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.. A colleague recently suggested that he
would rather have poor measuring equipment
but a good question o ask than the
reverse...rooting research on cuttings during
this century has...two broad questions: 1) How
do cells form primordia that will develop into
functional roots?: and 2) How does whole
plant biology affect rooting of cuttings?"

Bruce Haissig (1988) /17 Future Directions in
Adventitious Rooting
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RESUMO

Realizaram-se ensaios de enraizamento com estacas provenientes de jovens
sobreiros, durante dois anos consecutivos.

A aplicacao de AIB a base da estaca melhorou a percentagem de enraizamento e
a sobrevivéncia em relacao a testemunha, na época de enraizamento de Abril. Na época
de fins de Junho, ja ndo se verificou a referida resposta positiva. Este tratamento nao
teve efeito no numero de raizes formadas, por estaca enraizada, mas influenciou o
comprimento da maior raiz, também por estaca enraizada, independentemente da época
de enraizamento. A utilizacdo de 0,1% ANA nao provocou resultados diferentes da
testemunha para qualquer dos parametros avaliados.

O descasque na base da estaca aumentou a percentagem de enraizamento e a
sobrevivéncia. Este tratamento, juntamente com a aplicacao de 0,5% de AIB conduziu a
percentagens de enraizamento superiores a 60%, ao fim de trés meses de ensaio, na
época de enraizamento de Abril.

Quer a origem da estaca (topo ou base da planta) quer os tratamentos dos pés-
méae (colocacdo das plantas as escuras ou o escurecimento - uso de uma fita preta na
base da futura estaca) nao influenciaram a percentagem de enraizamento.

A sobrevivéncia das estacas ¢ comprometida na época de enraizamento de fins
de Junho, pelo facto de entrarem em dorméncia. A aplicacio de BAP as estacas
enraizadas, em dorméncia, estimulou o abrolhamento de gomos axilares e nio se
observaram efeitos fitotoxicos.

Realizaram-se cortes histolégicos na base de estacas sujeitas ao tratamento de
escurecimento (com ou sem aplicacio de AIB na banda preta). No dia 0 observaram-se
diferencas na estrutura devidas a esse tratamento especialmente ao nivel da periderme e
do xilema. Até ao dia 20 as diferencas estruturais das estacas submetidas ao tratamento
de escurecimento foram-se acentuando com perda de coeréncia e aparecimento, por
vezes abundante, de ca//lus. Em geral as modificacées surgiam na zona do né6 e sé
depois na zona do entrend. A aplicacao de AIB a base da estaca antes de esta ser posta a
enraizar ndo conduziu a diferencas tao evidentes como o tratamento de escurecimento.

Palavras-chave: Propagacido vegetativa, enraizamento, estacas, anatomia, sobreiro,
Quercus suber L



ABSTRACT

Rooting trials with cuttings taken from young cork oaks seedlings have been run
for two years.

The use of IBA improved the percentage of rooting and survival of cuttings
when taken in April. The same positive response did not hapen in the experiment made
by the end of June. This treatement did not affect the average number of roots by rooted
cutting but it did improve the average lenght of the longest root by rooted cutting, no
matter the timing used for rooting. The application of 0,1% of NAA had no influence on
the studied parameters.

Bark removal from the base of the cutting has improved the percentage of
rooting and survival. This treatement and the use of 0,5% of IBA led to the highest
percentage of rooting (superior to 60% ) after three months.

Neither the origin of the cutting (whether basal or apical) nor the donor plant
treatements (number of days in the dark or blanching - the use of a black tape in the
base of the future cutting) had influence on the percentage of rooting.

When the experiment was made by the end of June a significant number of
rooted cuttings failed to survive, because dormancy overcame. The application of BAP
on rooted dormant cuttings promoted axillary bud outgrowth with no visible fitotoxic
effects.

The base of blanched cuttings showed effective alteration in the anatomical
stucture, by day 0, on the level of the periderm and xylem. At 20th day, blanching (with
or without IBA application on the black tape) reached the complete lost of the normal
strutural pattern, eventualy with strong ca//us formation. These alterations have
appeared first in the node region and afterwards in the internode region. The IBA
application to the base of the cutting, before rooting, did not result in a deep stutural
differences as blanching did.

KKey-words: Vegetative propagation, rooting, cuttings, anatomy, cork oak, Quercus
suber L.
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1. INTRODUGAO

1.1. AFLORESTA, O SOBREIRO E O HOMEM

1.1.1. Caracterizacao da espécie

O sobreiro ( Quercus suber L.) é uma espécie da familia das fagaceas, autéctone no

O sobreiro ( Quercus suber L.) é uma espécie da
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Fig. 1.1 - Provaveis tendéncias de domindncia dos taxones

climax em Portugal (Fonte: CRUZ, 19886).

nosso pais e expontanea em toda a
regido mediterranica ocidental, em
especial na zona litoral.

Sequndo 0 autor
NATIVIDADE (1950), as nume-
rosas adaptacdes xerofiticas do
sobreiro, tanto estruturais como
fisiologicas, levam a supor que a
sua origem remonte a Era Tercia-
ria no periodo compreendido en-
tre o Oligocénico e o Miocénico.

Apos a ultima glaciacao,
que acabou ha cerca de 10.000
anos, as sucessoes primarias
iniciaram-se em Portugal, prova-
velmente com comunidades ar-
bustivas que foram gradualmente
dominadas por pinheiros (Pinus



pinaster Aiton e Pinus sylvestris L.) e bétulas (Betula spp.); mais recentemente dominaram os
carvalhos (Quercus spp.) associados com o castanheiro (Castanea sativa Miller) (BUNTING
& REGO, 1988; AZEVEDO, 1992).

Teoricamente o estadio climax de uma fitogeocenose corresponde a uma situacao de
relativa estabilidade. No entanto, a evolucao do coberto vegetal desde o solo nu até essa fase
de equilibrio relativo com o meio envolvente é, na prtica, sujeita a alteracdes ao longo do
tempo, pois encontramos fitocenoses que se instalaram em situacdes climaticas bem distintas
das actuais, como ¢é o caso das estruturas vegetais reliquia. Assim, refere-se como vegelacio
natural potencial a que corresponderia a uma estrutura vegetal que estabilizaria ao fim de um
determinado periodo de tempo, se toda a sequéncia sucessional fosse completada sem
interferéncia por parte do homem, sob as actuais condices edafo-climdticas e,
simultaneamente, fosse colocada a disposicio da estacdo a totalidade dos elementos
taxonémicos tidos por expontaneos na regido. Em Portugal a distribuicdo da vegetacao natural
potencial é condicionada por varios factores sendo os mais relevantes, as caracteristicas
hidricas e as amplitudes térmicas, como podemos ver esquematicamente na Figura 1.1 (CRUZ,
1986).

Segqundo BRAUN-BLANQUET ef al. (1956), as comunidades climdcicas potenciais
tém a distribuicio representada na
Figura 1.2. No Norte, a excepcdo da
Terra Quente Tansmontana, a alianca
Quercion occidentale, dominada pelos
carvalhos de folha caduca (Quercus
robur L e Quercus pyrenaica Nilld.);
no Sul e na Terra Quente domina a ali-
anca Quercion faginaea, de carvalhos
de folha persistente: o sobreiro e a azi-
nheira. O carvalho cerquinho (Quercus

: faginea Lam.), outrora muito abundan-

J A te, é actualmente raro devido a sua

ié\ | = menor resisténcia ao fogo e pouca im-

4 portancia economica. Nas montanhas

ALIANCA ? i mais altas (Estrela e Gerés) surgiu a

=3 Quercion occlidentalis ( alianca Juniperon nanae que inclui a
(M Quercion faginac éﬂ %L espécie Juniperus communis L. var.
£ Oteo-Ceratonion jﬁ,\iﬂ\JL P nana. Parl. Por fim, a vegetacao medi-
3 Juniperon nanue terranica mais tipica, composta por

arbustos esclerofitos, oliveira (Olea
Fig. 1.2 - Vegetagdo climax potencial em Portugal {Fonte: g 3
BUTTING & REGO, 1988). europea L.), alfarrobeira (Ceratonia



siligua L.) e aroeia (Pistacia lentiscus L.), ao longo de toda a costa a Sul de Lishoa.

O sobreiro possui como principal caracteristica um felogénio continuo, de cuja
actividade resulta um ritidoma suberoso, espesso e fendido, cinzento escuro nos troncos e
ramos nédo descorticados, amarelo passando a vermelho e chegando a negro nos descorticados.
E uma arvore que pode atingir os 10-15 m, com copa ampla e irregular, as folhas de 2,5-10 x
1,2-6,5 cm, sdo coridceas, persistentes, verde-escuras a glabrescentes na pagina superior e
densamente cinzento-tomentosas na inferior (FRANCO, 1971; CASTROVIEJO ¢t al., 1990).

E uma espécie pouco exigente quanto a solos, preferindo os graniticos e xistosos,
receia os compactos, calcdrios e encharcados. Encontra nos solos profundos, muito arejados e
soltos as melhores condicoes para vegetar. As zonas de prosperidade para a espécie sao
definidas por uma precipitacdo média anual superior a 400 mm por ano e por as temperaturas
minimas absolutas superiores a -4°C. O tipo de distribuicdo das chuvas ao longo do ano é
também muito importante, estios muito secos e prolongados afectam significativamente a
arvore (NATIVIDADE, 1950).

Normalmente propaga-se por sementeira ou plantacdo, embora as sementes sob
condicdes naturais conservem durante muito pouco tempo a capacidade germinativa. Logo
apos a germinacdo a jovem planta emite uma raiz muito vigorosa, aprumada e profundante que
desenvolve ramificacdes laterais de grande expansdo no sentido horizontal. NATIVIDADE
(1950) observou que apds trés meses da sementeira a raiz principal tinha atingido cerca de 60
cm. Este comportamento pode ser bastante vantajoso em regides de solo e clima pouco
favoraveis.

Esta espécie tem uma constituicdo genética muito complexa, pois além de hibridar
muito facilmente com outros carvalhos é também muito alogamica. Esse facto é evidenciado
pelas profundas diferencas morfoldgicas existentes entre plantas obtidas a partir de sementes
recolhidas numa mesma arvore (NATIVIDADE, 1950).

Comeca a frutificar normalmente por volta dos 15-20 anos e tem geralmente trés
producdes de fruto por ano: o bastdo com poucos frutos grandes, a /ande de frutos normais,
asseguram a propagacao e o /andisco de maturacao tardia e imperfeita no Inverno (FRANCO,
1943). No entanto é uma espécie muito sujeita a safras e contra-safras, com cerca de duas boas
producdes de semente em cada 10 anos (NATIVIDADE, 1950; GOES, 1991).

As folhas possuem um elevado numero de estomas relativamente a outros carvalhos e
tém uma localizacao muito profunda o que dificulta as perdas hidricas. Persistem durante 2 a 3
anos; no entanto, a arvore pode excepcionalmente despir-se de folhagem quando os Verdes
sdo muito secos e prolongados ou os descorticamentos sao exagerados.

Apesar do crescimento ser relativamente rapido nos primeiros anos, devido ao facto de
ser do tipo simpodial, a arvore cedo adquire um porte atarracado e copa larga. Rebenta
vigorosamente a partir de gomos adventicios (FRANCO, 1943). Os sobreiros sdo podados de
modo a que seja favorecida a forma do tronco e também a producao de fruto.



Julga-se que o sobreiro possa atingir, ainda que raramente, os 500 anos. Como o
descorticamento lhe reduz a longevidade, dura em média até aos 150 anos, 0 que nao permite
mais do que 10 a 12 tiradas de cortica (GOES, 1991).

Esta espécie é explorada principalmente pela cortica, cujas principais propriedades
fisicas, de interesse industrial, sao: a baixa condutibilidade térmica, a relativa impermeabilidade
e a elevada elasticidade. Estas propriedades sdo consequéncia quer da composicéo das paredes
das células que constituem a cortica, quer também do seu arranjo estrutural e espessura
(GRACA & PEREIRA, 1993). A primeira camada de cortica que se retira (desboia), rugosa e
de qualidade inferior, chama-se cortica virgem e é tirada por volta dos 25-30 anos, quando o
sobreiro atinge pelo menos 70 cm de CAP (circunferéncia a altura do peito). Apresenta sulcos
longitudinais profundos devido as lesdes provocadas pelo crescimento radial do tronco e
ramos e também pelo proprio aumento em espessura. Apdos a deshoia, o felogénio morre e
forma-se outro mais interior, com as mesmas caracteristicas de longevidade do primeiro. A
camada seguinte chama-se cortica sequndeira e tem ja menos lesdes e pregas longitudinais;
obtém-se a cortica amadia a partir das camadas seguintes retiradas, geralmente, de 9 em 9
anos. A cortica resultante da actividade do felogénio apos a retirada da cortica virgem, é
também chamada de cortica de reproducao.

1.1.2. Enquadramento histérico

A drea de expansdo do sobreiro tera sido muito maior do que é hoje, facto evidenciado
pela existéncia de bosquetes reliquia em regides fora da drea de distribuicao actual da espécie.
Na parte ocidental da bacia do Mediterraneo, o sobreiro ocupa presentemente a faixa litoral.
Na Peninsula Ibérica, praticamente todo o nosso pais esta incluido na drea de distribuicao do
sobreiro. A sua maior concentracdo na regido Centro-Sul (ver Fig. 1.3) ndo se pode atribuir a
uma melhor adaptacdo as condicoes edafo-climiticas, mas sim a circunstancias criadas pela
accdao do homem (NATIVIDADE, 1950).

Em Portugal a pressio da populacdo teve influencia sobre a vegetacdo. Como
consequéncia do pastoreio e do fogo, a maior parte da floresta foi alterada. A agricultura
surgiu onde o solo e a topografia a permitia. Cada cultura associada aos povos que dominaram
a regidao ao longo dos tempos (Lusitanos, Fenicios, Romanos, Visigodos, Mouros, etc.),
contribuiu com o seu sistema agricola e também com a introducdo de novas espécies, o que
marcou profundamente a paisagem e a vegetacdo, de forma quase sempre irreversivel
(BUNTING & REGO, 1988).

