM15) were collected at 0, 30 and 60 days. Histochemical
tests were performed to detect the presence of starch, and primary and secondary metabolites
with rhizogenesis. The place of origin of the root primordia was verified. The general results
contributed to understand the rooting process of both species, and black wattle, regardless of
the sclerenchyma layer in the phloem region, was not an anatomical barrier here for the
present study, since the formation of roots occurred in a endodermal proliferation, vascular
tissue and primary and secondary phloem activity to form new cells. In black wattle, it was
also verified that the absence of tissue, due to the occurrence of fungi in the first hours of
cultivation, appeared as such an environmental barrier, for these studied clones. In yerba
mate, the presence of starch in abundance was remarkable in clones with greater rooting
competence, whereas for black wattle it was indifferent. He also observed that small
differences between species may be associated with the response speed for adventitious
rooting. However, the formation of adventitious roots in both species and studied clones
showed similarity, from callus formation, adventitious vascularization and root formation by
the indirect pattern. Therefore, for both studied species, rhizogenesis presented barriers, but
these are not necessarily anatomical.

Keywords: black wattle, yerba mate, adventitious roots, anatomy of vegetative organs.
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1 INTRODUCAO

A maior parte dos produtos de origem silvicultural é da composicdo de plantios
florestais, que advém das crescentes demandas dos setores industriais, associado as suas
caracteristicas desejaveis de producdo (BARRETO et al., 2007). No Brasil a partir dos anos
2000 houve um crescimento de mercado por produtos florestais, direcionando a silvicultura a
buscar aperfeicoar e desenvolver técnicas, que ampliassem a produtividade econdmica e
sustentavel dos povoamentos (XAVIER; SILVA, 2010; FARIA et al., 2019).

Além disso, a maior parte das espécies florestais € propagada por mudas, sendo assim,
um dos principais critérios que garante o éxito de um povoamento florestal é a qualidade das
mudas e seu posterior desempenho no campo (ARAUJO et al., 2018). Desse modo, a
propagacgdo vegetativa de plantas é uma alternativa para atender as demandas de producéo de
mudas, por meio da utilizacdo de estacas, através, dos métodos da estaquia e miniestaquia,
(FARIA et al., 2019).

A estaquia € um processo de producdo de mudas, nas quais, a origem dos propagulos €
0 resgate vegetativo de matrizes a campo, no entanto, a miniestaquia baseia-se em retiradas de
brotos formados em minicepas cultivadas em minijardins clonais, geralmente estabelecidos
em casas de vegetacdo, as quais formardo mudas idénticas a planta mde doadoras dos
propagulos (XAVIER et al., 2013; LEGUE et al., 2014). Portanto, o enraizamento adventicio
leva a formagdo de novas raizes na base das miniestacas, configurando o estabelecimento de
uma planta autbnoma (COSTA et al., 2013).

Sendo assim, a chave da propagacdo vegetativa é a formacédo e o desenvolvimento de
raizes adventicias (LEGUE et al., 2014), importantissimo critério de selecdo de genotipos
superiores para a industria florestal (HARTMANN et al., 2018). Mas apesar dos esforcos das
ultimas decadas para entender os processos anatdémicos, fisioldgicos e bioquimicos do
enraizamento adventicio em espécies florestais, a formacdo de raiz adventicia permanece
indefinida para algumas espécies (FARIA et al., 2019). Desse modo, o conhecimento da
estrutura interna do caule é fundamental para elucidar a compreensdo desses processos de
formacéo de primordios radiculares (HARTMANN et al., 2018).

Pois, segundo Xavier et al. (2013), o enraizamento adventicio € um processo
fisiolégico e anatdmico complexo, devido a raiz adventicia ser induzida em local diferente no
sistema axial. E ainda, o controle de desenvolvimento das células e da formacdo de raizes sdo

influenciados por varios fatores, como, auxinas, compostos fenolicos, condic@es fisiologicas,
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substancias nitrogenadas, carboidratos, aminoécidos, de modo que, as concentracfes e
proporcdes dessas substancias sdo responsaveis pela emissdo de raizes adventicias (XAVIER
etal., 2013).

Além disso, a presenca de carboidratos estimula diretamente a resposta de
enraizamento, pois é fonte de energia para a biossintese de acidos nucleicos e proteinas, além
dos acucares que irdo construir paredes celulares em ampla formacdo (ALMEIDA et al.,
2017; HARTMANN et al., 2018). Mas, entende-se que o desenvolvimento de raizes se trata
de um processo variavel de acordo com a espécie e o clone, como também, da sua
complexidade intrinseca ao processo (ZHANG et al., 2016).

No Brasil, a Acacia mearnsii e a llex paraguariensis se destacam na silvicultura e
apresentam grande importancia econémica e social ao Estado do Rio Grande do Sul. A.
mearnsii devido a producdo de madeira e extracdo de tanino oriundo de sua casca (CHAN et
al., 2015). J& a I. paraguariensi sua importancia ocorre devido as suas folhas e aos ramos
finos, que séo utilizados no chimarrdo (EMBRAPA, 2018).

No entanto, Acacia mearnsii possui sistema radicular superficial, tornando-se
susceptivel ao tombamento de mudas a campo (KANNEGIESSER, 1990), sendo que, um dos
desafios para producdo de mudas da espécie é o enraizamento adventicio em decorréncia de
genotipos com baixo desempenho, ou mesmo sem capacidade de enraizar (BRONDANI et
al., 2012). Neste sentido, o objetivo da silvicultura para producdo de mudas da A. mearnsii €
formar raizes mais fortes e profundas, por meio da propagacdo vegetativa, as quais visam
maximizar e otimizar o desenvolvimento de raizes adventicias.

Neste contexto, considerando a relevancia econdmica e social da Acacia mearnsii e da
Ilex paraguariensis principalmente para o Sul do Brasil, a falta de informacgdes sobre o
processo da rizogénese adventicia das espécies tornam-se relevantes cientificamente o
desenvolvimento de estudos voltados para o enraizamento adventicio. Especialmente no que
se refere a descricdo do processo da rizogénese, este trabalho possui o intuito de estabelecer
bases estruturais como parte do esforco para selecdo de clones de A. mearnsii e |I.

paraguariensis, de modo, a auxiliar a producdo de mudas comercial das espécies.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar e descrever a rizogénese adventicia de clones de Acacia mearnsii e de llex

paraguariensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever anatomicamente o caule das miniestacas A. mearnsii e de I.
paraguariensis;

Descrever a rizogénese adventicia de ambas as espécies;

Verificar as bases funcionais das raizes adventicias;

Comparar 0 enraizamento adventicio de A. mearnsii com o da I
paraguariensis;

Correlacionar, por meio de testes histoquimicos, se metabolitos primarios e

secundarios estdo associados com a rizogénese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERIZACAO E IMPORTANCIA DAS ESPECIES

3.1.1 Acacia mearnsii

O género Acacia pertence a familia Fabaceae, e a subfamilia Mimosoideae, composta
por mais de 1300 espécies (BOLAND et al., 1984). Acacia mearnsii De Wild (acéacia-negra) é
nativa das regides do sudeste da Australia e da Tasmania, onde se encontra em &reas de
pequeno declive em planaltos, planicies costeiras e nas terras baixas (HIGA et al., 2009;
SUYENAGA et al., 2015).

A acécia-negra é uma espécie que se adapta a diversos tipos de topografia, solos e
clima (BARICHELLO, 2003), e apresenta um bom desenvolvimento em solos bem drenados,
com textura média, e moderadamente profundos (SILVA et al., 2013). Possui baixo
desenvolvimento em solos muito acidos, de baixa fertilidade e ndo tolera solos hidromorficos
e mal drenados (HIGA et al., 2009).

E uma espécie pioneira de rapido crescimento e ciclo curto (10-15 anos), atingindo a
maturidade de corte com sete anos. Além disso, € uma planta fixadora de nitrogénio eficiente,
possuindo aptiddo em se adaptar em areas alteradas e degradadas (COSTA et al., 2014), em
funcdo da deposicdo de folhas rica em nitrogénio (SANQUETTA et al., 2014).

A acédcia-negra varia de arbusto a arvore pequena (Figura 1A), semidecidua, com
altura entre 6 a 10 metros, podendo atingir até 15 metros de altura, com tronco geralmente
reto e dominante. A estrutura e composicdo quimica da casca variam ao longo do
desenvolvimento, sendo que na fase mais jovem é mais fina, lisa e de coloracdo mais clara,
enquanto que, na fase adulta apresenta coloragdo preto-amarronzada, dura e fissurada (Figura
1B). A madeira da acacia-negra tem densidade basica de, aproximadamente, 800 kg m,
apresenta alburno muito claro, cerne marrom-claro, com marcas avermelhadas, muito duro e
resistente, quanto a textura, € boa, mas comumente possui grd reversa ou entrelacada, com
durabilidade baixa a moderada (BOLAND et al., 1984).

A. mearnsii possui folhas bipinadas, com 8 a 21 pares de pinas, cada um com 15 a 70
pares de foliolos, com o comprimento de 1,5 a 4,9 mm por 0,5 a 0,7 mm de largura. As mudas
dessa espécie apresentam folhagem com 4 a 8 pares opostos de pinas, de coloracdo verde-
escuro, e cada pina é formada por 20 a 25 pares de foliolos oblongos. As inflorescéncias sdo

de cor amarelo-creme, em paniculas terminais com flores hermafroditas e muito perfumadas
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(Figura 1C). Seus frutos séo legumes (vagens), com comprimento de 5a 15cm, e de 4 a 8
mm de largura, geralmente retos, finamente pilosos, alongados entre as sementes. Quanto ao
amadurecimento dos frutos, esse ocorre de 12 a 14 meses apés floracdo. Cada legume
apresenta 1 a 14 sementes ovoides de cor preta, com comprimento entre 3 a5 mm, as quais se

caracterizam por apresentar um arilo terminal curto de cor creme (BOLAND et al., 1984).

Figura 1 — Arvore de A. mearnsii (A), casca adulta (B) e inflorescéncia (C).

Fonte: LORENZI et al. (2003).

Para a semeadura é necessario realizar a superacdo de dorméncia. Devido a semente da
acacia-negra apresentar um tegumento impermeavel, normalmente o processo mais utilizado
superacdo de dorméncia é a imersdo das sementes em agua aquecida, na temperatura de
100°C, pelo periodo de um minuto (RIVEIRO et al., 2020).

Atualmente no Brasil acacia-negra é uma espécie de importancia econdémica,
caracterizando-se como uma floresta plantada para fins comerciais (SCHUMACHER et al.,
2016). O plantio de acacia-negra no Rio Grande do Sul (RS) ocorre desde 1928, abrangendo
84 cidades galchas (Figura 2), sobretudo, na metade sul do Estado, em regies da Depressao
Central, Escudo Sul Riograndense e Serra do Sudeste. Apresenta uma area de plantio de 90
mil hectares, envolvendo cerca de 40 mil familias (AGEFLOR, 2020).

Os municipios gauchos com maior area plantada de A. mearnsii sdo Encruzilhada do
Sul (14.107 ha), Piratini (10.490 ha) e Triunfo (9.328 ha), abrangendo, aproximadamente, 34
mil hectares (AGEFLOR, 2020). Também apresenta importancia de cunho social, pelo fato,
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de que grande parte do cultivo de acécia estd em dominio de pequenos e médios produtores
independentes (reflorestadores) (AGEFLOR, 2020).

Figura 2 — Distribuig8o das &reas plantadas de acacia-negra no Estado do Rio Grande do Sul - RS.
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Fonte: Adaptado AGEFLOR (2020).

Acacicultura é uma atividade social e econémica, que propicia beneficios e renda a
varios produtores do RS (AGEFLOR, 2019), gerando impactos positivos para regido, como
aumento PIB e no IDH, promovendo instalacbes de industrias, fabricas, comércio e empregos
(PASA, 2018). Além disso, acécia-negra permite o cultivo consorciado em propriedades
rurais, através de sistemas agroflorestais (SAF’S), como também a integracdo da acacicultura
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com outras culturas agricolas, e pecuérias (VIERA et al., 2013; AGEFLOR, 2020).

O principal produto da acécia-negra é o tanino, oriundo da extracdo de sua casca,
utilizado, principalmente, na industria coureira, como também a producdo de adesivos e
floculantes (AGEFLOR, 2020). Devido a qualidade e o rendimento da casca para extracdo do
tanino, se da o reconhecimento dessa espécie em plantios de reflorestamento no estado do RS,
no qual, concentra-se majoritariamente sua produ¢do no pais (SFB, 2018; AGEFLOR, 2020).

Acécia-negra também tem despertado interesse das inddstrias com a producdo de
cavacos para a fabricacdo de celulose, carvdo vegetal, painéis reconstituidos, geracdo de
energia, nutricdo animal, como também, o de mercado de adesivos, clarificacdo de agucares,
antioxidantes organicos para varias aplica¢fes nas industrias farmacéuticas, como produtos de
uso pessoal, tais como, cosméticos, shampoo e quimicos (KRISNAWATI et al., 2011;
AGEFLOR, 2020) (Figura 3).

Figura 3 — Produtos e subprodutos derivados da A. mearnsii.
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A espécie também é uma eficiente fixadora de nitrogénio atmosférico, pela associacao
simbidtica com bactérias e fungos (POLETTO et al., 2006). Além disso, apresenta potencial
em recuperar areas degradadas, como também, recuperar gradativamente a matéria organica
do ecossistema, em prol, de aumentar a disponibilidade e a ciclagem de nutrientes (POLETTO
et al., 2006; CECONI et al., 2008). Segundo Tonini et al. (2010), no decorrer dos Gltimos anos
a acécia-negra vem sendo aplicada em programas de reflorestamento com o viés de espécie
sequestradora de carbono.

Ainda, no RS estdo instaladas duas principais industrias responsaveis pela producao de
tanino no pais, que abastecem todo o mercado brasileiro, gerando excedentes para a
exportacao, visto que o Brasil juntamente com a Africa do Sul (CHEN et al., 2016; GRASEL
et al., 2017), sdo os dois principais produtores de acacicultura, chegando a representar cerca
de 89% de toda producéo de tanino mundial (GRIFFIN et al., 2011).

3.1.2 llex paraguariensis

A llex paraguariensis A.St.-Hil. é conhecida popularmente como erva-mate, espécie
nativa do Estado do Rio Grande do Sul (PIMENTEL, 2020), pertencente a familia das
Aquifoliaceae, composta por 58 espécies no Brasil (BRUXEL et al., 2018), todas do género
llex (SOUZA; LORENZI, 2012), das quais 42 sdo endémicas, e apenas 8 ocorrem no RS, mas
somente a |. paraguariensis € utilizada para consumo (GROPPO, 2013). A erva-mate tem
habito adaptado e tolerante a sombra, € uma espécie de caracteristica da Floresta Ombrofila
Mista Montana em associacfes com o pinheiro-do-parana (Araucaria angustifolia Bert.),
apresenta ciclo de vida longo, como também tém grande interacdo com a fauna, beneficiando
a polinizacdo e dispersdo de sementes (CARVALHO, 2003).

A |. paraguariensis ocorrem em climas temperado e subtropical (Cfb e Cfa, segundo
Koeppen), com chuvas regulares e distribuidas ao longo do ano, com medias de 1500 a 2000
mm (EMBRAPA, 2013). As temperaturas médias anuais variam de 15 a 18°C, com geadas
frequentes ou pouco frequentes, dependendo da altitude, que varia de 500 a 1500 m sobre o
nivel do mar (IBGE, 2017). Ocorre principalmente em solos de baixa fertilidade, profundos e
ndo compactados (SAUERESSIG, 2014). Geralmente esses solos apresentam baixos teores de
cations trocaveis, altos teores de aluminio e pH baixo (CARVALHO, 2003).

No entanto, sdo solos bem drenados, sem restricdo ao sistema radicular, com
horizontes A, B e C acidos e com elevado teor de matéria organica (DANIEL, 2009), pois, a

erva-mate ndo tolera solos encharcados e/ou compactados, visto que, solos com menos de um
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metro de profundidade causam queda na produtividade e reduzem a vida util das plantas
(EMBRAPA, 2013). Além disso, a espécie apresenta importancia ecolégica em recuperacao
de areas degradadas, como também na recomposi¢do vegetal do ambiente (FERLA et al.,
2018).

A distribuicdo natural de erva-mate delimita-se em trés paises, sendo eles, o Brasil,
Paraguai e Argentina (GELSLEICHTER, 2020). No Brasil a espécie ocorre naturalmente no
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, sul da Bahia, Minas Gerais, S&o Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 4), totalizando uma é&rea de 450.000 Km?
(GERHARDT, 2013).

Figura 4 — Distruibuicdo de ocorréncia natural da I. paraguariensis no Brasil.
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A erva-mate é uma espécie que varia de arbusto a arvore perenifolia (Figura 5A),
podendo atingir até 15 m de altura (BRACESCO et al., 2011), e 40 cm de didmetro altura do
peito (DAP) (BACKES; IRGANG, 2002), porem, em condi¢bes naturais sua altura pode
atingir até 30 m e 100 cm de DAP (CARVALHO, 2003). Apresenta tronco cilindro reto ou
pouco tortuoso, com coloragdo da casca externa cinza-claro a acastanhada, com aspecto
aspero a rugosa, com algumas lenticelas (Figura 5B), e a casca interna de coloragdo branco-
amarelada com textura arenosa (Figura 5C) (CARVALHO, 2003).

A 1. paraguariensis apresenta folhas com coloracdo verde-escura, simples, alternas,
coriaceas (Figura 5D), de 8 a 10 cm de comprimento e 3 a 4 cm de largura (LORENZI, 2008).
E uma espécie diodica, que apresenta flores geralmente tetrameras (Figura 5D), de até 7 mm de
diametro. Os frutos sdo do tipo bagas esféricas, com 4 sementes, de tonalidade vermelha a
negra (Figura 5E), com até 5,5 mm de didmetro (PIRES et al., 2014).

Figura 5 — Arvore de erva-mate (A), casca (B), madeira (C), folhas e flores (D), frutos (E) e sementes (F).

Fonte: CARVALHO (2003); LORENZI (2008).
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A floragdo ocorre geralmente de setembro a novembro no estado do Parand; de
setembro a outubro no Rio Grande do Sul e de setembro a dezembro em Santa Catarina
(BRITO et al., 2019), porém em novembro, mais de 50% das plantas ja estdo floridas no
estado de Santa Catarina (PIRES et al., 2014).

As sementes de erva-mate sdo pequenas de 4 a 6 mm de didmetro, apresentando
superficie lisa, coloragdo marrom que varia de claro a escuro, tegumento duro e formato
varidvel (Figura 5F) (MARIATH et al., 1995). Atualmente, os viveiristas utilizam para
semeadura a estratificacdo das sementes de erva-mate em areia Umida por periodos de 4 a 6
meses (SOUZA et al., 2019) para a superacao da dorméncia das sementes.

O principal produto da erva-mate é oriundo de suas folhas e ramos finos, que sdo
utilizados no preparo do chimarrao, tereré, mate gelado e do cha mate, conferindo a espécie
importancia social e comercial (FERRON, 2013; EMBRAPA, 2018). Desse modo, o cultivo
da I. paraguariensis gera mais de 710 mil empregos diretos, abrangendo cerca de 180 mil
propriedades localizadas ao sul do Brasil e no Mato Grosso do Sul, em sua maioria pequenas
e médias propriedades rurais, movimentando mais de R$ 175 milhdes anuais (EMBRAPA,
2018).

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de erva-mate (BONFANTI JUNIOR
et al., 2018) devido a sua producdo por area ser uma das mais elevadas mundialmente
(8.176,5 Kg/ha), totalizando aproximadamente 619 mil toneladas, seguida por 290 mil
toneladas na Argentina e de 105 mil toneladas no Paraguai em 2017 (FAO, 2019).

Rossa (2013) ressalta que a erva-mate vem sendo um dos principais produtos
agricolas da regido Sul do Brasil, devido a espécie apresentar relevancia e potencial cultural,
social e econémico principalmente no Estado do RS, no qual, é o maior consumidor de |I.
paraguariensis no Brasil que consomem anualmente 70.000 toneladas, seguido dos Estados
de Santa Catarina e Parand , consumo de 20.000 e 15.000 ton/ano (UFRGS, 2013). Além
disso, os ervais tem despertado interesse da inddstria com os seus multiplos usos terapéuticos
e nutracéuticos das folhas de erva-mate.

Visto que, na ultima década tém aumentado a utilizacdo da matéria-prima de |I.
paraguariensis para a industrializacdo de novos produtos e subprodutos para atender a
expansdo do mercado, como a fabricacdo de alimentos (chocolate, farimate, sorvete); bebidas
(absinto, bebida hidroeletrolitica, cerveja, espumante, chas sollveis, bebida energética,
chamate); cosméticos (creme hidratante corporal e facial, desodorante coldnia, fluido
termoprotetor, gloss labial, lo¢cdo de limpeza demaquilante, shampoo e condicionador de

cabelos); produtos de higiene e limpeza (agua de cheiro para tecidos, aromatizador de
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ambiente, espuma de banho e de barbear, lo¢do pds-sol, sabonete em barra e liquido, sal de
banho, velas), produtos para salde (erva-mate em cépsulas e florais) e outros (corante de
tecidos) (DALLABRIDA et al., 2016).

Ainda, Silveira e Schultz (2019), relatam a importancia que o mercado da llex
paraguariensis vem crescendo e desenvolvendo em outros paises como, por exemplo,
Argentina e Paraguai, em decorréncia, aos maltiplos usos alternativos da producdo, que vem
passando, por diversas mudancas nas técnicas de industrializacdo voltadas ao processo
produtivo dos ervais. Diante disso, os produtores tém buscado cada vez mais a implantacao
e/ou renovacao dos ervais, de modo, a obter matéria-prima para as industrias, em prol, de
atender o mercado interno e externo (PIMENTEL, 2020).

3.2 PROPAGACAO VEGETATIVA

A propagacdo vegetativa consiste em multiplicar assexuadamente individuos
utilizando partes de plantas, como, 6rgdos, tecidos ou células, dando origem a individuos
geneticamente idénticos a planta fornecedora dos propagulos (WENDLING; BRONDANI,
2015; SOMAVILLA, 2018). Esta forma de producdo de plantas ocorre devido a totipoténcia
celular, na qual uma Unica célula possui todas as informacdes morfogenéticas necessarias para
regeneracdo do individuo (HEBERLE, 2010; XAVIER et al., 2013).

Além disso, a propagacdo vegetativa de plantas pode ocorrer tanto em forma natural
ou induzida. A naturalmente ocorre a multiplicacdo dos individuos por estruturas proprias da
planta, como, por exemplo, caules, folhas, rizomas, bulbos, tubérculos e brotos, os quais tém a
habilidade e a capacidade de desenvolver raizes adventicias (HARTAMANN et al., 2011).

Ja a induzida sdo técnicas reprodutivas vegetativas artificiais, ou seja, sdo métodos
utilizados com a intervencdo humana, os quais se configuram dentro da propagacao
vegetativa, que incluem os processos de corte, estratificacdo, enxerto, seccdo e cultura de
tecidos, como, por exemplo, os métodos de estaquia, enxertia, alporquia (PEIXOTO, 2017).
No entanto, estas formas de producdo de plantas sdo utilizadas, em prol, de propagar
individuos com caracteristicas geneticamente superiores (WENDLING; BRONDANI, 2015).

Xavier et al. (2013) ressalta que a propagacéo vegetativa para espécies arboreas € uma
ferramenta importantissima para formacdo de povoamentos clonais que visam alta
produtividade e uniformidade dos plantios. Sendo que, as principais vantagens dessa técnica
em especies florestais sdo: plantios clonais com alta uniformidade e produtividade; producao

de clones de alta qualidade; qualidade da madeira e de seus produtos e subprodutos, como
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também a multiplicacdo de individuos resistentes a doencas e pragas, entre outros (XAVIER
etal.; KOZEN et al., 2018).

Diante desse contexto, 0s autores comentam que a propagacao em espécies florestais
ainda é feita em grande parte por cultivo seminal, principalmente pela auséncia de estudos e
informagdes que subsidiem a propagagdo vegetativa (DIAS et al., 2012). No entanto, na
silvicultura comercial, a propagagéo vegetativa vem sendo aprimorada diante dos resultados
promissores e significativos para o0 melhoramento genético de plantas superiores, de modo, a
resultar formacdo de povoamentos mais homogéneos e produtivos em relacdo as
caracteristicas tecnoldgicas e silviculturais (XAVIER et al., 2013).

De modo geral, a propagacao vegetativa é uma das técnicas mais utilizadas em nivel
mundial, principalmente, pelos programas de melhoramento genético para reduzir 0s
problemas de baixa germinacéo e viabilidade de plantulas, sendo, de suma importancia para
producdo de mudas, de forma a permitir o crescimento da silvicultura clonal de forma
intensiva em diversas partes do mundo (WENDLING; BRONDANI, 2015). Visto que, as
técnicas mais utilizadas no setor florestal para producdo de mudas sdo a estaquia e a
miniestaquia, especialmente, pelo conhecimento técnico e cientifico avancado (ALFENAS et
al., 2009).

Segundo Ferreira et al. (2004), a miniestaquia € utilizada praticamente na maioria das
empresas florestais, principalmente, pelas vantagens de operacdo que essa técnica apresenta, e
também pelo menor custo de implementacdo e manutencdo. Ainda, Borges et al. (2011)
ressalta que a miniestaquia mostra ganhos relativamente importantes quanto ao tempo de
formacdo de muda, que é reduzida, além de apresentar aumento nas taxas de enraizamento
adventicio.

Além disso, a miniestaquia em espécies florestais também foi estuda por varios
autores, principalmente para driblar as dificuldades de enraizamento, em prol de maximar o
processo de producdo de mudas, como trabalhos em diferentes tdxons como Eucalyptus
(XAVIER et al., 2013; MODENEZI, 2019), Araucaria angustifolia (PIRES et al., 2013),
Cabralea canjerana (GIMENES et al., 2015, BURIN et al., 2018), Mimosa caesalpiniifolia
(FREIRE, 2020), entre outros dentre os quais se inclui Acacia mearnsii (DUIN et al., 2015;
ENGEL et al., 2016; IKEDA et al.,, 2019; SA et al., 2020; AVINIO, 2021) e a llex
paraguariensis (BRONDANI et al., 2008; PIMENTEL et al., 2017; SA et al., 2018;
GAZZANA, 2019)

Portanto, o sucesso da propagacdo vegetativa € influenciado diretamente e

indiretamente por diversos fatores intrinsecos (material vegetativo) e extrinsecos (ambiente),
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que estdo associados ao enraizamento, dentre eles: a facilidade ou ndo de enraizar (depende da
espécie e até mesmo genotipo), o estadio fisioldégico da planta mae, balan¢co hormonal,
juvenilidade e a idade da planta mae, os tipos de estacas, a estacdes do ano, temperatura, luz e
umidade (ONO; RODRIGUES, 1996; WENDLING, 2004; BRONDANI et al., 2018;
VILASBOA et al., 2019). Para silvicultura essa técnica apresenta outras vantagens, como, na
economia, producdo em larga escala, rapidez e fixacdo de gendtipos selecionados
(HARTEMANN et al., 2011).

Desse modo, em plantios de acacia-negra e erva-mate, a propagacdo vegetativa é uma
alternativa para a obtencdo de individuos com caracteristicas de genética superiores, por meio
da selecé@o de clones (ELDRIDGE et al., 1994, SILVA et al., 2007). Contudo, o cultivo da
acacia e de erva-mate ainda € predominantemente realizado a partir de mudas seminais, o que
ocasiona em desuniformidade, heterogeneidade entre plantas, além de apresentar baixa
produtividade em povoamentos (WENDLING, 2004; SA et al., 2020). Portanto, ressalta-se a
importancia da ampliagdo dos estudos voltados ao enraizamento adventicio, assim como, de
protocolos eficazes e economicamente vidveis para producdo comercial de producdo de

mudas da acacia-negra e da erva-mate.

3.3 DESCRICAO GERAL DO CAULE

O caule é um 0rgdo vegetativo responsavel pela sustentacdo da parte aérea, como
também, apresenta importancia na translocacédo de fotoassimilados, horménios e nutrientes, e
no acumulo de reserva, essas sao algumas das importantes funcdes e caracteristicas essenciais
desse 6rgédo na planta (NETO, 2019).

Em relacdo a estrutura anatdbmica geral, o caule é formado por tecidos do sistema de
revestimento, fundamental e vascular, os quais tém sua origem nos meristemas primarios
protoderme, meristema fundamental e procambio (CORTEZ et al., 2016). Nas dicotiled6neas
a organizacgdo do caule de crescimento primario € constituida por epiderme, cortex, floema,
xilema e medula (ESAU, 1977; OLIVEIRA, 2011), j& no crescimento secundario a formagao
caulinar se da pela atividade dos cAmbios da casca e vascular (APPEZZATO DA GLORIA et
al., 2003).

Caules primarios geralmente séo delimitados por células da epiderme, podendo conter
uma ou mais camada de células. Além disso, na epiderme podem ser visualizadas células
especializadas (tricomas e estbmatos), internamente a essa camada, tem-se os tecidos corticais

que podem apresentar de poucas a varias camadas de células, cuja diversidade estrutural lhes
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irdo atribuir caracteristicas de parénquima, colénquima e/ou esclerénquima (CORTEZ et al.,
2016). O limite externo é identificado pela exoderme, enquanto, o limite interno, tem-se a
endoderme, podendo ser identificada como bainha amilifera, e, mais internamente da célula,
se diferencia a regido do cilindro vascular, que ¢ formado por tecidos do xilema e floema,
arranjados em forma de feixes vasculares. E por fim a regido medular que é constituida
normalmente por parénquima, e esta localizada bem ao centro da célula (CORTEZ et al.,
2016).

Ja a estrutura de caules secundarios é organizada pela atividade cambial, tecidos
vasculares secundarios, felogénio e periderme. A formacéo da periderme ocorre internamente
a epiderme, o cortex pode estar ou ndo presente, dependendo do local em que o felogénio se
encontra, seguido pelo floema priméario, com fibras ou esclereides, floema secundario, cambio
vascular, xilema secundario e primario, e a medula. (APPEZZATO DA GLORIA et al., 2003;
CORTEZ et al., 2016).

3.4 ENRAIZAMENTO ADVENTICIO

O enraizamento adventicio de estacas € um processo complexo e peculiar, e 0 seu
sucesso pode ser afetado por varios fatores como o estresse por dano mecanico, a perda de
influéncias correlativas devido a separacdo das partes aérea e radicular (de origem), mudancas
nas relacdes hidricas nas plantas, pelas quais, sdo reguladas pelas interacdes de mdaltiplos
fatores, dentre estes, os carboidratos, compostos fendlicos, fitormbnios, como também, as
caracteristicas genéticas, o estado fisioldgico da planta-md (HAISSIG, 1982), os
amino&cidos e as substancias nitrogenadas (HARTMMANN et al., 2011).