A combinacao do pastoreio e de fogos frequentes foram, pois, as principais causas do
actual tipo de vegetacio existente em Portugal (BUNTING & REGO, 1988). Porém, outros
usos do solo contribuiram também para a alteracido da paisagem. Desde a ocupacdo romana, a



cultura do trigo rompeu dreas extensas, incluindo solos marginais para a agricultura, tendo
como consequéncia uma profunda eroséo do solo. Este processo culminou, no nosso pais, com
a dramdtica campanha do trigo, iniciada no principio do segundo quartel deste século
(CALDAS, 1978; RIBEIRO, 1987).

As florestas de carvalho
climicicas foram sendo substituidas
por comunidades arbustivas, p.e., de
rosmaninho e esteva e, até a criacao
dos primeiros servicos de proteccao
das florestas, a  destruicdo
continuou.

Nos anos de mil e quatrocen-
tos, a criacao do cargo de Monteiro-

-Mor do Reino, a quem foi cometido

o policiamento das matas e couta-

das, expressamente para proteccao

cinegética, mas criando obrigatoria-

mente a proteccao da floresta, veio [ | o%

travar este processo. Porém, a per- [ 110-10%]

sistente pressio dos camponeses, [N 110-20%]

viria a anular o efeito desta protec- [ >20%
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Manuel 1, praticamente se tornou Fig. 1.3 - Percentagem da drea florestal ocupada com sobreiro
(povoamentos puros e mistos dominantes) por distritos

ineficaz e sofreu mesmo rudes gol- (Fonte: DGF, 1993)

pes durante a Dinastia Filipina bem

como no reinado de D Jodo V (MATTOSO, 1947; CALDAS, 1978). As necessidades de

construcdo naval vém nestes reinados juntar-se as reclamacdoes dos camponeses e levar a

supressdao do cargo de NMonteiro-Vor e a liberalizacao da colheita e comércio da cortica e

madeira. A construcao naval a partir do século XVI, consome um volume de material lenhoso

considerdvel, sendo um contributo importante para a desarborizacao de areas de facil acesso.

Outro factor de relevancia é a pressao do gado que nao so destroi as plantas jovens, como no

caso que nos interessa, o sobreiro, come a lande.

Durante séculos pretendeu-se conciliar a proteccao das florestas e da montaria com as
necessidade do desenvolvimento agricola. A legislacdo do século XIIl ao século XVI é nesse
aspecto um misto de cessdes e de repressao, contribuindo as primeiras para a destruicio da
floresta a sequnda tentando manter os privilégios senhoriais mas a0 mesmo tempo consegue a
salvaguarda da floresta.




Os fogos foram utilizados intensivamente, quer para permitir o arroteamento das terras,
quer para enriquecer as pastagens. Estas foram um dos factores de maior importancia na
evolucdo da vegetacao em Portugal. Na Peninsula Ibérica desenvolveu-se um padrido de
transuméncia intenso a partir do século XVI, a medida que a pressao do gado aumentava e a
importancia da exportacao da la para a Europa crescia. As pastagens de Inverno podiam estar
a distancias superiores a 200 KKm. Estes movimentos, designados por canadas em Espanha,
chegavam a atingir proporgdes inimaginaveis, tendo que se abrir auténticas estradas através
dos campos para o merino passar enquanto os camponeses eram impedidos de vedar os
campos. Esta situacdo durou até surgirem, no séc. XIX, movimentos de reaccdo contra a
serviddo dos pastos comuns e a interdicdo de tapar os campos.

A superficie ocupada pelo dominio florestal teve assim um desgaste de proporc¢des
consideraveis e nunca chegaremos a saber ao certo que parte coube ao sobreiro na grande drea
de floresta que desapareceu. No Norte do pais, 0 mais intensivo aproveitamento da terra e o
incessante emparcelamento, expulsaram o sobreiro das regiées mais férteis por ter menos
interesse do que a cultura agricola. Nas regides montanhosas e mais agrestes, desaparece pela
accao destruidora do fogo, do homem e do gado. No Centro e Sul do pais, se bem que a drea
subericola se tenha reduzido ao longo dos tempos, a menor densidade populacional e a
proteccdo dispensada ao arvoredo pela legislacio de defesa das espécies cinegéticas,
possibilitou a manutencdo de uma area considerdvel até a altura do sobreiro comecar a ter
importancia econémica (NATIVIDADE, 1950).

Em rigor, a subericultura Portuguesa so foi iniciada no séc. XVIIl como resultado da
valorizacdo da cortica, possivelmente associada ao desenvolvimento da industria vidreira.
Esboca-se nessa altura a técnica subericola alentejana, baseada em desbastes selectivos e na
baixa densidade do arvoredo transformando-se, 0 montado, numa floresta de uso maultiplo por
exceléncia (NATIVIDADE, 1950). As podas periddicas dos sobreiros comecaram a fazer-se
no ultimo quartel do século passado, quando a cultura arvense invadiu os montados de sobro.
O objectivo era evitar o ensombramento da seara e também estimular a producao de fruto para
a engorda dos porcos - a montanheira - (GOES, 1991). No entanto, a quantidade de cortica
extraida sobe vertiginosamente desde 1920 e Portugal ocupa ainda hoje o primeiro lugar entre
os paises produtores.

1.1.3. O sobreiro na economia nacional

A floresta portuguesa actual reflecte, como vimos, ndo so as caracteristicas do solo e
do clima, como também a profunda ac¢do do homem. Apesar da sua destruicdo ao longo do



tempo e também dos esforcos feitos na reflorestacao, esta ocupa ainda uma parte significativa
do territorio, ou seja, cerca de 1/3 da area total do pais (DGF, 1993).
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Fig. 1.4 - Distribuicdo das espécies em Portugal, em percentagem da

area florestal total (Fonte: DGF, 1993).

O nosso pais tem condicdes privilegiadas para o fomento florestal, pois a drea potencial
para arborizacdo representa cerca de 60% do territorio, considerando que um milhdo e
trezentos mil hectares sdo terrenos incultos e que cerca de 25% dos solos agricolas sao
marginais para essa actividade (DGF, 1992). A maior parte da area florestal do pais é ocupada
pelo Pinheiro bravo, logo sequido pelo Sobreiro e pela Azinheira, como se pode observar na

Figura 1.4.
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Fig. 1.5 - Distribuicao da superficie ocupada pelo sobreiro e
da producao de cortica nos varios paises produtores (Fonte:
DGF, 1990).

No que diz respeito ao
sobreiro a area ocupada é de 664
mil hectares, distribuidos em
povoamentos puros e mistos
dominantes, explorados em regime
de alto-fuste que representa 21% da
floresta portuguesa (Fig. 1.4) e 7%
da superficie total do pais. No
entanto, segundo RODRIGUES
(1989), essa area podera vir a ser
aumentada em mais de 200.000
hectares.

Ainda que se encontrem
dispersos por todo o pais, os
povoamentos mais importantes
localizam-se a Sul do Tejo.



Podemos verificar pela Figura 1.3, que 87% da drea total do pais ocupada com sobreiro se
situa nos 5 distritos de localizacao Centro-Sul (Beja, Evora, Portalegre, Santarém e Setubal).

Portugal produz 55% da cortica mundial em 1/3 da area total do globo ocupada com
esta espécie; as producoes por unidade de superficie sdo bastante superiores a média geral
verificada nas restantes regides subericolas (ver Fig. 1.5).
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Fig. 1.6 - Flutuacdes na producao anual da cortica reproducdo e virgem desde
1943 (Adaptado de: SAMPAIO, 1977; PINTO & SOARES, 1987; DGF,
1990).

O volume de producao da cortica nos ultimos anos tem sofrido um ligeiro decréscimo
(Fig. 1.6). Segundo SAMPAIO (1989), no caso da cortica virgem, a diminuicdo a partir de
1960 ¢ flagrante, facto que pode ser em parte explicado pelo aumento dos custos de extraccao.
A situacdo da cortica de reproducdo ¢é de estagnacdo, com sintomas de decréscimo nos tltimos
anos.

A partir das estatisticas da DGF (Marco de 1992) a industria corticeira emprega, no seu
conjunto, cerca de 13.000 operdrios, o que representa 23% do volume do emprego no
conjunto das industrias florestais e 2% na industria transformadora. Esta industria é um sector
muito importante no conjunto das industrias florestais, pois as 600 fabricas em actividade tém
uma capacidade produtiva de 200.000 toneladas por ano de produtos derivados da cortica, que
geraram cerca de 70,9 milhdes de contos em 1991, o que equivaleu a 28% das exportacdes dos
produtos florestais, como se pode ver na Figura 1.7.
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Fig. 1.7 - Estrutura das exportacdes dos produtos florestais, em valor,
de 1991 (Fonte: DGF, 1992).

1.1.4. Declinio do montado

A degradacdo do montado de sobro é hoje uma realidade. Encontramos dreas
pontualmente degradadas por todo o pais, com drvores mortas ou com mau desenvolvimento
vegetativo e sintomas evidentes de ataques de pragas e/ou doencas. Os investigadores
CABRAL & SARDINHA, num trabalho publicado em 1992, dizem que parece ser muito mais
do que uma coincidéncia o aparecimento de publicacdes referindo o problema do declinio do
montado nas alturas de seca intensa deste século. Isso aconteceu em 43-45, 75-76, 80-83, e no
surto que decorreu recentemente. Mas a seca ndo é a unica causa: existe um conjunto de
causas entre as quais, as de maior peso, serdo as que se devem a actividade humana.

Um ecossistema so entra em declinio quando a sua resi/iéncia, ou capacidade de
reconstituicao, for fortemente afectada, visto que em condi¢des normais a homeostasia é muito
elevada. O montado é ele proprio, como vimos, uma formacao antrépica por exceléncia,
aliviado do subcoberto que Ihe é proprio e até da forma natural das arvores, além da propria
cortica. O intervalo de resisténcia as alteragdes ambientais ou outras ¢ muito menor do que se
se tratasse de uma verdadeira floresta. De facto, ao longo do tempo, houve um efeito
cumulativo dos factores negativos que afectam o montado e que nos tltimos tempos atingiram
um patamar critico, levando com mais intensidade a degradacao e morte das arvores.

As condicionantes mais importantes, que podem ser situadas a trés niveis segundo
CABRAL & SARDINHA (1992), sao as seguintes:



1. Factores que =1.1. Sistema social- Interesses antagonicos entre o proprietario (maximizacao da
predispéem producao de cortica) e o rendeiro (maximizacao da producao da terra).
=1.2. Sistema fisico- Tipo de solo (encharcado, pesado, pouco arejado); Grau de

compactacao do solo (intensidade das mobilizacdes do solo e pastoreio).

2. Factores que = 2.1. Factores abidticos- Seca.
desencadeiam = 2.2. Factores antropicos- Intensidade do descorticamento; Podas exageradas; Roca
do mato com intervalos muito curtos; Mobilizacdes do solo; Culturas sob coberto

(cultura cerealifera); Utilizacao de queimadas.

3. Factores que = 3.1. Pragas- Accao de insectos: A lagarta do sobreiro (L ymantria dispar L.); o
aceleram burgo ( 7ortix viridana L.); a cobrilha dos ramos (Coroebus fasciatus Vill.), etc.
= 3.2. Doencas- Accao de fungos: o carvao do entrecasco (Hippoxilon mediterraneum
(De Not.) Mill.; a ferrugem laranja do entrecasco (£dothiella gyrosa Sacc.), etc.
= 3.3. Ac¢ao Humana- Feridas de descorticamento; Nao desinfeccao dos
instrumentos; Manutencao do arvoredo morto, etc.

Na década de 40 sobreveio um intenso ataque da lagarta do sobreiro (Lymantria dispar
L.), um insecto desfolhador, em vastas dreas do Alentejo e Ribatejo (NATIVIDADE, 1950;
NOGUEIRA, 1989). Os ataques deste desfolhador afectaram quer a extraccdo de cortica quer
a propria cortica, sendo a frutificacdo quase completamente abortada. Aparentemente esta
praga manifestou-se como resultado da profunda modificacio que se deu no montado de
sobro, resultante da ja referida campanha do trigo. A destruicdo do subcoberto e a arroteia dos
terrenos do montado parece ter provocado condicées muito favoraveis ao desenvolvimento de
insectos fitéfagos.

Foi efectuada luta bioldgica, através da importacao de parasitas e depredadores que se
mostraram ineficazes para a diminuicdo das populacdes da lagarta do sobreiro. Foi
posteriormente utilizado o DDT que embora tenha controlado a Lymantria dispar L. originou
o aparecimento de um desfolhador, o burgo (7ortix viridana L.). Este ultimo, que afecta
principalmente a rebentacao primaveril, foi mais dificil de controlar devido ao seu ciclo
bioldgico. As campanhas referidas eram principaimente impulsionadas pelo interesse na
montanheira e, por isso, na producao de bolota. No entanto, o uso do DDT teve que ser posto
de lado devido aos seus efeitos secundarios, o que agravou subsequentemente o ataque destas
e de outras pragas (NOGUEIRA, 19389).

O desinteresse pela producao de bolota, devido a desvalorizacao do porco alentejano
na sequéncia do aparecimento da peste suina, fez com que as campanhas de combate as pragas
fossem praticamente suspensas. A partir de 1960 sobrevieram fortes ataques de outros insectos
fitofagos, a portésia (Euproctis chrysorrhoea L.) e a lagarta verde (Periclista andrei Konow).
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Em 1973 iniciou-se uma campanha de estudo sistemdtico das pragas e doencas dos montados,
0 que permitiu a partir dai inventariar e identificar anualmente as pragas e doencas dominantes
assim como o respectivo estado da dinamica das populacoes.

Segundo NOGUEIRA (1989), algumas pragas e doencas podem ser especialmente
indicadoras do estado de siress e de caducidade do montado, como sejam: o carvio do
entrecasco (Hippoxilon mediterraneum (De Not.) Mill) e a ferrugem laranja do entrecasco
(Endothiella gyrosa Sacc.), e também os coledpteros, cobrilha dos ramos (Coroebus fasciatus
Vill) e cobrilha da cortica (Coroebus undatus Vill.). As doencas, carvio do entrecasco e
ferrugem alaranjada, reduzem a superficie produtora de cortica e podem provocar a morte da
arvore por destruicio do floema. A cobrilha da cortica é muito abundante em dreas de
montado deqradadas. As larvas desenvolvem-se ao nivel do felogénio e abrem galerias na
cortica, deixando cicatrizes profundas no entrecasco o que dificulta a extraccdo da cortica e
compromete a continuidade da prancha. A larva da cobrilha dos ramos alimenta-se de tecido
floémico e, em consequéncia, o ramo seca. Existe, neste caso, uma correlacio inversa entre a
intensidade dos ataques e o numero de drvores por hectare. Por vezes, uma percentagem
elevada da copa pode ficar afectada o que debilita a arvore e possibilita o ataque de outras
pragas e doencas.

A doenca da tinta (Phytophthora cinnamomi Rands. e Phytophthora cambivora (Petri)
Buis.), principal responsivel pelo declinio de soutos e castincais, que tém vindo a desaparecer
no nosso pais desde o inicio do século, foi também referida com atacando o sobreiro
(PIMENTEL, 1946; FERRAZ & MOREIRA, 1993). E um patogéneo que causa a destruicao
das raizes de menor diametro e necroses corticais na zona do colo. Quando se verifica uma
morte elevada das raizes pastadeiras ou o estrangulamento do colo sobrevem a morte da
arvore (FERRAZ & MOREIRA, 1993). O seu papel no declinio do montado esta no entanto
mal esclarecido (Prof.” Teresa Cabral, comunicacao pessoal).

A alteracao desta situacdo passa por um conjunto de medidas que visam: aumento nos
cuidados de /igiene, adensamento do montado, proteccdo do subcoberto evitando as culturas
desgastantes, uma investigacdo mais profunda da dinamica das populacées das pragas e
doencas bem como a dinamizacao da Proteccao Integrada. NEVES referia, num artigo de
1949, que a trilogia fatal dos nossos montados séao: as pragas, doencas e md técnica.

Evidentemente que hoje em dia poderao ser utilizadas novas tecnologias - os Sistemas
de Informacdo Geografica - de modo a poderem ser delimitadas areas de susceptibilidade e
serem estabelecidas bases para um correcto Ordenamento do Territério, sem o qual, este tipo
de situacdes continuarao a afectar o montado em particular e a floresta portuguesa em geral
(CABRAL, 1993).
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1.2. MELHORAMENTO E PROPAGAGCAO VEGETATIVA DO SOBREIRO

1.2.1. Melhoramento florestal

Segundo ZOBEL & TALBERT (1984) o melhoramento florestal tem como objectivo
principal mudar a frequéncia dos alelos que influenciam as caracteristicas mais
interessantes, principalmente do ponto de vista econdmico, de maneira a que o
comportamento da planta melhorada seja superior ao da planta ndo melhorada. Este processo
s6 teve um desenvolvimento francamente acelerado a partir dos anos 50 e, actualmente, sdo
numerosas as espécies que em todo o mundo tém sido incluidas em programas operacionais de
melhoramento genético.

Um programa de melhoramento florestal deve, segundo os mesmos autores, incluir os
sequintes passos:

i) Determinacdo das fontes geogrificas (proveniéncias) da espécie, a serem usadas
numa area especifica.

i) Obtencdo de informacao sobre a quantidade, o tipo e as causas da variabilidade
dentro da espécie.

i) Empacotamento das caracteristicas desejadas em individuos melhorados.

iv) Producdo em massa de material melhorado para florestagao.

A variabilidade natural das espécies florestais embora suficientemente elevada tem sido
pouco explorada podendo ser usada em programas de melhoramento genético. Essa
variabilidade, tem pois que ser reconhecida, isolada, empacotada, multiplicada e também
mantida.

Existem ainda, segundo os mesmos autores, dois aspectos fundamentais a ter em conta:

a) Estratégia a curto prazo - Obtencdo de um ganho genético maximo, explorando a
variabilidade natural existente, seleccionando um niimero reduzido de individuos superiores.

b) Estratégia a longo prazo - Manutencdo de uma ampla base genética que possibilite
a continuacdo do processo de melhoramento em geracdes futuras, através de introducio de
novas fontes de variabilidade, hibridacao inter e intra-especifica, individuos performantes
testados, etc.

Os programas incluem uma fase inicial de selec¢ao, através da qual sao escolhidas as
arvores mais interessantes que irao dar origem a producao de plantas melhoradas e serdo a
base de futuras actividades de melhoramento. A aparéncia exterior do individuo, ou seja o
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fendtipo, condiciona essa escolha e nada podemos supor com base nele, relativamente ao
genotipo. A melhor maneira de verificar se uma dada arvore é de qualidade superior é fazer
testes de descendéncia, isto é, comparar o comportamento da sua descendéncia com a de
outras arvores. Estes testes sao delineados por forma a separar as diferencas genotipicas das
ambientais, submetendo as descendéncias a um ambiente homogéneo. Essas diferencas sao
testadas estatisticamente, partindo do principio de que o fendtipo (P) é influenciado pelo
genotipo (G) e pelo ambiente (E) onde a arvore cresce :

(1) P=G+E

Mas devido ao facto do gendtipo ser uma das componentes do fendtipo, relacionada
com o seu potencial genético, supomos que se bons fendtipos forem seleccionados, poderemos
obter gendtipos melhorados. Depois de termos estabelecido a relacdo entre o genétipo e o
fenétipo poderemos pressupor o verdadeiro valor genético da drvore, sé pela mera observacao
do fendtipo.

A variancia fenotipica de uma certa caracteristica (c2;) numa populacio de drvores,
pode ser partida nas suas componentes genotipica (52;) e ambiental (c2):

2 c%=0%+02

Sabe-se que a variancia genotipica, por sua vez pode decompor-se na componente
aditiva, (c7,), devida as caracteristicas de efeito quantitativo, e também na componente nio
aditiva (c7,;4), devida a fendmenos de dominancia e epistasia:

(3) GZG = 5?4+07VA

Quando se utiliza a propagacao seminal so se pode utilizar a componente aditiva, pois a
componente nao aditiva nao se mantém durante o processo de formacao dos gametas e
reconstrucao dos gendtipos. Ainda que muitas caracteristicas possam ser quantitativas, a
grande maioria das caracteristicas de interesse economico, sdo qualitativas e portanto nao
podem ser capturadas pelo processo de propagacao seminal.

Os valores genéticos dos progenitores sdo expressos em termos da sua aptidao geral a
combinacao (AGC), isto é, o comportamento médio da descendéncia de uma drvore, quando é
cruzada ao acaso com outras, na populacao. Entdo o valor genético dessa drvore é o dobro da
sua aptidao geral a combinacdo (2 x AGC), pois ela s6 contribui com metade dos genes para a
sua descendéncia. Este conceito reflecte o valor genético aditivo da arvore progenitora, pois

13



indica a porcao do gendtipo que essa arvore é capaz de transmitir a descendéncia,
independentemente da contribuicdo do outro progenitor. A aptidao especifica a combinacao
(ASO) indica o comportamento médio da descendéncia relativamente ao cruzamento especifico
entre duas arvores. Representa a interaccao intra e interalélica, isto é, o valor nao aditivo dos
genes. Para se poder usar este parametro ou se utilizam cruzamentos dirigidos (polinizacao
controlada) ou se recorre a propagacao vegetativa, que permite a transmissdo integral do
genotipo da arvore a descendéncia (ZOBEL & TALBERT, 1984). A propagacao vegetativa
permite ganhos maiores e mais rapidos, pois todos os tipos de variacdo sdo capturados.

A seleccao de alguns dos melhores individuos da populacdo leva a um diferencial de
seleccdo (S) que é igual a diferenca entre a média do valor da caracteristica da populacdo
seleccionada (..5) e a média da populacéo (.1,). O ganho genético (Ga) indica a diferenca entre
a média da populacio descendente (11,) e a média da populacao. A relacio entre o diferencial
de seleccéo e o ganho genético pode ser expresso por um termo que variaentre 0e 1eque éa
heritabilidade, como se pode ver em (6):

(@ S=p;—n,
(5) Ga=u,-u,
(6) Ga=12S

A heritabilidade exprime a proporcdo da variancia da populacio devida a diferencas
genotipicas entre os individuos da populacdo podendo definir-se em sentido lato e em sentido
restrito. A heritabilidade em sentido lato (h?) indica a proporcdo da variancia genotipica
relativamente a variancia fenotipica:

o~

(M nt -2

(]

ALl

A heritabilidade em sentido restrito (h?;) indica a proporcao da variancia aditiva
relativamente a variancia total:

> N

(8) = 24

c

el

O ganho genético (Ga) é o resultado da actividade de melhoramento que nos interessa
maximizar. Pode ser conseguido de varias maneiras: 1) diminuindo o mimero de individuos
seleccionados; 2) partindo de populacoes com elevada variabilidade para a caracteristica em
causa, o0 que aumenta c%;; 3) aumentando a heritabilidade através do delineamento
experimental por diminui¢ao do erro residual (FALCONER, 1972; AYALA, 1984; ZOBEL &
TALBERT, 1984)

14



Fig. 1.8 - Comparagé@o dos ganhos genéticos obtidos com a
propagagio vegetativa e sexuada de &arvores superiores
seleccionadas (Adaptado de BONGA, 1982).
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O esquema apresentado
na Figura 1.8, adaptado de
BONGA (1982) permite compa-
rar os ganhos genéticos obtidos
através de ambos os processos.
A curva representa a distribuicao
das alturas num povoamento
equiénio. Observa-se uma varia-
¢do consideravel na altura das
drvores, cuja distribuicio acom-
panha a curva normal. Pela
seleccdo das arvores mais altas e
respectiva propagacdo sexuada,
obtém-se, em geral, uma dis-
tribuicio das alturas da
descendéncia um pouco desviada
para a direita em relacdo a média
dos progenitores e por isso 0
ganho obtido é pequeno (Ga,).

Através da propagacao
vegetativa das drvores selec-

cionadas é possivel, em principio, que a média das alturas da descendéncia venha a apresentar
um desvio superior, de que resulta um ganho genético maior (Ga,>Ga,). Numa sé6 geracao e
reportando-nos mais uma vez a Figura 1.8, verifica-se atendendo a (3) que:

02267,

para a mesma caracteristica e populacao, como se pode deduzir de (7) e (3):

Ga,>Ga,

e a igualdade da expressdao anterior so6 se verifica quando a componente nio aditiva da
variancia genotipica é nula. Demonstra-se, assim, que numa so6 geracido o ganho genético
obtido pela via vegetativa pode ser superior ao obtido pela via sexuada.

1.2.2. Propagagao vegetativa
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A propagacao vegetativa é pois um processo de propagacao de material melhorado que
foi empregue ao longo dos anos mais especificamente para espécies ornamentais e fruteiras. O
seu uso no dominio florestal comecou por ser aplicado a espécies de facil enraizamento, como
sejam a Criptomeria_japonica D. Don. e em espécies dos géneros Populus spp. e Salix spp.
Existem depoimentos escritos do uso de estacas enraizadas de Criptomera japonica D. Don.
para arborizacdo, no Japdo, durante o século XIX e inicio do século XX (ZOBEL &
TALBERT, 1984). As vantagens na utilizacdo deste método de propagacio tornaram-se tio
evidentes que tem havido um esforco para alargar a sua utilizacdo a espécies de grande
interesse econéomico (THULIN & FAULDS, 1968; LIBBY, 1983; KLEINSCHMIT, 1983;
RAUTER, 1983; ZOBEL & TALBERT, 1984; MARTIN & PRATT, 1985).

Do ponto de vista tedrico existem vantagens na utilizacdo da propagacao vegetativa em
relacdo a propagacao sexuada, como vimos, principalmente a curto prazo.

Segundo LYBBY & RAUTER (1984), existem muitas outras vantagens associadas a
aplicacio da propagacdo vegetativa no contexto do melhoramento florestal e no uso da
floresta clonal. Das virias razdes apontadas, sistematizimos as que nos parecem mais
relevantes, e que foram também destacadas por outros autores:

i) Possibilita a obtencdo de elevados ganhos genéticos a curto prazo, explorando a
elevada variabilidade existente nos povoamentos florestais naturais (BONGA, 1982; ZOBEL
& TALBERT, 1984).

ii) Complementa a utilizacdo da semente melhorada, produzida nos pomares de
semente, quer por polinizacao livre quer por polinizacdo controlada (ZOBEL & TALBERT,
1984).

iii) Permite utilizar toda a aptidao especifica a combinacao de dois progenitores que, de
outro modo, s6 seria usada através da polinizacdo controlada ou do estabelecimento de
pomares biclonais (ZOBEL & TALBERT, 1984).

iv) Possibilita a propagacao massal de gendtipos previamente testados ou de hibridos
(KLEINSCHMIT, 1977; ZOBEL & TALBERT, 1984).

v) Permite a conservacido dos recursos genéticos em bancos clonais. Esta medida é
imprescindivel atendendo a reducao da variabilidade que um programa de melhoramento
necessariamente acarreta (KLEINSCHMIT, 1983; ZOBEL & TALBERT, 1984).

vi) Possibilita a avaliacdo de varios parametros genéticos para investigacao florestal:
estimativas da heritabilidade em sentido lato, da interac¢iao gendtipo-meio, etc. (BURDON &
SHELBOURNE, 1974; KLEINSCHMIT, 1977; KLEINSCHMIT, 1983; ZOBEL &
TALBERT, 1984).
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vii) Permite estabelecer pomares de semente, por via vegetativa, o que facilita a sua
gestio, além de garantir a identidade dos clones (KLEINSCHMIT, 1983; ZOBEL &

TALBERT, 1984).

Tabela 1 - Exemplos da utilizacdo da propagacio vegetativa, em algumas espécies florestais
(Adaptado de RIBEIRO, 1993).