Segundo Xavier et al. (2013), o enraizamento adventicio na propagacdo vegetativa
envolve o redirecionamento do desenvolvimento de células vegetais totipotentes & formacao
de meristemas para a formacdo de uma raiz, ou seja, um novo sistema radicular. De acordo
com 0s autores, esse novo sistema radicular é denominado adventicio, sendo que cada nova
raiz formada na estaca, constitui-se em uma raiz adventicia, que foi induzida pelo trajeto
diferente de onde se forma a raiz normal (XAVIER et al., 2013).

Em relagdo ao processo de rizogénese adventicia, ha variabilidade quando sé&o
comparadas espécies ou cultivares, variagdo em funcdo da idade do material, ou até mesmo
com a parte utilizada do material como estaca. Quanto a origem, o estimulo pode se dar em
células epidérmicas ou cambiais, do cilindro vascular incluindo periciclo ou do floema
secundario, na regido cortical (ONO; RODRIGUES, 1996; ESAU, 1977; APPEZZATO DA
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GLORIA et al., 2003), como também nas proximidades do tecido vascular diferenciado,
proximo ou na base das estacas, assim como também em regides embrionérias ou de
crescimento que ocorrem em regides do tecido vasculares.

Na concep¢do de Hartmann et al. (2018), o enraizamento adventicio consiste em
quatro fases de desenvolvimento: a desdiferenciacdo celular, ou seja, a capacidade que as
células ja diferenciadas tém de formar um novo ponto meristematico de crescimento; as raizes
iniciais, ainda ndo perceptiveis; os primordios de raiz, ja visiveis, proporcionando o
crescimento radicular; e o crescimento e a emergéncia das raizes, promovendo a sustentacdo
da nova planta.

O enraizamento adventicio pode seguir padrdes anatdbmicos diretos e indiretos
(GENEVE, 1991; ALMEIDA et al, 2017). A rizogénese direta ocorre ap0s a inducdo das
células competentes, iniciando divisGes celulares junto ao cdmbio vascular, e a diferenciacdo
de primdrdios radiculares em contato direto ou muito proximo a regido vascular original
(COSTA et al.,, 2013). Por sua vez, no enraizamento indireto, as células ndo respondem ao
sinal de inducdo, ocorrendo divisdes celulares ndo dirigidas, formando calos, que
posteriormente sofrerdo uma nova inducdo e, assim, estabelecer o primordio da raiz
(HARTMANN et al., 2011).

3.5 CARACTERIZACAO ANATOMICA DO ENRAIZAMENTO ADVENTICIO

Nas angiospermas as raizes adventicias sdo oriundas do tecido do periciclo, embora a
endoderme, tecidos corticais e paréngquima vascular também possam estar presentes na
morfogénese de primordios radiculares, como ocorre com as raizes laterais (TORRES-
MARTINEZ et al., 2019).

Assim, a origem dos primordios radiculares pode ser de células cambiais ou da
desdiferenciacdo celular de células corticais parenquimaticas em sinaliza¢do ao ferimento que
é submetido nas estacas (JESUS et al., 2010), isso significa, que a formacdo das raizes
adventicias da-se entorno ao ferimento produzido pelo corte durante a confeccdo da estaca
(FACHINELLDO et al., 2005).

Em relacdo a formag&o e ao desenvolvimento, as raizes adventicias, normalmente sdo
endogenas, onde se formam juntamente com os tecidos vasculares, e vdo desenvolvendo-se
através de tecidos situados ao redor do seu ponto de origem (HARTMANN et al., 2011),
semelhante ao processo de iniciagdo das raizes laterais (PALLARDY, 2008).

Atualmente, por meio de estudos histologicos e fisioldgicos, entende-se que a
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rizogénese adventicia € um processo com diferentes fases, e que cada etapa do processo tem
suas particularidades (PROFIRIO et al., 2016), desse modo, sdo dividas em trés fases: a
inducdo, iniciacdo e expressao (PACURAR et al., 2014; ZHANG et al, 2017).

De acordo com Guan et al. (2019), na fase de inducdo ocorre a formacéo de células
iniciais provenientes da desdiferenciacdo células no periciclo ou no cadmbio, que varia
conforme a espécie e o estadio de desenvolvimento do caule; ja a fase de iniciacdo, é quando
as células meristematicas dos primordios dividem-se e diferenciam-se em camadas de tecidos
radiculares; e a de expressdo, que € representada pela raiz emergindo, ou seja, a formacéo da
nova raiz.

Desse modo, os primordios de raizes adventicias podem ser formados em diferentes
tecidos da planta, como por exemplo, em tecidos vasculares (Acacia mangium) (AHMAD,
1989), Coffea arabica L. (JESUS et al., 2010), tecido cortical (Acca sellowiana) (ROSS et al.,
2021), cambio vascular (Corymbia torelliana e Eucalyptus camaldulensis) (BRYANT;
TRUEMAN, 2015), calo cortical (Acacia baileyana F. Muell) (SCHWARZ et al., 1999),
periferia do floema (Odontonema strictum Kuntze) (ZUFFELLATO-RIBAS et al., 2005),
regido interna e externa do floema (Calliandra brevipes e Calliandra tweedii) (MAYER et al.,
2008), ou ainda em varios tecidos como a espécie Platycladus orientalis (LIU et al., 2021)
que originaram-se de calo, xilema, floema, cambio vascular, cortex e medula ou zona
perimedular.

Sendo assim, a origem dos primdrdios radiculares adventicios em estacas caulinares é
muito variavel. Portanto, conforme ja mencionado, ha variacdo entre as espécies, como
também, o tipo de propagulo. Assim, a rediferenciacdo celular pode acontecer a partir de
tecidos subepidérmicos, feixes vasculares, cortex, floema secundario, cdmbio e periciclo
(MACEDO et al., 2013).

Frente aos interesses da produgdo neste contexto, cabe salientar que alguns estudos
registraram o0 aumento na percentagem de enraizamento adventicio em estacas onde 0s
primordios radiculares tem origem no cambio ou em células adjacentes (STEFFENS;
RASMUSSEN, 2016).

As restricbes das raizes adventicias podem advir de obstrucBes por bandas de
esclerénquima, como tambeém, de secre¢do, canais de resina, ou ainda, pode ser por volumes
grandes de tecidos vasculares induzidos (BEAKBEANE, 1969; LOVELL;WHITE, 1984). Ha
trabalhos que relatam que o anel esclerenquimatico agindo conjuntamente com influéncias
guimicas pode vim intervir no processo de rizogénese adventicia (SACHS; THIMANN, 1964;
HARTMANN et al., 2011; BASTOS, 2005), ainda que o enraizamento adventicio seja uma
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resposta quimica, a diminui¢do na proporgdo entre tecidos do esclerénquima e do parénquima
pode sim proporcionar condi¢cbes que possibilite a formacdo de raizes adventicias
(MEDRADO et al., 1995).

Outros estudos mostram que a presenca dessa barreira esclerenquimatosa descontinua
ndo interfere no processo da rizogénese, até mesmo ndo possuem nenhuma relagdo com o
enraizamento adventicio, pois, aparentemente ndo esta associada a uma barreira anatdmica,
pois as fibras perivasculares ndo atuam como obstaculo a rizogénese (PIMENTEL et al.,
2020, SOUSA et al., 2022). Ainda, Jofré et al. (2016) ressalta que durante o processo de
enraizamento adventicio ha alteracbes histolégicas permeando por alteragcBes bioguimicas,
como a acdo de compostos fenodlicos, auxinas, enzimas oxidativas, entre outras, pelas quais,
contribuem para melhor compreensdo destes fatores no desenvolvimentos de raizes
adventicias.

Em alguns estudos cientificos foi demonstrado que a acdo de auxinas, conjugada com
cofatores, como os compostos fendlicos, pode auxiliar na estimulacdo ou inibicdo do
enraizamento adventicio (CRISTOFORI et al., 2010; PIMENTA et al., 2017). Os compostos
fenolicos sdo metabolitos importantissimos para as plantas, pois, eles atuam na nutri¢do
celular, e também, sdo essenciais para a sobrevivéncia dos organismos vegetais, além de,
proteger as plantas da oxidacdo e da radiacdo (CHENIANY et al., 2010; GANI; SHAMA,;
2021).

Na literatura é bem limitado o nivel de informacéo e de pesquisas, que esclarecem a
acao de atuacdo das vias de sinalizacdo, como, a resposta de feridas e estresse, metabolismo
hormonal vegetal, metabolismo de carboidratos e energia, e de como, esses mecanismos Sao
traduzidos no comportamento e no desenvolvimento celular, ou seja, como ocorrem essas
sinaliza¢cdes no ciclo celular e na dindmica celular, juntamente com a regulacdo transicional
em relagdo a competéncia de enraizamento adventicio em espécies arboreas (PIZARRO,
2019; DIAZ-SALA; 2019).

No entanto, ha outros fatores que também sdo importantes na compreensao desses
mecanismos, de modo, em que as células se diferenciem e se desenvolvam em células
meristematicas, pois, todas as dindmicas de mudanca de destino da célula no periodo da
formacdo do enraizamento adventicio resultam em interagGes, como os efeitos dos sinais
estruturais e espaco/temporal na formagdo celular e tecidual durante a o processo da
rizogénese, como também, a acdo e atuacdo de hormonios (auxinas), a mudanca regulatoria
entre a expressao génica e a uniformizagdo do 6rgdo, acumulacao de carboidratos gerados na

fotossintese (grdos de amidos), entre outros fatores, que levam desde a inducdo até a raiz
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adventicia funcional (HAISSIG, 1982; VILASBOA et al., 2019; DIAZ-SALA; 2020).

Desse modo, salienta-se a importancia de estudos anatdbmicos por meio da histologia e
da microscopia para a caracterizacdo da formacdo e do desenvolvimento do enraizamento
adventicio, ampliando assim o conhecimento da estrutura interna do caule e da raiz
adventicia, de modo, a promover uma melhor compreensdo do processo de formacdo dos
primérdios radiculares, sendo que 0os mesmos podem apresentar diferenca quanto as origens
histologicas (JESUS et al., 2010).
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Os resultados e discussédo deste trabalho serdo apresentados em dois manuscritos,
organizados como artigos originais completos, com introducdo, material e métodos, resultados

e discussdo, e conclusdes, como segue:

Capitulo I: Estudos histologicos da rizogénese adventicia de clones selecionados de

Acacia mearnsii De Wild.

Capitulo II: Estudos histoldgicos em Acacia mearnsii De Wild. e llex
paraguariensis A. St.-Hil. para revelar novos insights sobre as barreiras ao enraizamento

adventicio



43

4 Capitulo |

ESTUDOS HISTOLOGICOS DA RIZOGENESE ADVENTICIA DE CLONES
SELECIONADOQOS DA Acacia mearnsii DE WILD.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo morfoanatbmica da rizogénese
adventicia de miniestacas de clones de Acacia mearnsii. As miniestacas foram coletadas de
minicepas estabelecidas em minijardim clonal, conduzido em sistema fechado de cultivo
sem solo, com areia como substrato e solucdo nutritiva fornecida por fertirrigagdo. Para a
caracterizacdo histologica do processo de rizogénese das miniestacas, foram coletadas
amostras teciduais dos clones aos 0, 1, 5, 10, 15 e 30 dias ap0s o0 estagueamento em casa de
vegetacdo climatizada, para o enraizamento. As amostras foram fixadas e desidratadas em
série etilicas e incluidas em metacrilato. As andlises foram realizadas por meio da
microscopia e histologia vegetal. O enraizamento adventicio de A. mearnsii caracterizou-se
como rizogénese indireta. Os resultados revelaram que a origem dos primoérdios radiculares
a partir da proliferacdo da regido cortical, endoderme, periciclo, e dos tecidos vasculares,
além da formacdo de uma massa de células desorganizadas (calos), estabelecendo assim, o
processo rizogénico dos clones.

Palavras-chave: acacia-negra; miniestaquia; rizogénese indireta; morfoanatomia.
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ABSTRATC

SELECTION AMONG AND WITHIN PROGENIES OF MATE FOR
ADVENTITIOUS ROOTING

The objective of this work was the morphoanatomical characterization of adventitious
rhizogenesis of minicuttings of Acacia mearnsii clones. Minicuttings were collected from
ministumps established in a mini clonal garden, conducted in a closed cultivation system
without soil, with substrate and nutrient solution provided by fertigation. For the histological
characterization of the rooting process of the minicuttings, tissue samples were collected from
the genotypes at 0, 1, 5, 10, 15 and 30 days after staking in an acclimatized greenhouse, for
rooting. The samples were fixed and dehydrated in an ethyl alcohol series and included in
methacrylate. Analyzes were performed using microscopy and plant histology. The
adventitious rooting of A. mearnsii was characterized as indirect rhizogenesis. The results
revealed that the origin of the root primordia from the proliferation of the cortical region,
endodermis, pericycle, and vascular tissues, in addition to the formation of a mass of
disorganized cells (calluses), thus establishing the rhizogenic process of the genotypes.

Keywords: black wattle; mini cuttings; indirect rhizogenesis; morphoanatomy.
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INTRODUCAO

Acacia mearnsii conhecida popularmente por acacia-negra pertencente a familia
Fabaceae, género Acacia, é uma espécie florestal nativa das regides do sudoeste da Australia.
No Brasil, a acacicultura concentra-se no Rio Grande do Sul, onde tem relevancia econémica
e social, principalmente, para os pequenos e medios produtores. Atualmente, a espécie
apresenta maltiplos usos e beneficios, como, o curtimento de couros, fabricacdo de pellets,
painéis de madeira, carvao, coagulantes e floculantes, matéria-prima para adesivos, tintas,
resinas, entre outros (CARVALHO, 1999; LORENZI et al., 2018).

A acécia-negra apresenta importancia econdmica ao pais, e se faz necessario a
implantacdo de tecnologias voltadas ao estabelecimento de mudas, de modo, elevar a
qualidade de producdo, através de programas de melhoramento genético, com indices de
baixo custo e producdo em larga escala. Para isso, a propagacdo vegetativa através da técnica
da miniestaquia apresenta elevado potencial, uma vez que possibilita a multiplicacdo de
gendtipos de interesse, com alta produtividade e uniformidade, bem como pode contornar 0s
problemas relacionados ao enraizamento de clones (XAVIER et al., 2013).

Entretanto, o sucesso e a otimizacdo dessas tecnologias esta diretamente relacionado a
competéncia para o desenvolvimento de um sistema radicular adventicio. Isso porque, a
miniestaquia vem proporcionando excelentes resultados, em relacdo aos processos de
producdo de mudas, bem como, uma maior producdo de propagulos, em menor tempo de
formacdo de muda em viveiros, além de, a homogeneizacdo e padronizacdo de povoamentos,
(BRONDANI et al., 2018).

Os desafios da producdo de mudas em larga escala muitas vezes pode estar atrelado a
formacdo de raizes, que frequentemente é o principal fator limitante a clonagem de espécies
(ALMEIDA et al., 2017). Neste contexto, 0 enraizamento adventicio € um processo
complexo, tanto na visdo anatdmica quanto fisioldgica, de resposta quantitativa e regulada por
diversos fatores ambientais e endogenos, os quais se correlacionam além de estarem
associadas a desdiferenciacdo e ao redirecionamento do desenvolvimento celular, para a
competéncia, e para formacdo de meristemas que originara raizes adventicias (POP et al.,
2011; PACURAR et al., 2014 ).

Outro fator limitante ao enraizamento adventicio € a presenca de barreiras anatdmicas
(ONO; RODRIGUES, 1996), que podem afetar na redugdo do desenvolvimento da raiz a
devido a presenca de fibras e uma circulo continuo de esclereides na regido cortical (WHITE;

LOWELL, 1984), bloqueando a protrusdo de novas raizes. Assim, as analises histologicas e
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anatdmicas sdo cruciais na deteccdo dessas barreiras anatomicas, para elucidar fatores na
producdo de estacas enraizadas. Além disso, o enraizamento adventicio também dependente
de outros fatores, como 0s genotipos, especies, hibridos e até mesmo clones podem exigir
diferentes condicdes de cultivo (MOKOTEDI et al., 2010).

Neste sentido, levando em consideracdo a importancia da acacia-negra para o Rio
Grande do Sul e a falta de informagdes sobre a estrutura interna do caule, permitindo entender
a origem das raizes adventicias e de como ocorrem esse processo da rizogénese, 0 presente
estudo teve como objetivo descrever anatomicamente e histologicamente a estrutura do caule
e 0 processo da rizogénese adventicia de clones selecionados de A. mearnsii. Deste modo,
essas informacBes podem ser um importante suporte para o entendimento cientifico,
facilitando no direcionamento de novas abordagens experimentais no sentido da maximizacgéo

e otimizacdo do enraizamento adventicio da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Origem e modo das coletas do material vegetativo

Foram coletadas miniestacas de acacia-negra, provenientes do minijardim clonal
instalado no Nucleo de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas (MPVP),
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, nos anos de 2020 e 2021. Os clones foram
identificados como B5, AB6 e A1845. As mudas utilizadas para o estabelecimento do
minijardim clonal do MPVP foram oriundas da propagacéo clonal pela miniestaquia de
minijardim pré-existente da empresa TANAGRO S.A., nos quais foram utilizados clones
de acécia-negra. Os clones foram plantados em minijardim clonal e manejados como
minicepas, para posterior obtengdo das miniestacas.

Apo6s 30 dias do plantio das mudas, foi realizada a poda dréstica das plantas para
formar as minicepas de acacia-negra, promovendo o crescimento e desenvolvimento das
brotacOes laterais. Aos 60 dias da poda drastica da parte aérea das mudas, foi realizada a
coleta das brotacdes para confeccdo das miniestacas de 2 cm de comprimento e folhas
reduzidas em 50% de sua &rea original (AVINIO, 2021).

As miniestacas foram tratadas com solucdo hidroalcoodlica de acido indolbutirico
(AIB) na concentracdo de 2.000 mg L-1, por 10 segundos, sendo, posteriormente,
dispostas nas bandejas de polietileno com 100 alvéolos com capacidade de 18 cm3,
contendo proporgdes iguais de substrato comercial a base de casca de pinus, vermiculita
média e areia de granulometria grossa na propor¢do de 1:1:1 (v/v/v). Os cultivos foram
mantidos em camara Umida automatizada com temperatura média de 32°C e nebulizacdo
a cada 30 minutos por 10 segundos, entre as 7 e 19 horas, pelo periodo de 30 dias, para
o0 enraizamento (AVINIO, 2021).

O corte do material vegetativo coletado foi realizado a mao livre com o auxilio de
uma lamina de barbear, sendo realizados cortes de, aproximadamente, 1 cm da regido
basal das miniestacas, os quais foram fixados com a solugdo contendo 3% de
glutaraldeido em tampdo fosfato de sodio 0,1 M; pH 7,2 (GABRIEL, 1982;
MCDOWELL; TRUMP, 1976) e o outro com a solucdo de 6% de glioxal (DAPSON,
2007), e etiquetados (identificacdo do clone, o tipo de estaca, o fixador utilizado, a data

da coleta, e a concentragcdo do AIB).
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Processamento das amostras para as anélises anatdmicas e histoldgicas

Para a analise anatdmica e histologica, foram coletadas seis miniestacas por clone nos
meses de marco, julho e novembro de 2020 e fevereiro e abril de 2021. O momento da
confeccdo das miniestacas dos clones foi equivalente ao tempo zero — TO, seguido de
intervalos de 24 horas apos o ferimento (sec¢do/corte) — T1; cinco dias — T5; dez dias — T10;
quinze dias — T15, posteriormente ao intervalo de 15 dias, ao se completar, portanto, os trinta
dias — T30 apos o plantio.

ApoGs a coleta, o material vegetativo foi encaminhado ao Laboratério de Botanica
Estrutural (LABOTE), Departamento de Biologia, CCNE/UFSM, para realizar o
processamento das amostras coletadas. O material em fixador foi submetido ao vacuo, a fim
de facilitar a penetracdo dos fixadores nos tecidos. Apo6s 24 horas, realizou-se a lavagem das
amostras em tampéo de fosfato de s6dio 0,1 M e pH 7,2 (GABRIEL, 1982) por 10 minutos,
seguido de lavagem em &gua destilada por mais 10 minutos, e na sequéncia, as amostras
foram mantidas em solucdo contendo detergente Tween 20 a uma concentracdo de 2ml/L,
pelo periodo de sete dias, em movimento de rotacdo por meio de homogeneizador de
solucBes, com a finalidade da remocdo de substancias lipofilicas superficiais do sistema
dérmico. Posteriormente, as amostras foram submetidas a desidratacdo em série etilica (10,
30, 50, 70, 90, 99%) por 20 minutos em cada concentracdo (O'BRIEN; McCULLY, 1981).
Decorridos esses processos, o material foi pré-infiltrado em solucdo de 2-hidroxietil-
metacrilato (HEMA) e etanol 99,6% (1:1) durante 24 h, sequido de infiltracgio em HEMA
puro (GERRITS; SMID, 1983), durante aproximadamente 24 h.

O emblocamento do material foi em HEMA, em suporte de Teflon e Histomold Leica
até a polimerizacdo estar completa. Os cortes histoldgicos transversais e longitudinais foram
realizados com 4 e 5 um de espessura, obtidos com o auxilio de micrétomos de rotacdo Leica
RM2245 e Thermo Fischer Finess ME+, 0s quais sdo equipados com navalhas de aco.

Os testes histoquimicos foram realizados com o Lugol (IKI) para a detec¢do do amido
(JOHANSEN, 1940), e o azul de toluidina 0,05% para detecgdo de compostos pécticos,
fenolicos e lignina (O'BRIEN; MCCULLY, 1981). As andlises histoquimicas foram
realizadas em microscéopios de campo claro Leica DM2000 e Zeiss Axiolmager A2, ambos
com sistema de captura de digital de imagens por meio de, respectivamente, cAmera DFC 295
e software LAS 4.0 e Zeiss Axiocam RMC e software Zeiss Zen, sendo que, os resultados

serdo interpretados pela analise descritiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Anatémia do caule

A caracterizagdo histoldgica das miniestacas de acacia-negra dos genétipos B5, AB6 e
A1845, apresentaram semelhanca quanto a estrutura morfoanatdbmica do caule das
miniestacas, e quanto a origem de primordios radiculares entre os gendtipos estudados. De
acordo com as observacOes dos cortes transversais e longitudinais, foi possivel notar que os
clones apresentaram crescimento primario e secundario, nestas, observou-se a presenca do
tecido dérmico, fundamental e vascular (Figura 1A). Em TO verificou-se a epiderme
unisseriada (Figura 1B), a qual apresenta paredes periclinais externas cutinizadas, cujas

células sdo alongadas (Figura 1B).

Figura 1 — Cortes histologicos na base de miniestacas de A. mearnsii em tempo zero.

SD D - N

Fonte: Autora (2023).
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FIGURA 1A,B: Micrografias de cortes histologicos na base de miniestacas de acacia, no momento da confeccao
das estacas. (A) — Secdo transversal visdo geral do caule apresentando estruturas do tecido dérmico, fundamental
e vascular. (B) — Secdo longitudinal detalhamento do alongamento das células da epiderme. SD = sistema
dérmico; SF = sistema fundamental; SV = sistema vascular; ep = epiderme; Pa = parénquima; clo =

cloréngquima; en = endoderme. Barras: A =50 um; B = 500 pum.

Na regido do tecido dérmico se observou & presenca de complexos estomaticos e
tricomas (Figura 2A,B). O sistema fundamental situa-se internamente a epiderme, formada
pela regido cortical, composta externamente por quatro a seis camadas de células alternadas
de clorénguima e colénquima, e com grande quantidade de compostos fendlicos. Os
compostos fendlicos sdo importantes nos primeiros estagios de desenvolvimento da raiz, pois
esta envolvido com oxidacdo da auxina, e sua presenca pode aumentar os primordios da raiz
nas fases iniciais do enraizamento (ELMONGY et al., 2020). A regido cortical internamente
é formada por uma ou duas camadas de células parenquimaticas (Figura 2A,B), cujas células
apresentaram menor quantidade de cloroplastos e pouca presenca de compostos fendlicos,
como também, idioblastos cristaliferos e a presenca de alguns pequenos espacos intercelulares
(Figura 2A,C).

A camada mais interna do cortex é a endoderme, formada por uma camada de células
parenquimaticas (Figura 2B,C), com paredes tangenciais externas e cutinizadas, e nao
apresentaram estrias de caspary. Também foi possivel verificar que algumas células da

endoderme possui parede tangencial interna esclerificada e lignificada.
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Figura 2 — Segdes transversais com detalhamento anatémico do caule
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Fonte: Autora (2023).

FIGURA 2A,B,C: Sec0es transversais de cortes histoldgicos na base de miniestacas de acécia apos coleta das
mesmas sem efetuar o plantio no substrato. (A) — Visualiza¢do dos tecidos da epiderme, clorénquima,
colénquima, medula, e as estruturas dos tricomas (seta fina). (B) — Detalhamento do tecido cortical, endoderme,
fibras, e a visualizag8o dos estdbmatos (seta grossa). (C) — Detalhes do tecido vascular como floema e xilema
primario, floema e xilema secundario, e representado pela seta vermelha os idioblastos. ep = epiderme; clo =
clorénquima; col= colénquima; Md = medula; en = endoderme; FbP = fibras do floema; Ph1= floema primario;
Ph2 = floema secundério; X1 = xilema priméario; X2 = xilema secundario. Barras: A =50 um; B=50 ume C =
100 pm.

Posteriormente ao sistema fundamental, nota-se a presenca de um cilindro descontinuo
de esclerénquima (Figura 3A), chamado por alguns autores como bainha esclerenquimatica,
que esta situado ao redor dos tecidos vasculares, responsaveis pela sustentacdo e protecdo da
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planta. Caracteristicas semelhantes foram relatadas em outros género de Acacia, em Acacia
baileyana (SCHWARZ et al., 1999), Acacia mangium (AHMAD, 1989), Acacia montana
Benth. (CHEN et al., 2003) e Acacia podalyriifolia A. Cunn. ex G. Don ( DUARTE; WOLF,
2005), onde os autores observaram a presenca dessa camada ndo continua de esclereides e
fibras.

Alguns autores relatam que a presenca desse cilindro esclerenquimatico é
regularmente formada exteriormente ao local onde ocorre a iniciacdo do enraizamento
adventicio a medida que o caule se desenvolve (HARTMANN et al. 2011; APPEZZATO-
DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2013; EVERT, 2013). Porém, outros estudos
apontam que a capacidade de enraizamento pode ser as vezes influenciada de forma negativa
com a continuidade ou numero de camadas celulares deste tecido esclerenquimatico
(WENDLING et al., 2015; MENDONCGCA et al., 2019; SANTORO et al., 2022).

Visto que, alguns autores relatam que as principais causas da ma formacao de raizes
em estacas lenhosas podem ocorrer devido a presenca do tecido esclerenquimatico, com
paredes espessas que circunda o cilindro vascular, e que atuava como barreiras mecanicas na
penetracdo de agua (BEAKBANE, 1969), ou barreira mecanica (EDWARDS; THOMAS,
1980), e podem interferir o inicio e a emergéncia de raizes adventicias. As fibras descontinuas
de esclerénquima que delimitam o cambio podem atuar parcialmente como barreira
anatbmica, causando desvio no crescimento radial de primordios radiculares conforme
observado na espécie Eucalyptus urophylla (MENDONCA et al., 2020).

Entretanto, a hipotese mencionada anteriormente ndo determina a relacdo direta da
esclereficacdo e a reducdo na capacidade de enraizamento (AMISSAH et al. 2008 ;
HARTMANN et al. 2018 ). Corroborando isso, a indu¢do de raizes adventicias pode advir de
rupturas do esclerénquima que se formam durante o desenvolvimento da formacéo de raizes e
ou do caule, de modo que, espécies com dificuldade de enraizar muitas vezes ndo conseguem
desenvolver os primordios radiculares, independente da regido esclerenquimatica
(HARTMANN et al., 2018). Além disso, em outras espécies lenhosas a formacdo de raizes
adventicias em estacas e miniestacas ocorrem em menor tempo, principalmente devido a
inexisténcia dessas barreiras anatémicas (PIMENTEL et al., 2020).

Nesse estudo o tecido esclerenquimatico ndo atuou como uma barreira anatdmica ao
desenvolvimento de primdrdios radiculares de miniestacas de A. mearnsii, assim como
também no estudo de llex paraguariensis descrito por Pimentel et al. (2020).

Internamente a faixa descontinua de esclerénquima, observa-se a regido do periciclo

formada com inumeras células, delimitando o cilindro vascular (Figura 3C). As células
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periciclicas apresentam baixa lignificacdo, mudam a estrutura em algumas regides removendo
a lignina e em outras mantendo lignificacdo e crescendo independentemente (Figura 3C). Na
regido do cambio interfascicular normalmente ocorre acimulo de esclereides, local onde nao
ocorre a desdiferenciacdo de esclerénquimas, e de fibras descontinuas (Figura 3B), e também
a presenga de agrupamentos de fibras vivas. A regido vascular, é constituida por alternancia
entre os feixes vasculares, em direcdo ao centro é formada por células do floema secundario e
primario, e por xilema secundario e primario (Figura 3A). A regido medular é formada por

células parenquimaticas, e com alguns espacos intercelulares (Figura 3A).

Figura 3 — Sec¢des transversais com detalhamento morfoanatdmico de estruturas e tecidos.
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Fonte: Autora (2023).
FIGURA 3A, B, C: Secdes transversais de cortes histologicos de miniestacas de acaciaem T0. (A) —

Visualizagdo de um cilindro descontinuo de esclerénquima (trago pontilhado), floema e xilema primario, floema
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e xilema secundarios, e tecidos endoderme e fibras do floema, medula, espagos intercelulares (seta fina), célula
com vacuolo e nlcleo (seta vermelha) e regido do cAmbio. (B) — Detalhes da regido do cambio interfascicular,
onde ocorre acimulo de esclereides (asteriscos). (C) — Detalhamento dos tecidos endoderme, fibras, esclereides
(seta vermelha), periciclo, idioblastos (prisma). Md = medula; en = endoderme; FbP = fibras do floema; fb =
fibras; pe = periciclo; Phl= floema primario; Ph2 = floema secundario; cr = regido cambio; X1 = xilema

primario; X2 = xilema secundario. Barras: A = 100 um; B =50 pum e C =50 pum.