ESPECIE TECNICAS USADAS REFERENCIA

Pinus radiata Podas intensas, estacaria de THULIN & FAULDS (1968)
arvores adultas. LIBBY et al. (1972)

Picea abies Estacaria em sériel de plantas ~ KLEINSCHMIT (1985)
com 4 anos.

Pinus pinaster Poda de arvores adultas, FRANCLET (1977)
estacaria, enxertia e cultura de FRANCLET (1980)
tecidos.

Eucalyptus globulus  Abate de arvores adultas, ANONIMO (1982)
estacaria dos rebentos de touca,
cultura de tecidos.

Eucalyptus grandis Abate de arvores adultas, ZOBEL & IKEMORI (1983)

estacaria de rebentos de touca.

Quercus suber

Cultura de tecidos de arvores
adultas.

Estacaria de plantas jovens.

MANZANERA & PARDOS (1990)
ROMANO & MARTINS-
-LOUCAOQ (1992)

ROLDAQO et al. (1992)

O uso da propagacao vegetativa estd a aumentar rapidamente e é de importancia vital
para o melhorador. Sequndo ZOBEL & TALBERT (1984), tém sido feitos progressos muito
interessantes a partir dos anos 80, com o uso de metodologias de propagaciao vegetativa em
programas operacionais de melhoramento florestal e de florestacao

Segundo os mesmos autores, o uso sistemdtico de estacas enraizadas tornar-se-a
corrente num futuro préximo dependendo sobretudo de aspectos técnicos e, especialmente no
que se relaciona com a idade da d@rvore e a sua possivel reversao a condicao juvenil.

Na Tabela 1.1 referem-se exemplos que sao citados na bibliografia referenciada, sobre a

utilizacdo de técnicas de propagacao vegetativa, por vezes em larga escala para as espécies
florestais referidas, precedidas ou ndo de algumas formas de contornar o processo de
maturacdo das arvores.

10 sentido deste termo sera clarificado mais a frente, na pagina 20
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1.2.3. A problematica da maturagao

Nas espécies florestais o processo de maturacao pode ser responsavel pela dificuldade
em propagar vegetativamente individuos seleccionados. Quando a drvore atinge uma idade
suficiente para que as suas caracteristicas possam ser avaliadas a utilizacao da via clonal pode
ser muito problematica.

De uma maneira geral, a capacidade de propagacdo vegetativa das arvores florestais
decresce com a idade, embora tambhém dependa de outros factores: a espécie, o gendtipo e o
estado fisioldgico.

Nem todas as espécies tém a mesma facilidade em enraizar. Algumas contém
meristemas radiculares pré-formados prestes a alongarem-se desde que as condicdes sejam
favoraveis. Sdo as espécies de facil enraizamento como é o caso dos géneros Sa/ix spp.,
Populus spp., e outros. (FRANCLET, 1977; ZOBEL & TALBERT, 1984). Numa segunda
categoria, surgem as espécie moderadamente ficeis de propagar, em que uma unica
manipulacao do pé-mae permite uma propagacao massal adequada. E o caso, de espécies da
familia das Cupressiceas. Existe uma ultima categoria de espécies, normalmente as mais
interessantes do ponto de vista econdmico, que possuem efeitos de maturacdo precoces
relativamente estaveis sendo a sua capacidade de enraizamento bastante menor. E o caso dos
géneros Pseudotsuga spp., Abies spp., Pinus spp., Quercus spp., etc. (FRANCLET, 1977).

Mas a aptidao para a propagacao vegetativa pode ter flutuacées muito grandes dentro
da mesma espécie, como acontece, p. e., na £ucalyptus globulus Labill. (ANONIMO, 1982)
ou em espécies do género Quercus (ARBEZ, 1982). Até na mesma drvore podem existir
variacdes na aptidao para a propagacdo vegetativa devidas a aspectos nutricionais e hormonais
(FAVRE, 1977; RAUTER, 1983). Estabelece-se um gradiente ao longo da arvore em que a
capacidade de emissdo de raizes da estaca varia com a sua posicao na arvore. Normalmente as
partes basais dos ramos e copa sao as zonas mais adequadas para a propagacao vegetativa. A
idade ontogénica estd relacionada com a capacidade de enraizamento de estacas, esta
aumentando com a proximidade ao sistema radicular (OLESON, 1978; MONTEUUIS, 1989).

Podem descrever-se técnicas empregues isoladamente ou em conjunto, que permitem a
utilizacao de material adulto como base para a propagacao vegetativa de material melhorado.

As consequéncias destes procedimentos situam-se a trés niveis:

i) Rejuvenescer o material a propagar.
if) Desenvolver meristemas pré-formados, inibidos pelos meristemas apicais.
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iil) Suprimir os efeitos repressivos de eventuais inibidores enddgenos.

Trata-se de técnicas de 1) manipulacdo dos propagulos?, com que se pretende um
aumento da sua capacidade rizogénica destes em geracdes sucessivas e/ou técnicas de 2)
mobilizacdo da planta dadora, que consistem na obtencao da primeira geracao de propagulos:

( Enxertia - microenxertia -
1) MANIPULAGAO DO PROPAGULO 4 Estacaria em série

LCuItura de tecidos

( Pulverizacao com citocininas
2) MOBILIZAGAO DA PLANTA DADORA % Podas

| Abate da drvore

1) Manipulacéo do propagulo:

Utiliza-se um tipo particular de enxertia - a microenxertia - que se realiza com um
cavalo jovem, de preferéncia obtido a partir de semente da propria arvore, e um garfo
miniaturizado da planta adulta. Tem sido empregue com sucesso em varias espécies sobretudo
no género Eucalyptus, como seja o caso da EFucalyptus gunni Hook. F. e da Eucalyptus
dalrympleana Maiden (CAUVIN, 1981) e é muito util quando ndo se pode abater a arvore
seleccionada. No caso do sobreiro, pode ser uma metodologia muito interessante para obter
um certo rejuvenescimento, ainda que fugaz. Podera ter que se realizar mais que uma vez e,
por fim, com ou sem utilizacdo de outras técnicas, podera estabelecer-se a planta como pé-
mée. Esta técnica parte do pressuposto de que a influéncia que o cavalo exerce sobre o garfo
depende da distancia entre eles e da importancia que as folhas tém em induzir ou manter os
meristemas maturos ( PATON ¢/ a/,, 1981).

Na estacaria em série, apés a primeira mobilizacao da arvore adulta por qualquer
processo, obtém-se uma estaca enraizada que, por sua vez, ira dar origem a outras, nao se
distinguindo a planta-mae das estacas destinadas a plantacao. E uma técnica simples e
economica, perfeitamente adaptada a uma producao massal de plantas. Apés a primeira
mobilizacao da planta dadora, obtém-se uma estaca enraizada que, por sua vez, ira dar origem
a mais estacas enraizadas, aproveitando os ramos laterais. A estaca inicial seque para a
plantacdo, o mesmo acontecendo as estacas originadas a partir dela, ou seja, as estacas da
geracao a sao retiradas das homalogas plantaveis da geracao a-1. Consegue-se, desta forma,

Z Propagulo é aqui empregue no sentido de qualquer parte da planta que vai servir para a propagar
vegetativamente.
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um elevado nimero de plantas do mesmo clone. Esta técnica tem sido aplicada com sucesso a
Picea abies (L.) Karsten, com base em plantas de 4 anos (KLEINSCHMIT, 1985).

Segundo FRANCLET (1982), as potencialidades da cultura de tecidos sao imensas.
Por um lado devido a miniaturizacao do exp/ang, por outro, pela possibilidade de se manipular
o ambiente exdgeno (fotoperiodo, temperatura, humidade, composicao do meio nutritivo,
reguladores de crescimento, etc.). Esta técnica antecedida ou nao de outra, pode ser bastante
bem sucedida na obtencdo de plantas rejuvenescidas. Esse objectivo tem sido conseguido,
mesmo em plantas muito recalcitrantes, como é o caso da Sequoia sempervirens (Lam.) Endl.
(BOULAY, 1979) mas também da Quercus suber L. (VIANZANERA & PARDOS, 1990;
ROMANO & MARTINS-LOUCAO, 1992). DAVID (1982) refere que talvez a cultura de
tecidos remova a maior parte das correlacdes internas, o que ndo parece no entanto ser
suficiente para rejuvenescer completamente as células de exp/ants provenientes de drvores
adultas.

2) Mobilizacao do planta dadora:

A poda e o abate da drvore sdo técnicas que se usam na horticultura classica. Baseiam-
-se na reactivacdo de meristemas pré-formados e inibidos pelo crescimento dos meristemas
apicais. O abate da arvore ¢ muito utilizado nas espécies que rebentam facilmente de touca. E
frequente o seu uso no género Eucalyptus spp. (HARTNEY, 1980; ZOBEL & IKEMORI,
1983) e também no género Quercus spp.(FRANCLET, 1983).

A aplicacdo de citocininas também estimula o desenvolvimento de gomos adventicios,
pré-formados e inibidos pelo crescimento da arvore. Na Quercus suber L., usou-se BAP para
induzir a brotacéo axilar, com muito bons resultados quer em plantas jovens (TORIBIO, 1986)
quer em toucas (MANZANERA & PARDOS, 1990).

O rejuvenescimento, ou seja, a reversdo das caracteristicas adultas para juvenis, nao
parece ser completamente conseguido com estas técnicas. A designacao mais correcta a
empregar deveria ser revigoramento. Segundo HACKETT (1985), o que distingue estes dois
termos ¢ a estabilidade da caracteristica readquirida que, no segundo caso, nao se mantém.

A propagacao vegetativa das espécies florestais, pode ser efectuada por diferentes
técnicas que estao especificadas na Figura 1.9, em relacdo ao objectivo final: a obtencio de
plantas aptas para arborizacdo e para testes clonais; umas sao mais apropriadas para a
obtencao das primeiras copias vegetativas, (alporquia aérea, amontda, estacaria, enxertia e
cultura de tecidos) e outras sao mais indicadas para reactivar o material mobilizado e estimular

3 Explant tem o significado de qualquer estrutura vegetal utilizada para iniciar a multiplicagao /n vitro.
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as capacidades morfogénicas iniciais (microenxertia em série, estacaria em série e subcultivos
sucessivos em cultura de tecidos).

I 0 Ut

cultura de tecidos

i

estacarin em série

testes clonals

/—ulporquiu aéren

enxertin *‘%min—_—.z_*gj
J j
estacaria ‘5

Fig. 1.9 - Técnicas de clonagem para espécies florestais, passiveis de serem aplicadas a espécie Quercus
suber .. (Adaptado de MONTEUUIS, 1984)

arborizagio

pés-mie

E

1.2.4. Estratégia de melhoramento para o sobreiro

O principal objectivo associado ao melhoramento genético do sobreiro continua a ser o
aumento da producao da cortica quer em quantidade quer em qualidade. Numa publicacdo de
1934, NATIVIDADE referia ser urgente atingir esse objectivo: ...a simples escolha para
reprodugdo de landes provenientes de sobreiros produtores de boa cortiga, ndo oferece
qualquer garantia de éxito, antes se pode considerar um trabalho estéril. Esse facto deve-se a
intrinseca alogamia e consequente heterozigocidade do sobreiro, que leva a uma elevada
diversidade da descendéncia. Por outro lado, e ainda segundo o mesmo autor, a influéncia das
condicoes do meio na qualidade das corticas ndo é tao decisiva como se poderia pensar.
Assim, para as caracteristicas determinantes da qualidade da cortica: a porosidade, a espessura,
as inclusdes lenhificadas, e outras, em individuos do mesmo montado e sujeitos as mesmas
condigdes de solo e clima, a variacao surge quase de arvore para arvore.
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De acordo com um estudo feito por GRACA ¢! a/. (1985), é muito importante ter em
conta os defeitos da cortica pois a valorizacao do preco da cortica amadia é funcao da sua
qualidade. A classificacao das pranchas é feita, tradicionalmente, em 6 classes de qualidade que
atendem a uma série de critérios, entre os quais a porosidade exposta é o mais importante. O
outro factor a ter em conta para o preco na fabrica é a espessura da cortica. O calibre mais
valorizado é o de 12 a 14 linhas®, pois é o calibre por exceléncia para o fabrico de rolhas. A
componente rolheira da industria corticeira é aquela que contribui com a parte mais
significativa da mais valia desse sector.

Para atender a estas exigéncias é necessdrio dispor de plantas para arborizacdo com um
potencial genético que seja adequado e que possam reunir os sequintes aspectos: i) cortica de
qualidade, ii) boa producdo, iii) precocidade da producéo, iv) fuste recto e bem conformado, v)
boa condicéo sanitaria.

Um programa de melhoramento necessita de partir de uma elevada base genética, o que
nesta espécie, ndo constitui problema, atendendo a referida heterozigocidade natural da
espécie. No entanto, ¢ muito importante saber qual a base genética de que se dispée. Isso pode
ser feito através, por exemplo, de marcadores do tipo izoenzimatico, como vem sendo feito no
nosso pais para o pinheiro bravo (CASTRO, 1989). Neste momento, uma metodologia usando
polen esta igualmente a ser posta em pratica por NOBREGA (1992).

Como em qualquer programa de melhoramento cldssico, teremos uma via a longo
prazo, que devera ser iniciada por ensaios de proveniéncias. A escolha destas devera ser feita,
de preferéncia, ao longo de toda a drea de distribuicdo da espécie, onde serdo recolhidas
sementes (ver fluxograma da Fig. 1.10). Estes ensaios irdo demorar muito tempo, pelo menos
até se obter a primeira cortica de regeneracao, ou seja, 40 anos. Principalmente porque néo se
consequiram até ao momento resultados conclusivos sobre possiveis correlacdes entre
caracteristicas interessantes da cortica no estado adulto e no estado juvenil, o que possibilitaria
a seleccio de plantas jovens cuja producdo futura, de cortica amadia, fosse de qualidade
(NATIVIDADE, 1934; GOMES, 1986; GRACA & PEREIRA, 1993). Os testes de
proveniéncia sao de primordial importancia, pois tormam possivel a determinacdo da
variabilidade inter-proveniéncias. Eles possibilitam a captura de um ganho adicional pela
introducéo de novos gendtipos, testados em pomares de semente de 1° e 2° geracao, reduzindo
também os riscos da perda de variabilidade

Na via a curto prazo, poder-se-do seleccionar dreas de montado extreme, cuja
producdo de cortica em qualidade e quantidade seja acima da média e onde a maioria dos
sobreiros retina essas caracteristicas, sem ataques de pragas e doencas e com boa conformacao
de tronco e copa. Essas areas poderao constituir aquilo que se designa por dreas produtoras de

4 Cada linha tem 2,25 cm.
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semente (AFS), onde sera recolhida semente para prover as necessidades imediatas de
producao de plantas. O ganho genético obtido sera, no entanto, pouco significativo.

Em simultaneo, serdo seleccionadas arvores superiores, com base no seu fenotipo e por
comparacao com 3 arvores testemunha, como aconselha VALDECANTOS (1992). As
caracteristicas a ter em conta de acordo com varios autores (GOMES, 1989;
VALDECANTOS, 1992), incluem:

i) Producdo de cortica em quantidade e de boa qualidade (sem excesso de porosidade,
sem inclusdo de tecidos lenhificados, com espessura suficiente e outros).

if) Fuste alto, recto e limpo de ramos baixos.

ili) Auséncia de ataque de pragas e doencas.

Podera utilizar-se a enxertia, com garfos provenientes das drvores seleccionadas, para
constituir pomares produtores de semente de 1° geracdo. Também se poderao instalar pés-mae,
através de cultura de tecidos (ROMANO ¢! a/., 1992) ou, se possivel, por estacaria. Com base
nos pés-mae e utilizando métodos de reversio da maturacao, p.e. a estacaria em série, podera
ser tentada a producado de plantas para arborizacdo, o que permite capturar toda a variancia
genotipica num curto espaco de tempo.

A superioridade das drvores seleccionadas, reunidas no pomar de sementes, s6 serd
confirmada através de ensaios de descendéncia da semente que, originada por polinizacao livre
no pomar, indicara a sua aptiddo geral a combinacao; essa informacdo sé estara disponivel
dentro de 60 a 70 anos. Mas, se for possivel antecipar o periodo de floracdo das arvores do
pomar e a idade da desboia das plantas dos ensaios de descendéncia, a duracdo destes ensaios
podera ser significativamente encurtada.

A semente, obtida no pomar de sementes de 1° geracdo, para além de ser usada para
arborizacdo, podera também ser utilizada para produzir pés-mae jovens. Aproveitando a
intensa e facil rebentacdo de touca desta espécie, aqueles poderdo ser propagados
vegetativamente por estacaria. As plantas resultantes deste processo serdo utilizadas na
arborizacao, conseguindo-se deste modo aumentar o niimero de plantas produzidas pelo pomar
de sementes o que, sem este artificio, seria muito mais reduzido. Esta metodologia tem sido
empregue com sucesso noutras espécies, como Pinus radiata D.Don. (LIBBY ef al., 1972),
Eucalyptus spp. (ZOBEL & IKEMORI, 1983), etc.

Apos o resultado dos ensaios de descendéncia podera proceder-se a deshastes no
pomar de sementes de 1° geracao e ainda a polinizacoes controladas. As sementes resultantes
deste ultimo processo, que sio em numero muito reduzido, poderdo ser submetidas ao
procedimento acima descrito de producao de pés-mae e sua multiplicacao, por via vegetativa,
para arborizacao.
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- P.V. - Propagacao Vegetativa
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P.C. - Polinizacao Controlada
‘ A.G.C. - Aptidao Geral a Combinacao

Fig. 1.10 - Fluxograma de um possivel programa operacional de melhoramento genético da espécie Quercus
suber L. (PV-propagacao vegetativa; PL-polinizacao livre; PC-polinizacdo controlada; AGC-aptidao geral a
combinacao).

A partir do resultado dos testes de descendéncia é possivel constituir pomares de
semente de 2* geracdao, com a eventual introducdo de novos gendtipos, confirmados pelos
ensaios de proveniéncias. Conheceremos entdo o verdadeiro valor genotipico das arvores,
sendo a semente resultante da polinizacao livre do pomar de sementes de elevada qualidade
genética o que pode possibilitar um ganho genético significativo.

O ciclo podera repetir-se, se deva ter em atencdo a reducdo da base genética que
ocorre e 0s perigos da consanguinidade, com a consequente quebra de vigor. Por essa razao
todos os genotipos deverdo ser guardados em bancos clonais, por via vegetativa.
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No fluxograma da Figura 1.10 estao sintetizadas as interrelacdes possiveis num
programa de melhoramento genético para esta espécie, dando-se particular énfase a utilizacao
da via vegetativa ao longo de todo o processo (os asteriscos ligados as setas realcam a
utilizacao dessa via); as caixas de bordos redondos revelam uma diminui¢ao de variabilidade,
enquanto as caixas de bordos losangulares indicam uma manutencdo ou acréscimo de
variabilidade.

1.2.5. A propagacao vegetativa no sobreiro

A propagacao vegetativa pode, como vimos, desempenhar um papel muito importante
no desenrolar de um programa operacional de melhoramento para a espécie Quercus suber L.
No entanto, além das condicionantes devidas a maturacdo das darvores, surgem outras
provocadas pelas dificuldades inerentes as diferentes técnicas de propagacao vegetativa. Esses
varios processos incluem: i) a mergulhia, ii) a amontéa, iii) a alporquia aérea, iv) a enxertia, v)
a estacaria e vi) a cultura de tecidos.

Tabela 1.2 - Sumadrio do papel no melhoramento, restricoes e beneficios dos diferentes modos de
propagacao (Adaptado de BURDON, 1982).

Metodo de  Papel no melhoramento Restricoes Beneficios
Propagacao
Banco clonal Incompatibilidade cavalo-  Precocidade na floracao
ENXERTIA Pomar de sementes -garfo Rejuvenescimento
Estabelecimento de pés- Custo
-mae Dificuldade na execucao
Rejuvenescimento
Banco clonal Dificuldade de Menores custos
ESTACARIA  Pomar de sementes propagacao Facilidade de execucao
Propagacao massal Crescimento reduzido
Estabelecimento de pés- Plagiotropia
-mae
Rejuvenescimento ?
Estabelecimento de pés- Custo Rejuvenescimento
CULTURA DE -mae Instabilidade genética Obtencao rapida de
TECIDOS Rejuvenescimento Equipamento clones
Propagacao de clones elite,  Dificuldade na execucao Eliminacao de virus
hibridos e recombinantes Fragilidade das plantas Recombinacao genética

Existem vantagens e desvantagens associadas a cada um destes modos de obter clones.
Na Tabela 1.2 estdo apresentadas as possiveis aplicacdes, mas também os beneficios e as
restricdes para os 3 ultimos métodos, que sdo geralmente os mais usados.

O género Quercus em geral (DEHGAN et al., 1989) e a espécie Quercus suber L. em
particular sdo, de um modo geral, muito recalcitrantes a aplicacdo de técnicas de propagacao
vegetativa (NATIVIDADE, 1938).
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A cultura de tecidos tem vindo a ser utilizada nesta espécie com resultados bastante
promissores, sobretudo no que diz respeito a propagacao de material adulto (ROMANO ¢! a/;
1992). JACQUIOT (1952) obteve cal//us com cultura /n vitro de tecido cambial.
BELLAROSSA (1981) usou embrides somadticos a partir dos quais obteve rebentamento
axilar. MATAOUUI & ESPAGNAC (1987) estudaram a formacao de embrides somdticos. A
primeira obtencao de plantas enraizadas foi feita por PARDOS (1981), a partir de segmentos
nodais de plantas com 1 ano. DEIDDA ¢ a/. (1988) referem a obtencao de plantas a partir de
gomos axilares, também provenientes de plantas jovens, com 70% de enraizamento e
problemas de sobrevivéncia. IANZANERA & PARDOS (1990) embora indiquem a producéo
de plantas a partir de cultura de tecidos com base em plantas jovens e também em rebentos de
touca, referem graves problemas com a sua sobrevivéncia. ROMANO & MARTINS-
LOUCAO (1992) obtiveram 54% de enraizamento a partir gomos axilares e terminais de
ramos de drvores adultas. ROMANO ¢! a/. (1992) com o mesmo tipo de material, e apesar de
terem obtido melhores percentagens de enraizamento (90%), referem dificuldades na
achimatacdo, com 58% de sobrevivéncia. GONCALVES & RAINHO num trabalho
apresentado em 1992, utilizando material jovem, indicam elevadas percentagens de
enraizamento mas igualmente graves problemas de achimatacdo. Os mesmos autores (1993),
consequiram melhores resultados na sobrevivéncia (73%), com o mesmo tipo de material.
GUUJARRO et al. (1993) estabeleceram um protocolo para a regeneracdo do sobreiro via
embriogénese somdtica.

Pensamos ser a cultura de tecidos muito interessante como método para mobilizar a
planta dadora visto que podera permitir o estabelecimento de pés-mae, se for bem sucedida ao
nivel do rejuvenescimento; no entanto, ndo nos parece tao indicado para a producao massal de
bons fenétipos.

NATIVIDADE refere, numa publicacdo de 1938, que a enxertia, o método mais facil e
sequro nesta espécie rebelde ao enraizamento, é uma solucdo precaria. De facto, o efeito do
cavalo podera ter consequéncias na producdo da cortica e, além disso, é um processo moroso e
de dificil aplicacao em larga escala. Indica duas enxertias que foram aplicadas com sucesso, a
de borbulha e a de coroa. Posteriormente, foram realizados ensaios com enxertias homo e
heteroblasticas utilizando as mesmas metodologias com o objectivo de obter pés-méae com base
em arvores boas produtoras de cortica (CORREIA, 1981; MARQUES & REIS, 1987;
ROLDAO e¢f al, 1992). Nao sendo esta uma técnica adequada a produgiao comercial de
genodtipos melhorados pode, no entanto, ser muito vantajosa para o estabelecimento de
pomares de sementes, além de permitir a mobilizacio da planta dadora e o seu
rejuvenescimento, com vista a aplica¢ao ulterior de outros métodos mais expeditos.

A alporquia aérea e a mergulhia sao processos cujo uso nunca sera muito alargado. No
entanto, a amontéa pode vir a ser usada na mobilizacdo da planta dadora, atendendo a
facilidade de rebentacao de touca do sobreiro, tal como sucede com o castanheiro.
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A estacaria parece ser o0 método mais adequado a producdo massal por ser o mais
rapido e econémico; no entanto, no sobreiro o seu emprego esta fortemente condicionado por
um melhor dominio do ambiente e condicoes especificas do enraizamento.

O pioneiro no emprego da estacaria a esta espécie foi NATIVIDADE (1938), que se
refere a este processo de propagacdo como o que lhe mereceu mais interesse, do ponto de
vista de propagacao massal e ao qual se dedicou durante largos anos. Durante os primeiros
cinco anos de ensaios obteve uma so planta enraizada e com uma so raiz. Com a propagacao
de rebentos de touca estiolados por amontéa do terco basal, conseguiu inicialmente
percentagens de enraizamento muito baixas (5%). A aplicacdo de um anel de arame sobre a
casca, proximo da base do rebento, aumentou para 56% a percentagem de enraizamento.
NATIVIDADE (1950) indica ainda que a propagacao por amontéa podera constituir o ponto
de partida para o clone. O autor experimentou também, mas sem éxito, a aplicacdo de
reguladores de crescimento do tipo AIB e ANA. CORREIA (1954) dedicou-se a propagacio
vegetativa de rebentos estiolados com aplicacao de requladores de crescimento. Embora tenha
verificado um efeito positivo no enraizamento, os resultados ndo foram muito conclusivos.

Posteriormente poucos ensaios foram feitos sobre estacaria de sobreiro. Podemos
referir ROLDAO (1987), que utilizou estacas retiradas do terco médio da copa e aplicou um
regulador de crescimento, o AIB. Os resultados, neste caso, também foram pouco conclusivos.
A mesma autora, num artigo publicado em 1990, refere ensaios realizados com estacas
retiradas de plantas jovens, em que a aplicacdo de uma temperatura de 28°C a base da estaca
teve um efeito positivo no enraizamento, que atingiu 50% quando as estacas foram postas a
enraizar em pleno Verdo. ROMANO ef 4/.(1992) observaram que o material adulto posto a
enraizar ndo era reactivo e que as estacas provenientes de plantas jovens ndo ultrapassavam
25% de enraizamento.

DREW & DIRR (1989) utilizando estacas de diversos carvalhos, provenientes de
plantas com 3 anos e usando uma solucdo de AIB a 1%, concluiram ser a espécie Quercus
suber L. aquela que originava uma percentagem de enraizamento mais baixa (2%), juntamente
com a Quercus alba L.

1.2.6. Objectivos do trabalho

O principal objectivo do presente trabalho consiste em procurar esclarecer algumas das
condicionantes para a estacaria nesta espécie com a consequente obtencdo de boas
percentagens de enraizamento e producao de plantas com boa qualidade fisiologica que
possam ser plantadas e utilizadas num programa de melhoramento para esta espécie, para o
qual a utilizacao da propagacao vegetativa é imprescindivel, como vimos (seccdao 1.2.4.).
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Utilizamos plantas jovens como modelo pela maior facilidade na sua manipulacao e pela
escassez de estudos sobre o enraizamento nesta espécie. Os factores que pretendemos estudar
foram a capacidade de enraizamento ao longo do tempo e a sobrevivéncia das estacas
enraizadas, para além da quantidade e qualidade do enraizamento. Para isso, submetemos as
estacas a diferentes tratamentos: aplicacao de auxinas (AIB e ANA), descasque da base da
estaca e pré-tratamentos dos pés-mae (escurecimento com ou sem aplicacao de AIB e numero
de dias as escuras-estiolamento). Para alguns tratamentos - aplicacao de AIB as estacas antes
de serem postas a enraizar e escurecimento prévio da planta com ou sem aplicacédo de AIB - o
processo rizogénico foi acompanhado através de cortes histoldgicos de modo a observar o
efeito dos tratamentos ao nivel anatémico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARACTERIZAGAO DO MATERIAL VEGETAL

Em todos os ensaios efectuados foram utilizadas plantas jovens de sobreiro obtidas a
partir de semente germinada em estufa imediatamente apds a sua colheita da arvore. Embora
em cada ensaio se tenham usado plantas provenientes de bolotas colhidas na mesma arvore,
para cada ano, usou-se uma proveniéncia (darvore) diferente. A primeira arvore, referente aos
ensaios de 1992, esta situada na herdade da Talefa, no concelho de Alter do Chio (latitude
39°16'30"e longitude 7°54'00"). A segunda arvore, usada em 1993, encontra-se no concelho
de Castelo Branco, freguesia de Lentiscais (latitude 39°44'40"e longitude 7°26'00").