Descricdo anatémica da rizogénese adventicia em dias de cultivo

O presente estudo mostrou que as miniestacas dos clones estudados (Figura 4A)
revelaram caracteristicas anatdmicas semelhantes, ou seja, ndo hd nenhuma caracteristica
anatdbmica que determine diferencas no desempenho do enraizamento adventicio nesse
presente estudo. Ainda, observou-se o crescimento secundario em todos os clones estudados,
sendo caracterizado pela atividade da regido cortical, endoderme, periciclo, e tecidos
vasculares. Nos cortes basais das miniestacas mostrou a camada de epiderme localizada mais
externamente (Figura 4B). Um anel esclerenquimatico descontinuo, que circunda o cilindro
vascular, separando a regido do cortex dos feixes vasculares (Figura 4A). Essa camada de
esclerénquima é formada por esclereides e fibras descontinuas (Figura 4C).

Em TO os raios vasculares iniciaram-se com fileiras unisseriadas e expandiram-se para
a parte externa do floema (Figura 4B). A regido cambio e o xilema estdo localizados
internamente do tecido floematico (Figura 4B). O xilema consiste em elementos de vaso
(Figura 4C). Em alguns locais, as camadas de esclereides sdo formadas por uma ou duas
células de espessura observadas no floema externo (Figura 4D).

A regido medular das células parenquimaticas é localizada ao centro do caule, com a
presenca de poucos graos de amido, distribuidos ao longo da regido medular (4E). O amido é
de suma importancia para 0 processo de enraizamento, por ser um pre-requisito no
fornecimento de energia, devido a sua quebra em carboidratos, consumida principalmente no
processo de respiracdo celular, visando a divisdo, alongamento e diferenciacdo dos tecidos
(RICKLI et al., 2015).

Nas primeiras 24 horas (T1) foi possivel observar o citoplasma, vacuolos, nacleo e
nucléolo bem desenvolvido, houve reacBes de algumas células em decorréncia da
desdiferenciacdo e proliferacdo celular, principalmente na regido cortical e na endoderme
(Figura 4B), sendo que, essas reagdes ocorreram de formas independentes ao longo do tecido.

Nessas regides de proliferacdo do cortex as células do parénguima se dividiram, e
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apresentaram um ndcleo e nucléolo bem volumoso (Figura 4B), além disso, observou que
ficaram pequenos fragmentos nessa regido cortical que ndo sofreram divisdes decorridas da
proliferacdo, apresentando tecido parenquimatico isodiamétrico. Ocorreu também a
proliferacdo celular na regido floematica e do periciclo, além de alteragfes na atividade do
cambio vascular e na estrutura celular, ap6s uma sequéncia de divisdes transversais (Figura
4B).

Figura 4 — Sec0es transversais e longitudinais de cortes histologicos de miniestacas de acacia.

Fonte: Autora (2023).
FIGURA 4A,B,C: Secoes transversais e longitudinais de cortes histolégicos de miniestacas de acacia. (A) —

Visualizagdo de aspectos macroscdpicos de miniestaca de A. mearnsii em T1. (B) — Secéo transversal de
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miniestacas em T1, detalhando um cilindro descontinuo de esclerénquima, floema e xilema, tecidos endoderme
(asteriscos vermelho) e regido cortical (setas brancas) desdiferenciando, regido do floema e periciclo
proliferando (asterisco preto) e alteracdo da atividade do cambio (setas vermelhas). (C) — Secdo longitudinal com
detalhes das fibras do floema (seta vermelha) elementos de vasos (asteriscos) e placa (seta preta). (D) —
Detalhamento dos tecidos endoderme, fibras, esclereides (setas vermelhas). (E) — Secéo transversal com
detalhamento de gréos de amido na regido medular. Md = medula; en = endoderme; FbP = fibras do floema; fb =
fibras; pe = periciclo; Ph = floema; Ph1= floema primério; Ph2 = floema secundério; X1 = xilema primario; X2

= xilema secundario; tr = tricomas. Barras: A =5 mm; B = 100 um, C e D =50 um.

No tratamento T5, houve um aumento de volume e tamanho nas células, na regido do
floema priméario e periciclo, em decorréncia da desdiferenciacdo e proliferacdo celular,
observou-se também acimulo de compostos fenolicos nessas regides (Figura 5A,B).
Verificou-se também o crescimento dos raios parenquimaticos no sentindo de dentro para fora
(Figura 5B), provocando um aumento no tamanho das células, que se alongaram e realizaram
conexBes com as células parenquimaticas da regido cortical, estabelecendo assim a conexao
vascular entre os tecidos caracteristicos, semelhantes ao que foi descrito por A. mangium
(AHMAD, 1989).

Em T5 a epiderme e na regido cortical observou células com acgucares vacuolados, que
aumentaram em quantidade e em maior intensidade de colora¢do, ocorrendo uma maior
distribuicdo dessas células acumulando acucares (Figura 5A). Entretanto, o processo de
inducdo do enraizamento requer uma quantidade significativa de energia, portanto altos niveis
de acuUcares podem auxiliar a formacéo de raizes adventicias (ELMONGY et al., 2020). Além
disso, os carboidratos soluveis sdo considerados a principal fonte de carbono nas plantas, o
que tornam fundamentais a sua mensuracdo, principalmente durante o processo de
enraizamento da planta (CHU et al., 2010). Desse modo, a presenca de carboidratos estimula
diretamente a resposta de enraizamento, pois é fonte de energia para a biossintese de acidos
nucleicos e proteinas, além dos agucares que constituem paredes celulares em ampla formacéo
(ALMEIDA et al., 2017; HARTMANN et al., 2018).

Na fase do 10° ao 15° dia de cultivo, as células da regido floematicas expressaram uma
caracteristica meristematica e se dividiram em diferentes dire¢des (Figura 5C), nas regifes
onde as divisbes celulares estavam ativas, algumas células tornaram-se maiores com nucleos
notavelmente volumosos (Figura 5D). Observou também na regido cortical que ha trechos
com alongamento celular. O desenvolvimento radicular dos gendétipos de acacia ocorreu pelo

processo da proliferacdo da endoderme (Figura 5D), assim como também pela atividade do
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floema primario e secundario nos primeiros dias apds a insercdo da miniestaca, contribuindo
assim, para a formacéao de novas células.

Entre T15 e T30 dias de cultivo, as células da endoderme e do floema proximas a esses
fragmentos esclerenquimaticos se mantém dividindo, proliferando e alongando (Figura 5D),
sendo que, nessas regides ocorre o recrutamento de células para formar as novas raizes, assim,
como também a conexdo entre os tecidos vasculares com a vascularizacdo radicular
adventicia.

A bainha esclerenquimatica descontinua ndo impediu a formacdo de raizes adventicias
dos genotipos como ja mencionado. Mas foi possivel observar logo nas primeiras horas de
cultivo entre 36-48 horas, tecidos com proliferacdes de fungos (Figura 5A,B,D), nos quais
acarretaram perda tecidual em regides do cambio e do xilema, de modo, a gerar rompimento
desses tecidos (Figura 5D), sendo que, verificou a presenca desses fungos que ocasionam a
degradacdo bidtica de tecidos, que bem provavel, comecou a proliferacdo, quando ainda as
plantas estavam vivas, e podendo estarem associadas principalmente a colonizacdo fungica
(LEFEBVRE et al., 2023). Dessa forma, estes fungos degradando tecidos importantes para a
conexdo vascular, acarretaram em uma barreira exdgena (ambiental) ao desenvolvimento de
raizes, mas por ser um fator plastico, através de manejo e cultivo adequado tem como superar

essa a tal barreira, para os gendtipos aqui estudados.
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Figura 5 — Secdes transversais de cortes histologicos de miniestacas em T10 e T15.

Fonte: Autora (2023).

FIGURA 5A, B, C, D: Secdes transversais de cortes histolégicos de miniestacas. (A) — Visualizagdo de aspectos
anatdmicos de miniestaca de A. mearnsii em T5, sessdo transversal com detalhes da desdiferenciacédo e
proliferacdo celular no floema primario e periciclo (triangulos vermelhos), acimulo de compostos fenélicos (seta
preta) e também observou aumento de células acumulando agucares vacuolados (seta branca). (B) — Secéo
transversal com detalhamento do crescimento dos raios medulares no sentindo de dentro para fora (seta
vermelha) e acimulo de compostos fendlicos (seta preta). (C) — Em T10 Detalhamento da regido floematicos
expressaram uma caracteristica meristematica (triangulo vermelho). (D) — Algumas células tornaram-se maiores
com nucleos notavelmente volumosos (seta amarela), a proliferagdo da endoderme (seta vermelha), e a regido do
floema proximo a esses fragmentos esclerenquimaticos se mantém dividindo, proliferando (tridngulo preto). ep =

epiderme; Md = medula; en = endoderme; Fb = fibras; cr = regido cortical; * = regido contaminada por fungos.
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Barras: A, B, C, D = 50 pm.

Entretanto, ndo foi possivel observar nas andlises histologicas o tempo que se
comprovasse 0 momento exato, devido a coleta do material vegetativo, pois, aos 30 dias as
raizes ja estdo estabelecidas (Figura 6A). No presente estudo, salienta-se a importancia da
proliferacdo do tecido floemético juntamente com a regido cortical para o estudo, pois, a partir
desses tecidos que ocorrem as etapas do processo rizogénico, assim como, também a
formacéo de calos. Os calos sdo arranjos de células desorganizadas, que podem desempenhar
0 papal de cicatrizante ao um determinado ferimento da planta, e conforme sua densidade
pode ser sim um indicativo de que o genétipo tem competéncia ao enraizamento adventicio
(ZHU et al., 2018).

A formacéo de calos é importante na producédo de raizes, influenciando diretamente a
iniciacdo radicular (LOVELL; WHITE, 1986) ou até indicar baixa juvenilidade do material
(STUEPP et al. 2015). Estes dependem de diversos fatores como, a qualidade do material
genético, balanco hormonal, tipo de corte e idade dos propagulos (PIMENTEL et al., 2019).
Dessa forma, a formacédo de raizes e calos pode acontecer em processos independentes em
algumas espécies, mas como também, a formacdo de calos pode induzir a formacéo de raizes
adventicias (XAVIER et al. 2013).

Visto que, aos 30 dias ja com a raiz estabelecida (Figura 6B), nota-se que a presenca
esclerenquimatica descontinua e a formacdo de calos, ndo impossibilitaram a formacédo de
raizes desta espécie (Figura 6C), caracterizando o processo de enraizamento adventicio de A.
mearnsii como padréo indireto.

Portanto, para a espécie em estudo as observacdes gerais anatbmicas mostraram
padrdo indiretamente na formacdo de raizes adventicias em miniestacas de A. mearnsii,
ocorreram através da proliferacdo e desdiferenciacdo de alguns tecidos importantes, a
formagdes de células meristematicas, a diferenciacdo da origem de primordios radiculares e a
diferenciacdo de tecidos vasculares, que é simultaneo ao crescimento da raiz adventicia.

A rizogénese de A. mearnsii possui barreiras ao seu desenvolvimento, mas nao sao
anatdmicas, como citada em estudos de Beakbane (1969). Em linhas gerais o processo de
enraizamento adventicio da acacia-negra ocorre aparentemente na regido da endoderme
predominando divis@es longitudinais-tangéncias e nas demais células da regido cortical com
divisbes longitudinais-radiais, sempre acompanhando a hipertrofia, também percebe que nas

camadas corticais o nucleo e nucléolo se tornam volumoso.
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A reacdo de hipertrofia e hiperplasia ndo atinge em todas as células, sendo que aquelas
qgue ndo reagem, ou demoram, acabam sendo comprimidas pelas reagdes. Considerando a
continuidade do desenvolvimento a regido do floema também contribui na formacéo de novas
células, atraveés da proliferacdo e diferenciacdo de grupamentos de elementos vasculares, se
mantém divisiveis, e formam conexdes com tecidos condutores e originando a projecdo de
novos tecidos para formar as raizes. No entanto, elucidar a anatomia do caule é fundamental

para a compreensdo do processo de rizogénese.

Figura 6 — Secdes transversal e longitudinal na regido basal das miniestacas de A. mearnsii, demostrando a

formagao dos primordios radiculares em 30 dias.

Fonte: Autora (2023).

FIGURA 6A,B,C: Sec0es transversais e longitudinais de cortes histol6gicos de miniestacas de acacia. (A) —

Visualizacdo de aspectos macroscépicos de miniestaca de A. mearnsii com a raiz formada. (B) — Sesséo
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transversal de miniestacas em T30, detalhando a formagao de uma raiz ja estabelecida e demostrando a regido do

cilindro central. Figura (C) — Secdo longitudinal com detalhes da raiz em T30, demostrando as conexdes entre 0s

tecidos, e o tecido neoformados. AR = raiz adventicia; np = tecido neoformado; cc = cilindro central. Barras: A =
5 mm; B =100 um, C =50 pm.

Avaliar e descrever a formagdo de primoérdios radiculares de A. mearnsii propiciou
uma maior compreensdo sobre a iniciacdo radicular dos gendtipos, que respondeu
principalmente a hipdtese que mesmo com a presenca de feixe ndo continuo de esclerénquima
verificou-se que a raiz supera tal barreira, crescendo das imediacOes floeméticas em direcéo a
epiderme, e o fator limitante nesse estudo pode estar atribuido a proliferacdo de fungos nos
tecidos dos genotipos estudados. Deste modo, acarretando a reducdo de nimero de raizes por
miniestaca, assim como, também a assimetria dessas raizes e a instabilidade da muda,
limitando a formacao do enraizamento adventicio por miniestacas (MOKOTEDI et al. 2010 ).

Sendo que, estudos mais aprofundados com a anatomia e a fisiologia podem elucidar
ainda mais detalhes do processo da rizogénese de acacia-negra, de acordo com a competéncia
do enraizamento dos clones. Ainda, observou que as mesmas condicGes de cultivo usadas para
maximizar a producdo de mudas, pode sim beneficiar o ambiente ideal para o
desenvolvimento de doencas, podendo impactar no processo de formacdo de raizes. Deste
ponto de vista, a formacdo da raiz também pode ser controlada por alguns fatores como, a

selecdo de material (qualidade do gendtipo), ambiental (manejos), fisioldgicos e bioquimicos.