Apés a germinacdo seleccionaram-se as plantas-mae a utilizar nos ensaios, com base no
seu desenvolvimento fisiolégico, independentemente das datas de inicio, devido aos diferentes
tempos de germinacdo desta espécie. Assim, as plantas utilizadas tinham cerca de 14-15 cm de
altura (ver Fig. 2.1).

2.2. ENSAIOS DE ENRAIZAMENTO

2.2.1. Caracterizagao dos ensaios

Os ensaios foram realizados durante dois anos consecutivos cuja calendarizacao,
proveniéncia de semente, designacao e numeracao dos ensaios, para maior comodidade,
podemos observar na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Especificacdo dos ensaios realizados, designacdo, calendarizagao e proveniéncia da

semente.
n°ensaio  designacao sementeira inicio do ensaio  proveniéncia
1 AlB 03/12/91 24/04/92 Talefa
2 Dias no escuro (estiolamento) 03/12/91 30/06/92 Talefa
Estimulacédo dos gomos axilares 03/12/91 12/01/93 Talefa
3 Escurecimento (da base) 24/11/92 13/04/93 Lentiscais

2.2.1.1. Primeiro ensaio

Neste ensaio foram preparadas duas estacas por cada planta dadora, uma do topo outra
da base (Fig. 2.2). Nos tratamentos em que se retirou a casca do centimetro basal da estaca,
essa operacao foi feita com um x-ato por forma a nao danificar o cambio (Fig. 2.3).

As estacas, depois de preparadas foram imersas numa solucdo anti-fiingica - benomil
(Benlate) - a 6% (Fig. 2.5). Neste ensaio a duracao da imersao foi de 10 minutos [ Devido a
resisténcia que o material vegetal apresentou a infeccao, a duracao da imersao foi encurtada
para 5 minutos, o que permitiu diminuir o tempo de montagem dos ensaios e aumentar o n° de
estacas por repeticio e o n° de repeticoes, nos ensaios sequintes (Tab. 2.3)]. Apds esta
operacao, aplicou-se AIB em po nas concentracdes de 0 (testemunha), 0,5, 1 e 2%.

2.2.1.2. Segundo ensaio

Neste ensaio, as plantas-mae foram postas no escuro, com excep¢ao das testemunhas,
durante 2, 4 e 8 dias, antes da preparacao das estacas. As estacas, de topo e da base, foram
todas descascadas pela forma descrita no paragrafo anterior. A aplicacao de AIB, também em
po, foi feita nas concentracdes de 0 (testemunha), 0,5 e 1%.

Com as estacas enraizadas no decurso deste ensaio e que entraram em dormeéncia
realizou-se um sub-ensaio com o objectivo de estimular o abrolhamento dos gomos axilares.
Procedeu-se a pulverizacao da parte aérea da estaca com uma solucao de citocinina, 6-
benzilaminopurina (BAP), 100 mgl'. A solucao foi preparada dissolvendo, previamente, 10 mg
de BAP em 0,3 ml de HCI 1 N. As estacas encontravam-se em estufa e s6 foram utilizadas no
ensaio aquelas que ndo tinham, entretanto, formado rebentos. Contou-se o nimero de
verticilos em cada estaca e dividiu-se a totalidade das estacas em dois lotes iguais: num,
testemunha, as estacas ndo foram pulverizadas e no outro foram pulverizadas duas vezes, em
duas semanas consecutivas.
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2.2.1.3. Terceiro ensaio

Neste ensaio, as plantas-mae foram submetidas a uma técnica de escurecimento
conhecida por blanching (MAYNARD & BASSUK, 1986), que consiste no envolvimento da
parte do caule que serd a futura base da estaca por uma banda preta. Neste caso foi utilizada
uma fita de PVC, com 19 mm de largura. Antes da colocacao da fita, enrolou-se Parafi/mem
volta dessa zona do caule, para evitar uma possivel influéncia da cola que a fita de PVC
contém. A aplicacdo da fita preta permite, muito facilmente, a aplicacdo da auxina no local
escolhido para futura base da estaca. Em muitos casos, este procedimento provou ser mais
efectivo na estimulacdo do enraizamento em espécies recalcitrantes, do que a propria aplicacao
de auxina imediatamente antes da estaca ser posta a enraizar (HOWARD & HARRISON-
MURRAY, 1985). No tratamento que incluiu a aplicacdo de AIB em pé na concentracao de
0,5%, o Parafilm foi previamente pincelado com o regulador de crescimento.

$6 se utilizaram as estacas de topo e, apés o escurecimento, nos tratamentos em que se
retirou a casca do centimetro basal da estaca, essa operacao foi feita da mesma forma referida
para o primeiro ensaio. Antes das estacas serem postas a enraizar e apos a imersao na solucao
anti-fingica, aplicaram-se as diferentes auxinas em pé a base da estacas: 0,5% AIB e 0,1%
ANA.

2.2.2. Preparacao das estacas

As estacas, com cerca de 7 cm, apds terem sido retiradas da planta mae foram sujeitas a
um corte na base, em bisel, e cada uma ficou com pelo menos dois pares de folhas, para
facilitar a sua colocacao no local de enraizamento (Fig. 2.4).

Como suporte do enraizamento foi utilizado um saco denominado Me/fert, que depois
de acondicionado com o substrato apropriado foi enrolado a volta da base da estaca
(FRANCLET, 1981). A grande vantagem deste saco de enraizamento é permitir a realizacao
de varias leituras ao longo do tempo. Cada saco foi cheio com 400 cm3 de substrato, uma
mistura de perlite (Europer/) e turfa (7DK), nas proporgoes de 3:1. A mistura juntaram-se 2 gr
de Osmocote Plus por saco, um adubo de accao retardante.
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Fig. 2.3 - Descasque da casca da base da estaca
com um x-ato.

Fig. 2.4 - Corte de uma folha na estaca.
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Nos tratamentos em que se aplicou um regulador de crescimento do tipo auxinico, este
foi aplicado em po a base da estaca, na concentracao devida, imediatamente antes desta ser
enrolada no saco de enraizamento (Tab. 2.2).

2.2.3. Condigoes de enraizamento

Apos terem sido enroladas no saco Ne/fert (Fig. 2.6), as estacas foram etiquetadas e
colocadas, no tabuleiro de enraizamento. A casualizacao dos lugares ocupados pelas estacas
foi efectuada em computador, com uma /macro que gerava numeros aleatorios.
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Os tabuleiros foram colocados na bancada de uma estufa equipada com rega
automatica por nebulizacao, cool/ing, aquecimento das bancada e rede de sombreamento. No
entanto, procedeu-se a uma translacdo semanal na posicdo dos tabuleiros na bancada, para
limitar o erro experimental dos ensaios, causado por possiveis gradientes de humidade e
temperatura.

A bancada aquecida a 28°C (ROLDAO, 1990) através de um sistema de resisténcias
eléctricas, foi forrada a gravilha previamente lavada.

A rega foi adaptada as condicées ambientais prevalecentes no decurso dos ensaios. No
inicio de cada ensaio a duracdo e o intervalo entre regas, foi de 6 minutos e 20 minutos,
respectivamente. A partir dos primeiros 15 dias, o intervalo da rega foi aumentado e a sua
duracdo diminuida. A humidade e temperatura didrias dentro da estufa, medidas por um
termohigrografo, foram sempre tidas em consideracdo em relacdo as alteracdes a efectuar na
rega, de modo a que os ajustamentos feitos permitissem a manutencdo de uma humidade
elevada ao nivel das folhas, mas sem riscos de apodrecimento e de ataques de fungos. O
aumento da temperatura da estufa era controlado pelo sistema de coo/ing que entrava em
funcionamento a partir dos 25°C e que arrefecia o ar por calor latente, com o consequente
aumento da humidade relativa.

As estacas foram pulverizadas, semanalmente, com uma solucdo anti-fungica, cujo
principio activo variava, de forma a evitar uma possivel habituacao ao tratamento preventivo.

2.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado nos ensaios de enraizamento foi completamente
casualizado e trifactorial, utilizando o modelo fixo. Na Tabela 2.2 podemos observar os
tratamentos efectuados para cada factor, em cada ensaio.

O numero total de estacas utilizado por ensaio, variou de acordo com a disponibilidade
de plantas e, sempre que possivel aumentava-se o nimero de repeticoes e o nimero de estacas
por repeticdo (Tab. 2.3). Os ensaios foram encadeados por forma a poderem ser comparados
os resultados, ainda que parcialmente (Tab. 2.2).

Para cada ensaio foram anotados os seguintes parametros:

i) mimero de estacas vivas (V),
ii) niimero de estacas mortas (V1)
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iii) nimero de estacas com ca//us® (C)

iv) numero de estacas sobreviventes (S)

v) numero de raizes, por estaca enraizada (NR)

vi) comprimento da maior raiz, por estaca enraizada, em mm (CMR).

Tabela 2.2 - Especificacdo dos diferentes tratamentos efectuados, por factor, nos ensaios
de enraizamento

n° ensaio 1° factor 2° factor 3° factor
concentracao de AlB origem da estaca cm basal da estaca
0% base da planta inteira
1 0.5 % topo da planta sem casca
1,0 %
2,0%
n°® de dias as escuras origem da estaca concentracéo de AIB
0 base da planta 0%
2 2 topo da planta 0,5 %
4 1,0 %
8
escurecimento cm basal da diferentes auxinas
3 banda preta+0,5%AIB estaca sem auxina
banda preta sem auxina inteira AIB 0,5%
sem banda preta sem casca ANA 0,1%

Tabela 2.3 - Caracterizacao dos diferentes factores utilizados nos ensaios de enraizamento, n°® de tratamentos,
n° de estacas por tratamento, n° de repeticoes e n° de estacas por repeticao.

n° n° de n°® de estacas n°de n° de
ensaio caracterizacao dos factores tratamentos por por tratamento repeticoes estacas por
factor repeticao
1 1° concentracao de AIB 4
2° origem da estaca 2 12 3 4
3° descasque do cm basal da 2
estaca
total 16 (4x2x2) 192 (4x2x2x12)
2 1° numero de dias as escuras 4
2° origem da estaca 2 15 3 5
3° concentracao de AlB 3
total 24 (4x2x3) 360 (4x2x3x15)
3 1° escurecimento e AlB 3
2°descasque do cm basal da 2 25 5 5
estaca 3
3° diferentes auxinas
total 18 (3x2x3) 450 (3x2x3x25)

5 Consideravam-se estacas com ca//us aquelas que por observacao exterior apresentavam uma massa
eshranquicada na base da estaca
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Para se fazerem as leituras dos resultados desenrolaram-se os saco \e/fert com muito
cuidado e voltaram a enrolar-se, apés o que foram imersos em dgua, para fazer aderir bem os
bordos. Os resultados poderao ter sido afectados por esse procedimento, mas como o foram
todos da mesma forma isso podera conduzir, provavelmente, a uma subavaliacao dos mesmos,
principalmente os parametros NR e CMR.

Em cada ensaio anotaram-se os parametros V, M, C, NR e CMR ao fim de um més e
dois meses. Trés meses apos a montagem dos ensaios anotou-se 0 nimero de estacas mortas
(M), com callus (C) e enraizadas (R). Apés trés meses do seu inicio, os ensaios foram
considerados terminados e as estacas enraizadas foram plantadas, juntamente com o contentor
em sacos de plastico que foram cheios com terra. Ao fim de cinco meses foi avaliada a
sobrevivéncia (S).

O tratamento estatistico dos resultados foi feito no programa STATGRAPHICS versao
6,0. Utilizou-se o0 modelo fixo de andlise de variancia, trifactorial:

Vie=w+a;+B;+ v +(ap); +(an); + BN+ (@By) j + €y

Sendo Yy, o valor observado, . a média da populacao, o, 3; e v, os efeitos principais
dos trés factores A, B e C, (cB)y (av); e ( By)y as interaccoes dos factores dois a dois, a
interaccdo dos trés factores (aBy)ijk € £y 0 desvio residual (DAGNELIE, 1973; SOKAL &
ROHLF, 1981). A comparacdo miltipla de médias foi feita através do teste de DUNCAN, com
uma probabilidade médxima de erro do tipo | de 5% (STEELL & TORRIE, 1981).

As anilise das interaccoes foi efectuada pela comparacdo multipla de médias LSD,
também com uma probabilidade midxima de erro do tipo | de 5% (STEELL & TORRIE,
1981).

A montalidade das estacas em relacdo ao total de estacas postas a enraizar, ao fim de
cinco meses, nos trés ensaios de enraizamento, foi avaliada pelo teste do qui-quadrado, com
um nivel de significancia de 0,1%, independentemente dos tratamentos efectuados.

Para o sub-ensaio de estimulacdo de gomos axilares, fez-se a primeira leitura um més
apos a ultima pulverizacao e a sequnda leitura dois meses depois, tendo sido anotados o n° de
gomos formados em todas as estacas dos dois lotes, para além do niimero de estacas mortas.

Efectuou-se o teste t de Student para a comparacao das médias das duas amostras, com
um nivel de significincia de 0,1% (SOKAL & ROHLF, 1981) para o numero de gomos
formados e também para o indice ig = numero de gomos abrolhados/mimero de verticilos, por
estaca enraizada, para a primeira e para a segunda leitura.

A mortalidade das estacas, verificada neste sub-ensaio, também foi avaliada pelo teste
do qui-quadrado, com um nivel de significancia de 0,1%.
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2.3. ANALISE MICROSCOPICA DO PROCESSO RIZOGENICO

2.3.1. Colheita do material

De 120 plantas diferentes, retiraram-se estacas, que foram postas a enraizar com o
objectivo de se recolherem amostras para acompanhamento do processo rizogénico ao longo

Tabela 2.4 - Tratamentos efectuados ao
material que forneceu as amostras
para os cortes histologicos

1° factor 2° factor
escurecimento concentracao de AlB
banda preta +0,5 % AIB 0%
banda preta sem auxina 0,5 %

sem banda preta

do tempo. As plantas-mae foram
submetidas a técnica do
escurecimento, de acordo com a
metodologia especificada em 2.2.1.3.
Utilizou-se um esquema bifactorial, a
que se refere a Tabela 2.4, e as estacas
foram preparadas de acordo com a
técnica descrita na seccdo 2.2.2.

Depois das estacas terem sido postas a enraizar foram realizadas seis colheitas de
material ao longo do més que se sequiu. A sua calendarizacdo e o numero de estacas retiradas
em cada um dos seis tratamentos pode ser observada na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 -

Calendarizacao da colheita das

estacas e numero de estacas por tratamento.

n° colheita tempo
(dias)

n°® de amostras
por tratamento

OO wNnOo

0
3
6
10
14
20

WWwwWwws s~

Na primeira colheita nao se retiraram estacas do tratamento de aplicacdo de AIB em
po, pois essa era a colheita testemunha. Recolheu-se o centimetro basal de cada estaca, que foi
lavado em agua destilada apds o que se cortou, com um x-ato, em duas amostras de 5 mm.

2.3.2. Técnicas histologicas
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As amostras foram colocadas num fixador, a soluciao de Navashin’s modificada
(JENSEN, 1962), durante pelo menos 24 horas, apos o que foram lavadas em agua durante o
mesmo periodo de tempo. Foram incluidas em polietilenoglicol 1500 D.P. (Carbowax),
primeiro numa solugao a 20%, durante 24 horas a 60°C, depois em duas mudas de meio de
incluséo puro de 12 horas cada. Fizeram-se os moldes deixando arrefecer o meio de inclusao,
com as amostras, em recipientes apropriados.

Os cortes, de 10 um de espessura, foram obtidos com um micrétomo deslizante
Reichert. Os moldes apés serem desbastados foram colados no suporte do micrétomo.
Utilizou-se uma fita gomada (7esa film 7106/4106) para manter o corte integro e que foi posta
em contacto com a superficie a cortar. A fita com os cortes foi lavada em dgua para retirar o
meio de inclusdo apos o que foi colada a lamina com glicerina gelatinada do Kaizer. As laminas
eram apertadas com uma pinca e colocadas durante 24 horas numa estufa a 40°C.

O método de coloracao utilizado incluiu o uso de 3 corantes: a Crisoidina, a Pironina Y
e 0 Astra Blau.

Antes de se efectuar a coloracdo, retirou-se a fita gomada, colocando-se os cortes em
xilol, durante pelo menos 45 minutos. Estes, deixaram-se secar ao ar e passaram-se,
posteriormente por etanol a 100%, durante um minuto, sequido de passagem rapida na mesma
substancia. Os cortes foram depois rehidratados em etanol a 50%, durante um minuto e
passagem rapida. Por fim ficaram em dgua destilada, durante 0 mesmo tempo, também sequido
de passagem rapida, antes de serem imersos numa solucdo aquosa a 0,5% de
Crisoidina/Pironina Y. O tempo optimo neste corante foi de 6 minutos, passando-se
sequidamente por dgua destilada antes de serem contracorados com uma solucao aquosa a 1%
de Astra Blau, durante 7 minutos. Desidrataram-se os cortes antes da montagem com Euparal
verde efectuando as passagens inversas em etanol a 50 e a 100%.

2.3.3. Observacdes e microfotografias

As observacoes foram efectuadas num microscopio Cet/. Usaram-se objectivas de 5x a
40x e ocular de 10x. As microfotografias foram realizadas num microscopio oéptico Nikon
Microphot equipado com luz transmitada. As peliculas utilizadas foram diapositivos de grao
fino para luz de tungsténio Eckiachrome 647.
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3. RESULTADOS

3.1. ENSAIOS DE ENRAIZAMENTO

3.1.1. Resultados individuais para cada ensaio®

3.1.1.1. Resultados do primeiro ensaio

No primeiro ensaio, como se referiu no capitulo anterior, efectuaram-se diferentes
tratamentos as estacas, cujos resultados relativamente aos varios parametros avaliados
podemos observar nas Tabelas 3.1 e 3.2. Nestas tabelas, como em todas as outras apresentadas
neste capitulo, os nimeros com as mesmas letras, nao sao significativos de acordo com o teste
de comparacao de médias.

Relativamente a percentagem de enraizamento, verificou-se haver uma resposta
significativa a aplicacao de acido indolbutirico (AIB) na base da estaca, resposta que se
tornou muito significativa na leitura que se efectuou ao fim de dois meses (P<0,01). Ja as
concentracoes de 0,5 e 1% de AIB, com 54 e 52% de estacas enraizadas ao fim de trés meses,
nao foram significativamente diferentes entre si e foram ainda as que originam melhores
resultados, sucedendo o mesmo na fase de aclimatacdao, ao fim de 5 meses, em que a
percentagem de plantas enraizadas, baixou um pouco, para 48 e 50%, respectivamente. A

60 Anexo 1 contém toda a informacio relevante, resultante da andlise estatistica dos dados - analises de
variancia.
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aplicacao de 2% de AIB e a testemunha também nao diferiram entre si, relativamente ao
numero de estacas enraizadas, ao longo do tempo (Tab. 3.1).

Tabela 3.1 -

Efeitos da concentracdo de AIB, da origem da estaca e de retirar a casca na % de

enraizamento (R), de formacéo de callus (C) e de estacas mortas (M) ao fim de 1 més, 2 meses e 3
meses e na % de sobrevivéncia (S), aos 5 meses, para o primeiro ensaio.

Tratamento 1 2 3 5
meés meses meses meses
AIB (%) R% C% M% R% C% M% R% C% M% S%
0 4b 77 0 10 b 65a 17 21 b 43a 36 19 b
0.5 15ab 65 4 40a 42b 15 54a 17b 29 48 a
1 21la 63 4 25ab 56ab 17 52a 23b 25 50 a
2 4b 60 13 19b 46 b 25 38ab 18b 44 29 ab
signif. * ns ns - * ns * * ns *
Origem
topo 10 56b 9 24 44b 24a 38 23 39 32
base 11 76a 1 23 60a 13b 45 27 28 41
signif. ns e ns ns & ¥ ns ns ns ns
Casca
inteira 4b 66 7 17b 52 23 35 24 4Ala 32
retirada 18a 67 3 30a 52 14 47 27 26b 41
signif. ** ns ns * ns ns ns ns * ns

(** P<0.01; * P<0.05, ns - nao significativo).

As estacas formaram entre 2 e 3,3 raizes, em média, ao fim de um més e passaram a ter
3,4 a 5,2, em média, ao fim de dois meses, no tratamento em que se aplicaram diferentes

Tabela 3.2 - Efeitos da concentracdo de AIB, da origem da
estaca e de retirar a casca, no n° médio de raizes (NR) e
no comprimento médio da maior raiz, em mm (CMR), por
estaca enraizada, ao fim de 1 més e 2 meses, para o

primeiro ensaio.

Tratamento 1 meés 2 meses
AlB n NR CMR n NR CMR
0 2 3.2 9,5 5 35 143b
0.5 7 3.3 11.4 20 52 714a
1 7 25 6.1 12 3.4 457 ab
2 2 20 4,0 9 39 204ab
signif. ns ns ns r
Origem
topo 8 1.8 4,7 23 39 351
base 10 3.7 10,8 23 40 408
signif. ns ns ns ns
Casca
inteira 4 25 10,3 17 3.0 21,5b
retirada 14 3.0 52 29 50 b544a
signif. ns ns ns *

O n é otamanho da amostra utilizada para calcular a média (* P<0.05, ns - ndo

significativo).

concentracoes de AIB (Tab. 3.2 e
Fig.@ 3.1 e 3.3). No entanto, o nu-
mero médio de raizes formadas por
estaca enraizada (NR), nao foi
influenciado pela aplicacdo de AIB,
em qualquer concentracao. O
mesmo nao  aconteceu  ao
comprimento médio da maior raiz,
por estaca enraizada, ao fim de
dois meses: neste caso, a aplicacao
de 0,5% de AIB forneceu um
resultado significativamente
diferente da testemunha (P<0,05),
com 714 mm e 14,3 mm,
respectivamente (ver Tab. 3.2).
Nenhum dos tratamentos
com AIB preveniu a mortalidade
das estacas durante o processo de
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enraizamento nos trés meses de ensaio, nao se detectando diferencas significativas entre eles
em relacao a aplicacao de auxina. No entanto, a aplicacao de uma concentracao de 2% de AlB
ou a auséncia de auxina, a taxa de estacas nao pegadas, ao fim de 5 meses, foi de 81% e 71%,
respectivamente, sendo estes valores significativamente superiores (P<0,05) aos obtidos com
0s outros tratamentos.

A mortalidade das estacas foi bastante baixa no primeiro més e variou de 4 a 13% (Tab.
3.1), sem diferencas significativas entre os tratamentos com este factor (AIB). E de salientar
que a percentagem de estacas que ndo sobreviveram, em qualquer dos tratamentos, aumentou
extraordinariamente na leitura efectuada ao fim de 5 meses, pois além de se ter em conta as
estacas de facto mortas ao longo do ensaio também sdo contabilizadas aquelas que nao
morreram mas que também nao formaram raizes: as estacas vivas e/ou as que formaram apenas
callus.

Como se pode observar na Tabela 3.1, a formacdo de cal/lus é significativamente
superior (P<0,05), ao fim de dois e de trés meses apos o inicio do ensaio, para o tratamento em
que nao se aplicou AIB, relativamente aos outros. Neste tratamento enraizaram menos estacas
e 0 parametro mortalidade nao aumentou de forma aprecidvel.

O 2° factor, origem da estaca (topo ou base), ndo influenciou a percentagem de
enraizamento nem o numero médio de raizes formadas ou o comprimento médio da maior raiz
por estaca enraizada (Tab.2s 3.1 e 3.2). No entanto, a percentagem de formacao de ca/lus foi
significativamente superior (P<0,01) nas estacas da base em relacdo as estacas de topo, ao fim
de 1 e de 2 meses, 76% contra 56% e 60% contra 44%, respectivamente. As estacas de topo
morreram mais do que as da base, 24% e 13% ao fim de dois meses; o que pode estar
relacionado com a menor fragilidade das estacas da base e com uma maior tendéncia de formar
callus nestas, evitando que morram (Fig. 3.2).

Nos primeiros dois meses, o descasque do centimetro basal da estaca, teve um efeito
significativo na resposta ao enraizamento (Tab. 3.1). Observou-se uma interaccdo entre a
aplicacdo de AIB e o descasque da base da estaca no parametro percentagem de enraizamento,
no primeiro més, com a aplicacao de 1% de AIB. Enraizaram, significativamente, mais estacas
descascadas do que estacas integras, sendo 38% a percentagem de estacas enraizadas nessas
condigoes (Anexo Il - Tab. 11.2). Para as outras concentracdes de AIB e testemunha, nio se
verificou nenhuma influéncia positiva da retirada da casca relativamente ao enraizamento.

Na percentagem de formacao de ca//us também se verificou uma interac¢ao entre a
aplicacao de AIB e o descasque da base da estaca, ao fim do primeiro més. Os tratamentos
com 1% e 2% de AIB tiveram efeitos inversos sobre esse parametro: o primeiro diminuiu a
formacao de estacas com ca//us e o segundo aumentou-a, talvez devido ao aumento
significativo de estacas enraizadas que a concentracao de 1% de AIB provoca (Anexo Il - Tab.
11.1).
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Zocius Sl

Fig. 3.1 - Estaca entaizada, de topo, descascada,
com aplicagdo de 0,5% de AIB, 1 més apds o
inicio do 12 ensaio (NR=3 e CMR=18 mm).

Fig. 3.2 - Formagao de caflus numa estaca da base,
descascada e sem aplicagdo de AIB, 2 meses apds
o inicio do 12 ensaio.

Fig. 3.3 - Estaca enraizada, de topo, descascada,
com aplicagao de 0,5% de AIB, 2 meses apds
o inicio do 1? ensaio (NR=10 ¢ CMR=70 mm).

Fig. 3.4 - Estaca de topo, descascada e sem
aplicagdo de AlIB, em fase se aclimatacio, 5

meses apds ¢ infcio do 12 ensaio.

44



Se bem que ao fim de trés meses o descasque da base da estaca nao tenha favorecido o
enraizamento, reduziu significativamente (P<0,05) a percentagem de estacas mortas, de 41%
para 26% (Tab. 3.1).

Este factor actuou também positivamente (P<0,05) no comprimento médio da maior
raiz por estaca enraizada, ao fim de dois meses, atingindo este parametro 54,4 mm quando se
descascou a estaca contra 21,5 mm quando se manteve a estaca integra, embora nao tenha tido
influéncia no NR, por estaca enraizada, ao longo do tempo (Tab. 3.2).

Ao fim dos primeiros dois meses, observou-se uma maior percentagem de formacao de
callus nas estacas da base que ndo foram descascadas. Existiu uma diferenca nesse parametro,
de 35% e de 29% ao fim do primeiro e do sequndo més, respectivamente, entre as estacas da
base e de topo quando a casca se manteve inteira (Anexo Il - Tab.as 11.3 e 11.4).

O aumento na percentagem de formacdo de ca//us pode estar relacionado com uma
menor percentagem de mortalidade e/ou uma menor percentagem de enraizamento. Assim, no
material que tem menor tendéncia a enraizar (as estacas sujeitas ao tratamento de 2% de AIB e
testemunha) formaram-se mais ca//us quando se retirou a casca.