CONCLUSOES

As raizes adventicias de miniestacas de A. mearnsii sao originarias pelo processo da
proliferacdo da endoderme, dos tecidos vasculares e pela atividade do floema primério e
secundario para a formacdo de novas células. O processo rizogénico ndo e afetado pela
formacéo de calos, correspondendo assim, ao padréo indireto de enraizamento. A presenca de
um anel de esclerénquima descontinuo circundando o sistema vascular das hastes de acécia-
negra ndo constitui uma barreira mecanica a emissdo de raizes. Um fator limitante nesse
estudo pode estar atribuido a proliferacdo de fungos observados em tecidos da regido cambial
e xilematica, caracterizando com tal barreira (ambiental) ao enraizamento adventicio dos

clones.
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5 Capitulo 11

ESTUDOS HISTOLOGICOS EM Acacia mearnsii DE WILD. E llex paraguariensis A.
ST.-HIL. REVELAR NOVOS INSIGHTS SOBRE AS BARREIRAS AO
ENRAIZAMENTO ADVENTICIO

O objetivo do presente estudo foi realizar estudos histolégicos para trazer novos insights de
como as barreiras podem afetar o enraizamento adventicio de miniestacas de A. mearnsii e 1.
paraguariensis. A formacédo de raizes adventicias é fundamental para a propagacéo vegetativa
em espécies florestais com importdncia econdmica, como Acacia mearnsii e llex
paraguariensis. A propagacdo assexuada € comumente utilizada para programas de
reproducdo devido ao seu curto ciclo de vida, e a alta eficiéncia nos povoamentos. A falta de
informacdo sobre as barreiras de enraizamento adventicio aos segmentos de miniestacas bem
como seus processos de formacdo para ambas as espécies, € bem limitada na literatura.
O enraizamento adventicio € um evento bioldgico comumente tratado em termos histologicos.
Portanto, ao entender os mecanismos reguladores da formacdo de raizes € vital para o uso
prolongado e eficaz dos recursos biol6gicos das plantas. As analises dos potenciais de
enraizamento em funcdo da prépria estrutura dos caules sdo marcantes, principalmente no que
diz respeito as barreiras anatdbmicas. Refor¢ando a necessidade dos estudos histoldgicos, uma
vez que um peso importante que se dava as barreiras anatdmicas, pelo insucesso do
enraizamento, foi muito reduzido, além dos marcadores morfolégicos de referéncia terem sido
claramente estabelecidos. Os resultados apontados pelas andlises histoldgicas trouxeram
importantes insights e contribuicBes para ambas as espécies. A rizogénese possui barreiras,
mas estas ndo sdo necessariamente anatbmicas. Em A. mearnsii, verificou-se que a auséncia
de tecido aparece como uma barreira, decorrido a proliferacdo de fungos, ja4 para I.
paraguariensis, a presenca de amido em abundancia foi marcante em clones com maior
competéncia de enraizamento. A formacdo de raizes adventicias em ambas as espécies segue
um padrdo semelhante, desde o recrutamento de células, a formacdo do calo e vascularizacdo
adventicia, caracterizando a formacéo de raizes funcionais como padrdo indireto.

Palavras-chaves: espécies florestais, raiz adventicia; propagacgéo clonal; barreiras; fungo.
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ABSTRATC

HISTOLOGICAL STUDIES ON Acacia mearnsii De Wild. and llex paraguariensis A.
St.-Hil. REVEAL NEW INSIGHTS INTO BARRIERS TO ADVENTITIOUS
ROOTING

The aim of the present study was to perform histological studies to bring new insights into
how barriers can affect adventitious rooting of A. mearnsii and I. paraguariensis minicuttings.
The formation of adventitious roots is essential for vegetative propagation in economically
important forest species, such as Acacia mearnsii and llex paraguariensis. Asexual
propagation is commonly used for breeding programs due to its short life cycle and high
efficiency in stands. The lack of information about adventitious rooting barriers to minicutting
segments, as well as their formation processes for both species, is very limited in the
literature. Adventitious rooting is a biological event commonly treated histologically.
Therefore, understanding the regulatory mechanisms of root formation is vital for the
prolonged and effective use of plant biological resources. Analyzes of rooting potentials as a
function of the structure of the stems are remarkable, especially with regard to anatomical
barriers. Reinforcing the need for histological studies, since an important weight given to
anatomical barriers, due to rooting failure, was greatly reduced, in addition to the
morphological reference markers having been clearly established. The results indicated by the
histological analyzes brought important insights and contributions for both species,
rhizogenesis has barriers, but these are not necessarily anatomical. In A. mearnsii, it was
verified that the absence of tissue appears as a barrier, after the proliferation of fungi, and in 1.
paraguariensis, the presence of starch in abundance was remarkable in clones with greater
rooting competence. The formation of adventitious roots in both species follows a similar
pattern, from cell recruitment, callus formation, adventitious vascularization, characterizing
the formation of functional roots as an indirect pattern.

Key words: forest species, adventitious root; clonal propagation; barriers; fungus.
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INTRODUCAO

A maioria das espécies florestais € propagada por mudas. A propagacdo sexuada
resulta em populacfes altamente varidveis para caracteristicas importantes, como altura da
planta, didmetro e potencial produtivo, que dificultam o uso de praticas de manejo adequadas.
A propagacdo assexuada é a melhor escolha para espécies cuja producdo de mudas é
prejudicada, seja pela disponibilidade de sementes ou qualidade. A propagacdo assexuada
resulta em populacdes altamente uniformes e fixa combinagdes favoraveis de caracteristicas,
altos niveis de heterozigosidade e interacdes superiores de variancia genética (BISOGNIN,
2011). Dentre as técnicas de propagacdo assexuada, as estacas sdo amplamente utilizadas para
propagacdo de espécies horticolas e florestais, por ser uma técnica eficiente para maximizar o
ganho genético (NAIDU; JONES, 2016). As estacas sdo preparadas a partir do caule, folha ou
raiz, sendo as estacas do caule as mais amplamente utilizadas.

Miniestacas € uma variacdo da técnica de estacas. A miniestaquia é a técnica mais
importante para a clonagem de espécies florestais, conforme demonstrado no género
Eucalyptus (NAIDU; JONES, 2016), com protocolo bem estabelecido e amplamente utilizado
comercialmente por empresas florestais (LIMA et al., 2022). Tem sido usado com sucesso
para melhorar a capacidade de enraizamento de espécies florestais como Pinus pinaster
(MAJADA et al., 2011). Protocolos experimentais foram desenvolvidos para outras espécies,
incluindo llex paraguariensis, espécie nativa do Brasil (PIMENTEL et al., 2019). O sucesso
do uso da tecnologia de miniestacas esta diretamente associado a competéncia para 0
desenvolvimento de um sistema radicular adventicio.

A formacdo de raizes adventicias € um processo altamente controlado, incluindo
desdiferenciacdo e formacédo de células fundadoras, diviséo celular e formagdo de primérdios
e crescimento de raizes adventicias (LAKEHAL; BELLINI, 2019). A formagédo de raizes
acidentais tem um componente genético, dependendo das espécies e gendtipos dentro das
espécies, e um componente ambiental. Diferencas genéticas entre clones tém sido relatadas na
literatura, quanto a competéncia de enraizamento em Eucalyptus (NAIDU; JONES, 2016) e
Cabralea canjerana (BURIN et al., 2020), e no tempo Otimo para enraizamento de
miniestacas em hibridos de E. benthamii x E. dunnii (BRONDANI et al., 2012) e Sequoia
sempervirens (PEREIRA et al., 2018).

Condicbes ambientais associadas a mudanca de estacdo afetam o rendimento de
miniestacas e a competéncia de enraizamento, como demonstrado em Olea europaea
(CASARIN et al., 2017) e S. sempervirens (PEREIRA et al., 2018). A temperatura e a luz do
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dia aumentam durante a primavera e o verdo, melhorando o crescimento e o desenvolvimento
das plantas e a sintese de auxinas (WIT et al., 2014). A auxina é o principal tipo de hormonio
associado ao processo de enraizamento adventicio, sendo o acido indol acético (IAA) o mais
importante (LAKEHAL; BELLINI, 2019). Um aumento na concentracdo de IAA 6 horas ap0s
a exciséo de miniestacas foi relatado em Pisum sativum, sendo uma indicagéo de competéncia
de enraizamento (RASMUSSEN et al., 2015). A aplicacdo de auxinas, principalmente acido
indol butirico (IBA), tem sido indicada para melhorar o enraizamento adventicio de
Schizolobium parahyba (LIMA et al., 2019) e Zizyphus jujuba (SHAO et al., 2018).

O metabolismo vegetal afeta o acimulo de reservas nos tecidos vegetais necessarios
para 0 enraizamento adventicio. A formacdo de calos foi associada ao consumo de agUcar
sollvel e proteina, e 0 enraizamento adventicio com acumulo de aclcar soltvel e proteina em
Zizyphus jujuba (SHAO et al., 2018). Mudanc¢as anuais nas concentracdes de acucares
sollveis e proteinas foram observadas em tecidos foliares e da casca de Olea europaea (ERIS
et al., 2007). A presenca de folhas melhora o enraizamento de miniestacas (HARTMANN et
al., 2011), mas sua reducdo a metade da area original foi indicada para a propagacéo de |I.
paraguariensis por miniestacas de gema simples (PIMENTEL et al., 2020). Nesta espécie, foi
encontrada uma relacéo inversa significativa entre didmetro e porcentagens de sobrevivéncia e
enraizamento (GAZZANA et al., 2020a).

Estamos explorando o componente genético selecionando gendtipos com competéncia
de enraizamento adventicio de miniestacas para maximizar o ganho com a selecdo. Também
realizamos tecnologia de clonagem e estudos histologicos durante esse processo de algumas
espécies florestais. Acacia mearnsii € uma arvore fabacea nativa da Austrélia. Possui grande
importancia econdmica e social no Rio Grande do Sul, onde € cultivada para extracdo de
tanino e producdo de celulose e energia. llex paraguariensis € uma arvore aquifoliacea que
ocorre naturalmente no sul do Brasil. Seus galhos finos e folhas sdo a principal matéria-prima
para a industria que possui requisitos especificos de qualidade e demanda um fornecimento
continuo (GAZZANA et al., 2020b). A propagacédo clonal resulta em populacfes altamente
uniformes que podem atender as demandas especificas da industria. Além de manter a
uniformidade em diferentes condigOes de solo, clones de Eucalyptus apresentaram rendimento
e qualidade de madeira semelhantes (MAIDANA et al., 2022).

O enraizamento adventicio € um evento bioldégico comumente tratado em termos
histoldgicos. A histologia, anatomia, ou estudos estruturais de maneira ampla, seguem sendo
extremamente importantes, pois, considerando a producédo vegetal, o enraizamento adventicio

oriundo de experimentacdo segue sendo uma manifestacdo estrutural (LOVELL; WHITE
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1986). O historico de estudos histologicos e anatdmicos estabeleceu bases que melhoraram a
compreensdo sobre o enraizamento adventicio. Neste contexto, a anélise dos potenciais de
enraizamento em funcdo da propria estrutura dos caules é marcante, principalmente no que
diz respeito as barreiras anatdbmicas. O estudo de Sachs et al. (1964), entre outros (AMISSAH
et al. 2008; MONDER et al. 2019), reforgou a necessidade dos estudos histologicos, uma vez
que um peso importante que se dava as barreiras anatdmicas, pelo insucesso do enraizamento,
foi muito reduzido, além dos marcadores morfologicos de referéncia terem sido claramente
estabelecidos.

O objetivo foi realizar estudos histoldgicos para trazer novos insights de como as
barreiras podem afetar o enraizamento adventicio de miniestacas de A. mearnsii e I.

paraguariensis.

MATERIAL E METODO

Os experimentos foram conduzidos com propagulos coletados no minijardim clonal
instalado em casa de vegetacdo climatizada do Centro de Melhoramento Vegetal e
Propagacgédo Vegetativa (MPVP), Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Santa Maria (RS), Brasil. Os minijardins clonais de A. mearnsii e I.
paraguariensis foram implantados em bancadas, em sistema fechado de cultivo sem solo,
tendo como substrato areia grossa e solucdo nutritiva fornecida ao canteiro por fertirrigacdo
por inundacdo. As praticas de composicdo, distribuicdo e manejo da solucdo nutritiva foram

descritas em Gazzana et al. (2020b).

Preparo e cultivo das miniestacas

Brotos de comprimento adequado foram coletados das minicepas de A. mearnsii. As
miniestacas foram preparadas seccionando a parte aérea em gemas unicas e as folhas
reduzidas a 50% da &rea original. As miniestacas foram tratadas com solucéo hidroalcodlica
(1:1) de &cido indolbutirico (IBA) na concentracdo de 2.000 mg L™, por 10 segundos,
conforme definido em estudos preliminares. Algumas miniestacas de |. paraguariensis néo
foram tratadas com AIB. As miniestacas foram cultivadas em bandejas de 100 alvéolos,
contendo proporcOes iguais de substrato comercial & base de casca de pinus, vermiculita
média e areia grossa. Eles foram colocados em uma bancada dentro de uma camara de

umidade, com umidade relativa mantida acima de 95% por nebulizacdo automatizada. As
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miniestacas de I. paraguariensis foram coletadas aos 0, 30 e 60 dias e de A. mearnsii aos 0, 5,
10 e 15 dias de cAmara de cultivo para avaliagcGes anatdmicas e histoldgicas.

Preparo das amostras

A regido basal das miniestacas foi primeiramente seccionada em pedacos de
aproximadamente 1 cm. Os cortes a mao livre foram feitos com o auxilio de uma lamina de
barbear. As amostras foram fixadas em duas solu¢des quimicas distintas, uma contendo 3% de
glutaraldeido e 0,1 M de tampao fosfato de s6dio com pH 7,2 (MCDOWELL; TRUMP, 1976;
GABRIEL, 1982), ou a outra com uma solucdo de 6% de glioxal e 0 mesmo tampé&o
(DAPSON, 2007). As amostras foram entdo lavadas uma vez por 15 minutos no mesmo
tampdo e depois em agua destilada uma vez por 15 minutos.

As amostras foram mantidas em rotacdo em microcentrifuga por cinco a sete dias em
tubos contendo 2 mL L™ de Tween20, ou solucdo de Extran 5% para remover ceras
epicuticulares e quaisquer substancias lipofilicas para facilitar a posterior infiltracdo em 2-
hidroxietil metacrilato (HEMA). As amostras foram desidratadas em série de alcool etilico
(O'BRIEN; McCULLY, 1981), pré-infiltradas em HEMA e solucdo de etanol absoluto (1:1)
durante 12 h, seguidas de infiltracio em HEMA por aproximadamente 4 h, e encaixa-los em
um suporte de Teflon até completar a polimeriza¢do (GERRITS; MID, 1983).

As amostras foram seccionadas em 3, 4 ¢ 5 um de espessura usando um micrétomo
rotativo Leica RM2245. As laminas histologicas foram coradas com azul de toluidina em
tampdo benzoato de sédio 0,05% e pH 4,4 (SIDMAN et al., 1961). Compostos fendlicos totais
foram detectados com azul de toluidina (O'BRIEN et al., 1964), amido com solucéo de lugol
(JOHANSEN, 1940), polissacarideos totais com reagente de Schiff e &cido periddico
(O'BRIEN; McCULLY, 1981), e substancias lipofilicas com Sudan 7B (BRUNDRETT et al.,
1991) combinado com azul de toluidina.

Para a identificacdo da podriddo, miniestacas sintomaticas de A. mearnsii foram
desinfetadas em solugdo de etanol 70% seguida de hipoclorito de sodio 2%. As miniestacas
foram transferidas para placas de Petry contendo meio de agar batata dextrose, seladas e

cultivadas na temperatura de cerca de 25°C no escuro até a esporulagéo.

Anélise microscopica e documentacdo de imagens

A documentacéo e analise fotografica foram feitas com microscopio Leica® DM 2000
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e M80 com sistema de captura de imagem DFC295 e microscopio Zeiss Axiolmager A2 com
sistema de captura digital Zeiss MCr e software ZEN (ZeissTM). O registro fotomicrografico

foi realizado com o auxilio da cdmera Canon Rebel T5i com lentes macro 150mm.

Metodologia de identificacdo fungica

Miniestacas foram desinfestadas inicialmente com alcool 70% e apds, com uma
solucdo de NaClO a 50% por 1 minuto. Apos foram colocadas em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar). As placas foram incubadas a 25°C por 48 horas e
fotoperiodo de 12 hs. Apds o periodo de incubacdo, as miniestacas foram observadas em
microscopio estereoscépico Olympus SZ51 e para a identificacdo das estruturas fangicas

foram confeccionadas laminas que foram observadas em microscopio 6tico Zeiss Primo Star.

RESULTADOS

Aspectos gerais das miniestacas no tempo zero

Em secgdes transversais, a base das miniestadas de A. mearnsii apresentam uma
estrutura combinada de tecidos primarios e secundarios. Os tecidos primarios sdo epiderme,
tecido fundamental na regido cortical e periciclo, floema e xilema e mais internamente a
medula (Figura 1A,B). O tecido secundario é representado pelo cambio, floema e xilema
secundérios (Figura 1B).

Em funcdo dos resultados que serdo apresentados a seguir, devem receber destaque a
regido cortical, periciclo esclerificado e lignificado, floema primario e secundario. A partir
destas regiGes e respectivos tecidos ocorre a formacdo dos calos, através dos quais se
estabelece a conex&o vascular das raizes adventicias com o tecido vascular caulinar bem como
0 recrutamento de células para a formacéo das raizes adventicias. Assim, a camada cortical
mais externa € tipicamente composta por colénquima que alterna com clorénquima (Figura
1A,B). Internamente, se diferencia tecido parenquiméatico em uma ou poucas camadas (Figura
1B). A endoderme é composta por uma camada de células com estrutura parenquimatica,
sendo diversas de suas células idioblastos cristaliferos (Figura 1B). Mais internamente segue 0
periciclo composto por fibras septadas e esclereides, ambas usualmente vivas (Figura 1C).

A esclerificacéo e lignificacdo das fibras é centripeto e gradual e as células estdo vivas

na maioria das miniestacas e a quantidade de células pode ser alta em entrends jovens. Mesmo
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com relativa lignificacdo, as fibras se dividem transversalmente, tornam-se septadas nas quais
é possivel distinguir aspectos basicos como citoplasma, vacuolos e nicleo, além de paredes
transversais pecto-celuldsicas (Figura 1C). Embora o periciclo seja continuo, a esclerificacdo

e lignificacdo das células ndo acorre em todas as células, as quais mantém estrutura

parenquimatica (Figura 1B).

FIGURA 1 — Secdes transversais (A, B) e longitudinal (C) do caule do clone B5 de Acacia mearnsii no tempo
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FIGURA 1 — Sec0es transversais (A, B) e longitudinal (C) do caule do clone B5 de Acacia mearnsii no tempo
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zero: (A) Aspecto geral com indicagdes de diferentes tecidos primarios e secundarios. (B) Detalhe com énfase a
regido de esclerénquima periciclico descontinuo contendo fibras (f), esclereides (ec) e células com estrutura
parenquimatica (seta vermelha). Seta preta indica idioblasto cristalifero na endoderme (en). (C) Detalhe de uma
porcao da regido cortical e vascular separadas por fibras septadas com énfase as paredes transversais (setas
vermelhas) e nlcleos (setas pretas). Designacdo dos sinais: col, colénquima; clo, clorénquima; Pf, feixe de fibras
do floema; P1, floema primério; P2, floema secundario; X2, xilema secundario; X1, xilema primario; p, medula;
seta, epiderme; linha pontilhada, cAmbio vascular. Barras de escala, 50 um.

A estrutura do caule de llex paraguariensis, dentre as miniestacas utilizadas, sempre
se apresentam com xilema e floema secundarios, embora com pequeno acimulo de tecidos,
portanto, ainda apresenta todos os tecidos primarios (Figura 2A), podendo, em alguns casos,
ainda apresentar de aspectos gerais de 6rgdo primario. Seguindo o contexto do presente
estudo, é importante salientar a estrutura da epiderme, esclerénquima periciclico, regido
cortical e floemas primério e secundario (Figura 2A,D).

Assim, no momento em que sdo produzidas as miniestacas se observa que a epiderme
possui uma unica camada de células. Na regido cortical sdo observados uma camada de
clorénquima, e mais internamente tecido parenquimatico (Figura 2A,B), tendo seu limite
interno na endoderme (Figura 2A,B,D). O esclerénquima periciclico, de maneira geral ndo é
continuo (Figura 2C,D), sendo composto por fibras e esclereides (Figura 2B,D). A espessura
deste esclerénquima varia em uma a seis camadas, alternando com células com estrutura
parenquimatica ou idioblastos cristaliferos (Figura 2C,D). A regido do floema, abrangendo
tecidos primarios e secundarios, possui muitas células parenquimaticas e células
companheiras (Figura 2C,D). Grdo de amidos sdo identificados em pequenas quantidades no

clorénquima, endoderme, raios do xilema e regido medular.
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FIGURA 2 — Sec0es transversais (A, B) e longitudinais (C, D) de caules dos clones 10SM07 e 06SM15 de llex
paraguariensis no tempo zero.
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FIGURA 2 — Sec0es transversais (A, B) e longitudinais (C, D) de caules dos clones 10SM07 e 06SM15 de llex
paraguariensis no tempo zero. A, C e D, Clone 10SM07; B, Clone 06SM15. (A) Aspecto geral do caule
apresentando tecidos primarios e secundarios. (B) Detalhe de porcéo do esclerénquima periciclico com énfase ao
parénquima externo (par) e floema interno (P1, P2) e a descontinuidade da esclerificacdo (seta vermelha). (C)
Detalhe de fibras (f) da regido periciclica. (D) Detalhe de esclereides (ec) da regido periciclica. Designacdo dos
sinais: clo, clorénquima; par, parénquima; Phf, fibras de floema primario; f, fibras periciclicas; ec, esclereides;
Ph1, floema primario; Ph2, floema secundéario; X2, xilema secundario; X1, xilema primario; p, medula; seta
vermelha, descontinuidade do esclerénquima; linha pontilhada, cambio vascular. Barras de escala, 50 pm.
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O processo de enraizamento adventicio das miniestacas

Dentre os clones avaliados de A. mearnsii € possivel observar uma nitida reacdo ao
cultivo nas primeiras 20 a 26 horas. A endoderme € o tecido que responde inicialmente com
desdiferenciacdo e proliferagcdo celular, embora células do floema primario também possam
responder (Figura 3A) ou apenas proliferacdo celular (Figura 3B) tanto em caules primarios
quanto secundarios. Tal proliferacdo, em diversas amostras, ocorreu sem o devido
acompanhamento da porcéo externa do cortex e da epiderme, sendo que tais tecidos acabaram
sendo comprimidos, havendo, nesses locais, extensa acumulacdo de compostos fenolicos e
restos de tecido (Figura 3B). Nos locais onde foram observadas reacdes no floema primério,
foi comum a descontinuidade do esclerénquima (Figura 3A).

De maneira geral, ap6s um processo inicial de proliferacdo de células endodérmicas
em A. mearnsii, a regido de floema, por meio dos tecidos primario e secundario, também
contribui ativamente com novas células. Assim, aos 30 dias de cultivo, o processo de
proliferacdo do floema, juntamente com o tecido cortical, gerou consequéncias estruturais
importantes ao processo, havendo projecdo de tecido novo entre grupamentos de
esclerénquima e formacao de tecidos condutores, 0s quais ja se mostram conectados ao tecido
vascular caulinar (Figura 3C). As células, de endoderme e floema, em torno dos grupamentos
esclerenquimaticos se mantém divisiveis (Figura 3D). A partir dos tecidos derivados de
floema e endoderme, ocorre a diferenciacdo de grupamentos de elementos vasculares (Figura

3C) e raizes ja estdo formadas (Figura 3D).
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FIGURA 3 — Secdes transversais na regido da base das miniestacas de clones de Acacia mearnsii.

FIGURA 3 — Sec0es transversais na regido da base das miniestacas de clones de Acacia mearnsii. (A) Clone
A1845 ap6s 24 horas de cultivo. Triangulo preto, endoderme reagindo ao cultivo; quadrado preto, células de
floema primario reagindo ao cultivo. (B) Clone AB6 apds 24 horas de cultivo. (C) Clone B5 ap6s 30 dias de
cultivo. Tecido vascular neoformado (nvt) possui uma linha de cAmbio através das regides vascular e cortical
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(linha tracejada). (D) Clone B5 ap6s 30 dias de cultivo apresentando regido com raiz adventicia (AR) e conexao
vascular estabelecida (nvt). Grupamentos de fibras (asterisco) muito afastados com espaco preenchido com
tecidos neoformados. Setas indicam dire¢do de proliferacdo a partir de grupamentos de fibras. Designacao dos
sinais: Phf, fibras de floema primario; Ph1, floema primario; Ph2, floema secundario; X2, xilema secundario;
X1, xilema primario; p, medula; linha pontilhada, cAmbio vascular. Scale bars, A — C 50 um, D 200 pm.

Esse processo ocorre antes de 30 dias, embora material ndo tenha sido coletado e o
periodo exato seja ainda desconhecido. Em amostras do clone AB6 de A. mearnsii foi comum
apenas a reacdo da regido cortical ao cultivo (Figura 4A), sem haver impedimento da
formagcdo de raizes (Figura 4B). Embora os volumes de tecido fundamental entre grupamentos
de esclerénquima tenham sido menores, houve diferenciacdo de elementos condutores entre as
raizes adventicias e o tecido vascular caulinar (Figura 4B). Além disso, na regido de conexao
vascular entre raizes adventicias e caule a atividade cambial é perdida (Figura 3D). A
compreensdo de como espacialmente se diferenciam os grupamentos vasculares no calo é
pequena, em funcdo da perda de uma orientagdo dentro dos planos axial e radial de simetria

do corpo.
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FIGURA 4 — Sec0es transversais na regido da base das miniestacas do clone AB6 de Acacia mearnsii.

FIGURA 4 — Sec0es transversais na regido da base das miniestacas do clone AB6 de Acacia mearnsii. (A) 30
dias de cultivo. Tecido vascular neoformado (nvt) na regido cortical. (B) Aspectos geral apresentando regido
com emissdo de duas raizes adventicias (AR). Designacao dos sinais: Triangulo preto, endoderme reagindo ao
cultivo; Phf, fibras de floema primario; Ph1, floema primério; Ph2, floema secundério; X2, xilema secundério;
Cc, cilindro central. Scale bars, A 100 um, B 200 pm.
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Dissolucgéo de tecidos

O processo de enraizamento de estacas de A. mearnsii (Figura 5A) pode ser
acompanhado pela proliferacdo de hifas de Cylindrocladium sp. (Figura 5B,C) e extensa
cultivada de tecidos, principalmente do cambio vascular (Figura 5AF), que pode ser
observada em 48 horas ap0s o inicio do cultivo (Figura 5D). As hifas podem ser observadas
tanto nos espacos onde ja houve producao de tecidos, quanto dentro de células (Figura 5E).
Consequentemente, ocorre uma descontinuidade entre os tecidos que flanqueiam o cambio,
ambos vivos, por onde seriam construidas as conexdes vasculares com as raizes adventicias
(Figura 5F). Essa dissolucdo tecidual é acropeta (Figura 5A), que acaba sendo colonizada em
toda ou quase toda a circunferéncia. Nos individuos afetados € comum que a emissdo de
raizes ocorra muito acima da regido basal da miniestaca (Figura 5A), além de ocorrer,
emissdo de poucas raizes voltadas para uma mesma dire¢do ou, ainda, a emissdo de uma Unica
raiz (Figura 5A).
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FIGURA 5 — Vista lateral (A,B) e secGes transversais de miniestacas (C-F) de clones de Acacia mearnsii.
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FIGURA 5 — Vista lateral (A,B) e sec¢Ges transversais de miniestacas (C-F) de clones de Acacia mearnsii. (A)
Clone B5 aos 30 dias de cultivo. (B) Aspecto geral de miniestaca com presenca de esporulacéo de
Cylindrocladium spp. (C) Conididforos e conidios de Cylindrocladium spp sob contraste diferencial e



82

interferéncia.l (D) Clone B5, 48 horas de cultivo apresentando dissolugdo da regido cambial (d). Clone B5 aos 30
dias de cultivo com dissolucdo de regido cambial (d). (E) Clone ABG6, detalhe de regido infectada com presenca
de hifas extracelulares (setas pretas) e hifas intracelulares (seta branca). (F) Clone B5 aos 30 dias de cultivo com
dissolucdo de regido cambial (d). Designacdo dos sinais: AR, raiz adventicia, Phf, fibras de floema primario;
Ph1, floema primario; Ph2, floema secundario; X2, xilema secundario. Scale bars, A 200 um, B 500 um, C 50
pm, D 50 pm, E 25 pm, F 50 pum.

Em |. paraguariensis, ambos os clones 06SM15 e 10SMO7 avaliados apresentaram
trés pontos em comum, sendo estes a) ambos produziram raizes, b) processos idénticos de
calogénese e de diferenciacdo das raizes adventicias, e que c) as raizes sempre se formavam
na base das miniestacas, ou seja, através das regides expostas pelo corte no momento da
confeccdo das miniestacas (Figura 6). Em raras situacGes houve emissao combinada de raizes
adventicias acima da regido do corte e, portanto, através da regido cortical e epiderme (Fig.
6B) apresentando aspectos de rizogénese direta.

O processo inicial de diferenciacdo das miniestacas em |. paraguariensis é marcado
por proliferacdo celular em ambas as faces do esclerénquima periciclico, principalmente
células dos floemas priméario e secundario e células da porcdo interna da regido cortical
incluindo a endoderme (Figura 6C). A rapida proliferacdo sempre produz dois efeitos. Um
deles, macromorfoldgico, que torna a base das miniestacas volumosas (Figura 6B). O segundo
efeito, histoldgico, é o da descontinuidade do esclerénquima periciclico, descontinuidade esta
preenchida sincronamente pelos tecidos cortical e floematico, ja citados (Figura 6C). Assim,
as regides cortical e vascular, anteriormente isoladas (Figura 2A), se tornam continuas.

De maneira geral, os tecidos corticais reagem no primeiro milimetro a partir do
ferimento em conjunto com tecidos floematicos. Acima, a principal contribuicdo aos calos
sera apenas floematico. Células destes tecidos novos sdo recrutadas e se diferenciam em
elementos condutores que irdo conectar as raizes adventicias aos tecidos condutores

caulinares (Figura 6C, D), tendo o processo sido concluido antes de 30 dias de cultivo.



FIGURA 6 — Vistas laterais de caules do clone 13SM05 (A)(B) e se¢des longitudinais de caules do clone
10SMO07 (C)(D) de llex paraguariensis aos 30 dias de cultivo.
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FIGURA 6 — Vistas laterais de caules do clone 13SM05 (A)(B) e se¢des longitudinais de caules do clone
10SMO07 (C)(D) de llex paraguariensis aos 30 dias de cultivo. (A) Raizes adventicias emergidas da base na
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miniestaca. (B) Raizes adventicias emitidas na base de miniestaca e raiz adventicia emitida acima da base (seta).
(C) Linhas pontilhas indicam continuidade de tecidos vasculares neoformados através de grupamentos de
esclerénquima conectando o calo aos tecidos vasculares caulinares. (D) Linhas pontilhas indicam continuidade
de tecidos vasculares neoformados através no calo com cilindro central (Cc). Designacao dos sinais: linhas
pontilhadas em vermelho, fibras periciclicas; nvt, tecido vascular neoformado; X2, xilema secundario; cls, calo.
Barras de escala, A, B 10 mm, C, D 400 pm.

Deteccgéo de gréos de amido

Em A. mearnsii os grdos de amido foram poucos e polissacarideos totais nao foram
observados nos tecidos fundamentais tanto pré (broto) quanto neoformado (calo),
independentemente da competéncia de enraizamento do clone estudado (Figura 7A, B). No
clone 06SM15 de I. paraguariensis com maior competéncia de enraizamento, a presenca de
grandes quantidades de grdos de amido nas células foi generalizada nos tecidos pré e
neoformados (Figura 7C), ao contrario dos clones com menor competéncia de enraizamento
(Figura 7D). Grdos de amido acumulados nos tecidos pré e neo formados. Em ambas as

espécies estudadas, ndo houve acumulo de polissacarideos nos vacuolos.
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FIGURA 7 — Seges transversais Acacia mearnsii (A, B) e llex paraguariensis (C, D).

FIGURA 7 — Sec0es transversais. (A)(B) Acacia mearnsii. (C)(D) llex paraguariensis. (A) Clone B5. Aspecto

geral de uma regido de caule com presenca de calo. Apresenta poucas células com graos de amido. Retangulo
indica um local de ocorréncia de células amiliferas derivadas de calogénese do floema. (B) Detalhe de células
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amiliferas (seta). (C) Detalhe de regido caulinar apds calogénese no clone 10SMO7 com tecidos isentos de
amido. (D) Detalhe de uma porgao de calo no clone 06SM15 com tecidos contendo grande quantidade de células
amiliferas (setas). Barras de escala A, C 200 um, D 400 um.

DISCUSSAO

Aspectos gerais das miniestacas no tempo zero

Com relacéo aos aspectos anatdmicos, se salienta que os caules de I. paraguariensis e
A. mearnsii sdo muito similares, inclusive nos estagios de desenvolvimento dos estrends no
momento da implantacdo dos minijardins. Alguns aspectos celulares e citolégicos variam,
principalmente quanto a distribuicdo dos tecidos na regido cortical e a esclerificacdo e
lignificacdo no periciclo e fibras de floema primario.

As miniestacas de ambas as espécies possuem as regides cortical e floema, que sédo
células estoque-totipotentes muito relevantes. A hiperplasia do floema € essencial para o
rompimento da banda periciclica esclerificada que se move para fora do periciclo.

O processo de enraizamento adventicio das miniestacas

A analise histologica permitiu descrever a formacdo de raizes adventicias onde o
processo se inicia com a perda total da continuidade do esclerénquima periciclico e que, entre
seus restos, se estabelece tecido parenquimaético, essencial para a difusdo vascular. A
consideracdo é importante, pois para varias espécies a continuidade e/ou presenca de tecido
esclerificado e lignificado foi indicada como uma caracteristica que reduz o potencial de
enraizamento. Nesse contexto, costuma ser tratado como uma barreira anatdmica.
Aparentemente, a diferenca fundamental e decisiva para o efeito negativo de tal barreira seria
a manutencdo de sua continuidade, que inicialmente ndo é afetada em casos de enraizamento
direto.

Nos casos do presente estudo ha uma camada esclerenquimatica descontinua na regido
periciclica dos entrenos, descontinuidade esta ampliada essencialmente em funcdo da
formacéo de calo. A descontinuidade do esclerénquima é uma variacao de trés possibilidades,
considerando-se também o esclerénquima continuo (BRYANT; TRUEMAN, 2015) ou
ausente (HARBAGE et al. 1993; AHKAMI et al. 2009). Diferentes autores (BEAKBANE,

1961; GOODING 1965) consideram a camada esclerificada como fator redutor do potencial
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rizogénico, inclusive para A. mearnsii (BEAKBANE, 1961), atuando, portanto, como uma
barreira ao enraizamento. No presente estudo ndo ha qualquer evidéncia de seus efeitos nos
potenciais rizogénicos de clones ja experimentados, em ambas as espécies, principalmente
naqueles considerados de baixo potencial. Altamura (1996), de maneira geral, considera que
nas espécies de maior potencial rizogénico a barreira esclerenquimatica pode estar presente,
porém descontinua, ao comparar tais potenciais nas espécies cuja camada esclerenquimatica é
continua. A perda de continuidade de tecido esclerificado periférico pode ser obtida por
aspectos do cultivo que induzem proliferacdo e crescimento celulares como exposicao a névoa
e tratamento hormonal (SACHS et al., 1964), ou apenas aplicacdo de hormonio
(ALTAMURA,1996) aumentando potenciais locais de vascularizacdo e/ou emergéncia de
raizes. Sachs et al. (1964), apresenta, como parte de sua argumentacdo contra a camada
esclerenquimatica ser a causa do ndo enraizamento ou redutor do potencial, que a estrutura da
estaca ndo possui qualquer barreira na regido do corte, sendo este o local a partir do qual
raizes poderiam emergir, tendo sido comprovada, tal possibilidade em Anacardium
occidentale (JASIK; KLERK, 1997), em Olea europeae (ALTAMURA, 1996), Coffea
robusta (REANO, 1940) e Dianthus caryophyllus (STANGLER, 1956), onde “os primérdios
da raiz sdo iniciados, crescem dentro da faixa de fibra e emergem pela base cortada”
(LOVEL; WHITE, 1986).

A proliferacdo de tecido cortical e floema é relativamente discreta nas especies
estudadas, principalmente em A. mearnsii, e a rizogénese €, portanto, indireta e passa
necessariamente pelas etapas de estimulacdo rapida, reacdo tecidual com proliferacdo e
desdiferenciacdo, formacdo de meristemoides, diferenciacdo inicial de raizes adventicias e
diferenciacdo de tecido condutivo, que é concomitante com o crescimento de raizes
adventicias. Além disso, o processo é acropeticamente ativo e formam-se séries verticais,
relativamente mais longas em A. mearnsii. Nesse contexto, nagqueles geno6tipos com menor
competéncia de enraizamento, se 0 enraizamento for indireto e a barreira anatbmica tornar-se
descontinua e houver preenchimento tecidual, é possivel que a barreira anatdmica, ou barreira
estrutural, ndo exista.

A anatomia dos respectivos clones de I. paraguariensis e de A. mearnsii de facil e,
relativamente, de dificil enraizamento ¢ idéntica, além de muito similar entre estas espécies,
ndo podendo, portanto, ser creditada a estrutura o potencial rizogénico. Para ambas as
espécies a regido esclerificada parece ser importante ao processo, Visto que intensa
proliferacdo celular ocorre em tecidos parenquimaticos circundantes a estes, processo que se

considera essencial e preparatério para a formagdo do tecido vascular a qual é similar a
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descrita para Malus domestica cv ‘Jork 9’ (JASIK; KLERK, 1997), entre outras
(ALTAMURA, 1996). Portanto, grupamentos esclerificados parecem contribuir com o
processo de formacéo do calo, vascularizagdo e enraizamento. Cabe salientar, contudo, que o
enraizamento indireto é considerado indesejavel pela fragilidade da conexdo vascular que
pode se quebrar durante o plantio e pode gerar consequente tombamento da planta, como
descrita para Eucalyptus benthamii (BRONDANI et al., 2012).

A comparacao das estacas enraizadas mostrou diferenca marcante em A. meransii em
funcdo da facil separacdo da casca, auséncia de um enraizamento junto a base da miniestacas,
bem como a formacdo de poucas raizes ou de apenas uma raiz. Estrutura radicial adventicia
em A. meransii ¢ predominantemente divergente da observada em diferentes estudos,
incluindo |. paraguariensis, tanto pelo menor nimero de raizes formadas, quanto pela sua
distribuicdo assimétrica. Essa deficiéncia na formacdo do sistema radicial se mantém durante
0 crescimento e desenvolvimento das plantas no campo e esta associado ao alto percentual de
acamamento observado em alguns clones j& nos primeiros anos de cultivo. A inclusdo de
estudos histologicos também foi motivada por tais caracteristicas, embora se tinha como
hipdtese de estudo que apenas diferencas estruturais intrinsecas poderiam estar associadas,
tanto ao tipo quanto ao préprio potencial de enraizamento. Um contexto, portanto, muito
similar as avaliagBes usuais dos potenciais de enraizamento associados a barreiras estruturais.

A analise histoldgica dos diferentes clones de A. meransii mostrou extensa dissolugdo
dos tecidos cambiais e do xilema, tanto vertical quanto lateralmente, promovendo uma
separacdo quase total e acropetal do tecido da casca. Essa dissolu¢do foi associada a
proliferacdo de uma podriddo ja observada com 48 h de cultivo em camara imida. As mesmas
condicBes necessarias para maximizar o processo de enraizamento favorecem o
desenvolvimento de doencas, neste caso causadas pelo fungo Cylindrocladium sp. Este ndo €
0 primeiro relato de podridées em miniestacas de A. mearnsii. Vinte e nove fungos
endofiticos foram isolados de miniestacas assintomaticas (DUIN et al., 2018), sendo o género
Calonectria 0 mais comum causador de podriddes (DUIN et al., 2017).

Deve-se notar entre os clones investigados de A. mearnsii que diferem na competéncia
de enraizamento que existe uma uUnica e robusta conexdo vascular radial com uma raiz
adventicia. Interessante que nesses locais ndo esta presente a infec¢do fungica, o que pode
indicar que a proliferagdo das hifas pode estar inibida. Se houver efeito inibitorio, a conexéo
vascular deve ser instalada antes da dissolucdo cambial. Assim, duas hipdteses podem ser
formuladas, uma em que hé outro efeito inibitorio no local ou, alternativamente, o processo de

diferenciacdo rizogénica e vascular é axial e radialmente assimétrico, e se manifesta mais
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precocemente em relacéo a infec¢do fungica. Essa consideragdo tem a seu favor o fato de que,
nesses locais, o tecido cambial ndo é estruturado, principalmente pela diferenciacdo da
conexdo vascular, favorecendo assim a segunda hipotese. Nas diferentes amostras analisadas,
foi identificada desdiferenciacdo de células apés as trés primeiras horas de cultivo, e que 0
processo de desdiferenciagdo ocorre em um Unico ponto ou dois relativamente proximos, mas
ndo em toda a circunferéncia da miniestaca. Assim, percebe-se também esse aspecto do inicio

da formacdo das raizes, reforgando a segunda hipotese.

Deteccgdo de gréos de amido

Nas espécies estudadas, por meio dos diferentes gendtipos, 0 amido em quantidade
relevante foi identificado apenas nas miniestacas do genotipo 06SM15 de llex paraguariensis,
ja destacado por apresentar os melhores indices de enraizamento (PIMENTEL et al., 2019).
De maneira geral, os resultados relativos ao amido séo, usualmente, tidos como controversos,
em funcdo de ndo haver um padrdo frente ao enraizamento. Assim, em algumas outras
situacOes, a semelhanca do presente estudo, ha relacdo positiva entre amido e enraizamento
adventicio (REUVENI; RAVIV, 1980; CORREA et al., 2005, ASLMOSHTAGUI;
SHAHSAVAR, 2010; PIMENTEL et al., 2020), embora possa ser inverso (DENAXA et al.,
2012), ou sem correlacdo entre a presenca do amido e o enraizamento adventicio (LIMA et
al., 2011, FERRIANI et al., 2008) como também observado no presente estudo para A.
mearnsii. Assim, apenas para |. paraguariensis o amido seria um marcador interessante, nos
termos de Aslmoshtaghi e Reza-Shahsavar (2010). Nos casos de A. mearnsii e de I.
paraguariensis, fica evidente que estudos complementares integrando agucares sollveis, entre
outros fatores, e 0 enraizamento adventicio S&0 necessarios.

Considerando que, embora haja relacdo positiva entre amido e/ou outros agulcares e
rizogénese, ndo é uma relacdo de causa e efeito (DELRIO et al., 1991; RAHMAN et al.,
2002), contudo, 0 excedente de amido pode estar indicando excedente de carboidratos e
consequente disponibilidade em, pelo menos, uma das cultivares de I. paraguariensis. Ha,
naturalmente, uma demanda de acUcares estruturais e fonte de energia, principalmente para
espéecies com rizogénese indireta, pois os proprios calos sdo drenos importantes, e cuja
diferenciacéo acaba se sobrepondo ao préprio enraizamento. Soma-se o fato das espécies do
presente estudo, mesmo considerando suas diferentes potencialidades de enraizamento,
apresentarem um processo relativamente rapido, uma vez que aos 30 dias, ap6s inicio dos

cultivos, ja possuem raizes funcionais. Ou seja, hd uma demanda em curto periodo de tempo
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para diferentes processos morfogenéticos.

O uso do PAS no presente estudo teve associada a possibilidade de deteccdo de
acucares, principalmente hexoses no citoplasma, ou vacutolos, (KIERNAN, 1981), tendo sido
bem sucedida em células reprodutivas em plantas (OLIVEIRA et al., 2015). Contudo, para
ambas as espécies do presente estudo, as analises ndo permitiram conclusGes sobre a presenca
de outros agucares. De maneira geral, ha correlagdo entre amido, sua mobilizacdo e outros
acucares, muito bem demonstrada no enraizamento adventicio utilizando-se métodos
bioquimicos (DELRIO et al., 1991; RAHMAN et al.,, 2002; REUVENI; RAVIV 1980;
CORREA et al., 2005; ASLMOSHTAGUI; SHAHSAVAR, 2010, NIKOLETA-KLEIO et al.,
2012; LIMA et al., 2011; FERRIANI et al., 2008).

CONCLUSAO

Para ambas as espécies, a analise histoldgica trouxe importantes contribuicdes para o
diagnostico. Em A. mearnsii, verificou-se que a auséncia de tecido aparece como uma barreira
anatdmica. Em outras palavras, a competéncia para o enraizamento adventicio €, ao menos em
parte, exdgena e, portanto, passivel de ser superada. Para I. paraguariensis, a presenca de
amido em abundéncia foi marcante nos clones com maior competéncia de enraizamento.
Nesse caso, portanto, um fator enddgeno, associado ao metabolismo do amido, é
potencialmente relevante para o enraizamento adventicio, embora ndo possa ser superado com
0 aprimoramento das praticas de manejo, mas sim com a selecdo de clones com maior
competéncia para formacéo de enraizamento adventicio. Em A. mearnsii ndo sdo observados
grdos de amido em tecidos fundamentais, independentemente da competéncia de
enraizamento do clone.

Embora existam algumas peculiaridades, a formacdo de raizes adventicias em ambas
as espécies e clones estudados segue um padrdo semelhante, desde o recrutamento de células
durante a formacdo do calo, vascularizagdo adventicia e formacdo de raizes funcionais
indiretamente. As principais diferengas podem estar associadas a velocidade de resposta para
0 enraizamento adventicio que parte dos meristemoides corticais, seguida da diferenciagdo do
tecido condutivo de um neoformado, que conecta a periferia com o tecido vascular
secundario. Portanto, esse tecido neoformado promove a base estrutural necessaria para a
conexdo vascular radial. Para ambas as espécies estudadas, a rizogénese possui barreiras, mas

estas ndo sao necessariamente anatdmicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Acécia-negra, independente da camada esclerénquima na regido do floema, ndo foi
uma barreira anatdmica;

e A formacdo de raizes na acéacia-negra ocorreu de forma geral pela proliferacdo
endoderme, tecido vascular e pela atividade do floema primario e secundario;

e Em A. mearnsii, a auséncia de tecido, em ocorréncia de fungos nas primeiras horas de
cultivo, foi uma barreira ambiental (manejo);

e |. paraguariensis, a presenca de amido (carboidrato) em abundancia foi marcante nos
clones com maior competéncia de enraizamento;

e A formacdo de raizes adventicias em ambas as espécies e clones estudados
apresentaram semelhanca;

e A formacdo de calos ndo caracterizou como barreira anatdbmica para as espécies
estuda;

e A formacao de raizes foi caraterizada pelo padrdo indireto em ambas as espécies.