3.1.1.2. Resultados do segundo ensaio

Nas Tabelas 3.3 e 3.4, podemos observar os resultados simples dos diferentes
tratamentos e para os varios factores, sequndo as anotacédes efectuadas durante o decurso do
sequndo ensaio.

Este iniciou-se cerca de dois meses mais tarde que os outros ensaios de enraizamento
(ver Tab. 2.1) e ndo conduziu a resultados significativamente diferentes nos parametros %R,
%M e %C, ao longo do tempo.

Convém relembrar que foi retirada a casca a todas as estacas deste ensaio, pelo que,
nao é totalmente comparavel com os outros ensaios de enraizamento.

A aplicacao de diferentes concentracdes de AIB, nao conduziu a resultados
significativamente diferentes em relacao a testemunha, como aconteceu nos outros dois ensaios
(Tab.as. 3.1 e 3.6) sobretudo em relacdo a percentagem de enraizamento (Tab. 3.3).

Pode também constatar-se que a partir do 2° més de ensaio e para o mesmo factor,
enraizaram consideravelmente mais estacas no tratamento testemunha (sem aplicacao de
auxina), 43% contra 10 e 29% nos ensaios 1° e 3°. Estes resultados fazem supor que a altura
do ano em que se realizou este ensaio (fins de Junho), provocou uma maior taxa de
enraizamento, sobretudo entre o primeiro e o segundo més (Tab. 3.3).
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Tabela 3.3 - Efeitos da concentracdo de AIB, da origem da estaca e do numero de dias as
escuras, na % de enraizamento (R), de formacao de callus (C) e de estacas mortas (M) ao fim
de 1 més, 2 meses e 3 meses e na % de sobrevivéncia (S), aos 5 meses, para o segundo

ensaio.
Tratamento 1 2 3 5
més meses meses meses
AIB (%) R% C% M% R% C% M% R% C% M% S%
0 9 78 3 43 52 5 47 42 N 34
0.5 1 82 1 48 48 3 50 38 12 37
1 9 81 0 38 56 6 43 40 17 35
signif. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Origem
topo 12 79 1 48 48 4 51 38 11 39
base 776 2 38 5 6 42 43 15 31
signif. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Escuras
0 13 78 0 48 48 3 54 33 13 47
2 7 87 1 44 52 4 41 47 12 30
4 12 80 1 46 49 4 52 34 14 37
8 777 2 33 59 7 36 49 15 28
signif. ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

(ns - nao significativo)

A percentagem de estacas sobreviventes ao fim de 5 meses é baixa: este resultado pode

ter sido devido a entrada em dorméncia das estacas, embora tendo continuado em estufa
durante a fase de aclimatacdo. Verificou-se ainda a auséncia de formacao e abrolhamento de

Tabela 3.4 - Efeitos da concentracdo de AIB, da origem da
estaca e do numeros de dia no escuro, no numero médio de
raizes (NR) e no comprimento médio da maior raiz, em mm
(CMR), por estaca enraizada, ao fim de 1 més e 2 meses,
para o segundo ensaio.

Tratamentos 1mes 2 meses
AlB n NR CMR n NR CMR
0 11 2,0 26,6 51 2,8 43,4 b
0.5 13 24 9,1 58 3.3 59,0 a
1 11 1.4 17.3 45 29 63,7 a
signif. ns ns ns *
Origem
topo 22 1.8 18.8 86 3,1 59.0
base 13 21 16,4 68 28 51,7
signif. ns ns ns ns
Escuras
0 12 1.6 15,4 43 31 62,9
2 6 15 12,9 40 26 47,7
4 11 1.9 18,9 41 2:9 63,1
8 6 27 23,3 30 33 47,6
signif. ns ns ns ns

O n é o tamanho da amostra utilizada para calcular a média. (* P<0.05, ns - nao

significativo)

rebentos em 77 % das estacas
enraizadas durante este ensaio
quando observadas no inicio
de Janeiro, cerca de sete meses
depois da montagem do
ensaio, ao contrario das
estacas enraizadas na
Primavera, em que o
crescimento ja era notavel ao
fim de 5 meses, como se
exemplifica na Figura 3.4.

Para o factor origem
da estaca, tal como no ensaio
anterior, as estacas de topo
ndo enraizaram mais do que as
da base.

O tratamento prévio
das plantas-mae as escuras,
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nao conduziu a resultados significativamente diferentes para qualquer dos parametros
observados.

Podemos, através da Tabela 3.4, verificar os efeitos médios dos diferentes factores no
NR e CMR, por estaca enraizada. Para ambos os parametros e ao fim do primeiro més,
também se nao observaram diferencas significativas entre os tratamentos efectuados. No
sequndo més de ensaio, o comprimento médio da maior raiz, por estaca enraizada foi
significativamente inferior para o tratamento em que nao se aplicou AlB, com 43,4 mm. Os
tratamentos 0,5 e 1% de AIB, conduziram a valores CMR de 59 e 63,7 mm, respectivamente,
nao significativamente diferentes entre si (Tab. 3.4). Relativamente ao parametro NR, o factor
aplicacio de AIB levou ao aparecimento de 2,8 a 3,3 raizes, em média, por estaca enraizada.

3.1.1.2.1. Estimulacéo de gomos axilares

Neste sub-ensaio pretendeu-se estimular o abrolhamento dos gomos axilares das
estacas enraizadas no decurso do segundo ensaio, pelo facto de elas terem entrado em
dorméncia durante o Inverno. Para tal, as estacas foram pulverizadas com BAP antes do inicio
da Primavera, como descrito em 2.2.1.2. Na Tabela 3.5 apresentam-se os resultados relativos
as duas leituras efectuadas: o numero de gomos abrolhados e a relacdo (ig) entre o n° de
gomos abrolhados e o n° de verticilos, por estaca e ainda a percentagem de estacas mortas.

Tabela 3.5 - Numero de gomos abrolhados, relacdo numero de gomos abrolhados/nimero de
verticilos (ig), por estaca enraizada e a percentagem de estacas mortas, apos a aplicacdo de
BAP, ao fim de um e dois meses.

Tratamento n°gomos ig mortas
1 més 2 meses 1 més 2 meses 1 més 2 meses
Testemunha (54)0,5b (47)1.3b (54)0,12b (47)0,32b 0 13%
BAP (54)2,0a (39)28a (54)049a (39)067a 0 28%
Slgnlf LR ko R E EE L @ ns

Entre parénteses encontra-se o tamanho da amostra utilizada para calcular a média (*** P<0.001; ns - nao significativo).

A aplicacdo de BAP aumentou o numero de gomos abrolhados de 0,5 para 2 gomos,
em média por estaca, um més apos a ultima pulverizacdo, atingindo esse parametro o valor de
2,8 no sequndo més. Embora a pulverizacdo com BAP tenha provocado mais do dobro da
mortalidade dois meses depois de terminado o ensaio, verificou-se que esse resultado nao
diferiu do obtido com as estacas testemunha.

Pela anidlise do indice ig, inferimos que quando se pulverizam as estacas com BAP, ao
fim de um més, cerca de metade dos verticilos tinham gomos, contra 12% na testemunha e
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apos dois meses, 67% dos verticilos tinham gomos abrolhados contra 32% nas estacas que nao
foram pulverizadas.

3.1.1.3. Resultados do terceiro ensaio

Para o terceiro ensaio, os resultados obtidos nos virios parametros, podem ser
observados nas Tabelas 3.6 e 3.7, que os resumem.

Tabela 3.6 - Efeitos do escurecimento (blanching), de retirar a casca e da aplicacdo de diferentes auxinas,
na % de enraizamento (R), de formacao de callus (C) e de estacas mortas (M) ao fim de 1 més, 2 meses
e 3 meses e na % de sobrevivéncia (S), aos 5 meses, para o terceiro ensaio.

Tratamentos 1 2 3 5
mes meses meses meses
Escurecimento R% C% M% R%» C% M% R%» C% M% S%
Banda + AIB 9 78 2 33 51 8b 40 38 22 39
Com Banda 1 77 1 31 51 11b 45 35 19 45
Sem banda 6 73 3 25 46 18a 36 34 29 35
signif. ns ns ns ns ns - ns ns ns ns
Casca
inteira 7 72b 2 22b 50 15a 33b 38 28a 32b
retirada 11 81a 2 37a 49 9b 48a 32 19b 48 a
signif. ns * ns s ns ¥ T ns T b
Auxina
Sem auxina 4b 80 1 29ab 51 13 33b 40a 26 33b
0.5 % AlB 17a 71 2 39a 43 9 51a 27b 21 51a
0,1 % ANA 6b 79 3 21b 54 15 36b 39a 24 35b
signif. * . ns ns n ns ns e * ns =

(*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.05, ns - nao significativo)

Para o primeiro factor, o escurecimento, aplicacdo de uma banda preta com ou sem
AIB, nio influenciou a percentagem de enraizamento em relacédo a testemunha, com 35 e 45 %
de plantas em aclimatacao ao fim de 5 meses, respectivamente. No entanto, ao fim de dois
meses verificou-se que a mortalidade é menor, com 8% e 11%, nos tratamentos em que se
aplicou Banda+AIB e Banda, respectivamente, contra 18% no tratamento Se/m Banda (Tab.
3.6).

O escurecimento ndo causou quaisquer efeitos no NR e CVR (Tab. 3.7).

Neste ensaio, a retirada da casca no centimetro basal da estaca favoreceu o
enraizamento (P<0,01) a partir do segundo més do inicio do ensaio e, ao fim de 5 meses,
proporcionou a sobrevivéncia de 48% das estacas, valor significativamente diferente dos 32%
de estacas sobreviventes quando nao se retirou a casca (Tab. 3.6).

Observou-se uma interaccédo entre os factores escurecimento e descasque da base das
estacas, na percentagem de formacao de cal/lus, nas trés leituras efectuadas. A retirada da
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casca influenciou, de modo diferente, a percentagem de formacao de ca//us da testemunha
(Sem Banda) dos outros dois tratamentos de escurecimento. No primeiro més com a retirada
da casca, aumentou a percentagem de estacas com ca//us no tratamento Sem Banda (Anexo 1l
- Tab. 11.5). Contudo, do primeiro para o terceiro més de ensaio, a influéncia da retirada da
base da estaca passou a ser marcante para o tratamento Banda+A/B, mas ao contrario:
formaram-se mais estacas com ca//us quando se manteve a casca na base da estaca (Anexo Il -
Tab.3s IL.5, 1.6 e 11.7).
Outra interaccao signifi-
Tabela 3.7 - Efeitos do escurecimento (blanching), da retirada . . .
da casca e da aplicacao de diferentes auxinas, no namero cativa surgiu no 3° més.

médio de raizes (NR) e no comprimento médio da maior - -
raiz, em mm (CMR), por estaca enraizada, ao fim de 1 Verificou-se uma aior

MEes e 2 meses, para o terceiro ensaio. mortalidade das estacas a que
Tratamentos 1 Mes 2 meses ndo se retirou a casca, no
Escurecimento n NR CMR n NR CMR tratamento Sem Banda (Anexo

Banda+AIB 14 6,3 30,1 49 35 76,8

Com Banda 17 1.8 234 50 4,0 80,0 i -Tab. 1L.9).

Sem Banda 9 20 130 38 35 719 Observou-se que o
signif. ns ns ns ns factor descasque ndo exerceu
Casca < P
inteira 25 3,0 202 85 3,5 13,7 mfhutncia o NR & CMR, (Tab.
retirada 15 3,7 241 52 38 788 3.7).
signif. ns ns ns  ns Vejamos, na Tabela 3.6
ALXIng os efeitos simples provocados

Sem auxina 6 1,4 19,1 43 33 686 ) mpies p o
0,5%AIB 25 53 215 60 45 74,8 pelo terceiro factor - aplicacao

0,1% ANA 9 33 259 34 31 83 de diferentes auxinas: verifi-
signif. ns ns ns ns

camos que a utilizacao de 0,5%
de AIB teve sempre uma
resposta positiva na percentagem de enraizamento ao longo de todo o ensaio, 0 que ndo
aconteceu com a aplicacdo de 0,1% de ANA e no tratamento testemunha. Ao fim do primeiro
més obtiveram-se 17% de estacas enraizadas (P<0,001), com a aplicacdo de AIB, contra 6% e
4%, nos outros dois tratamentos, estes, sem diferencas significativas entre si. Ao fim de 5
meses, verificou-se também que, a sobrevivéncia foi de 51% para o tratamento com AIB
contra 33 e 35% nos outros tratamentos, sem auxina e com aplicacio de ANA,
respectivamente.

A aplicacao de diferentes auxinas nao teve influéncia no NR e CMR, ao fim de um e
dois meses (Tab. 3.7).

Ao fim de trés meses surgiu uma interaccdo significativa entre os factores
escurecimento e aplicacdo de diferentes auxinas: o aparecimento de estacas com ca//us no
tratamento Banda+A/B é muito maior com a aplicacio de ANA, do que com AIB ou no
tratamento sem auxina (Anexo Il - Tab. 11.9).

O n é o tamanho da amostra utilizada para calcular a média (ns - nao signifi-
cativo).
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Ao fim de dois e trés meses verificamos ainda existir uma interaccao entre os factores
auxina e escurecimento, para o parametro mortalidade. Ao fim de dois meses, quando nao foi
aplicada a banda morreram mais estacas no tratamento com ANA do que no tratamento em
que néo se aplicou a banda. No tratamento com AIB, as estacas a que foi aplicada uma banda
preta morreram menos do que as estacas a que nao foi aplicada a banda. Para o tratamento
testemunha (sem auxina), morreram muito menos estacas do tratamento Barnda+A/B (Anexo
Il - Tab. 11.10). No terceiro més de ensaio, verificou-se que nos tratamentos em que se aplicou
uma auxina, morreram sempre mais as estacas que nao tiveram um dos tratamentos prévios
com banda. Para o tratamento 54n1da morreram mais estacas do tratamento testemunha (sem
auxina). Se a auxina aplicada for AIB, a mortalidade tem o seu valor mais baixo(Anexo Il -
Tab. 11.11).

3.1.2. Comparacao parcial dos ensaios

Para proceder a comparacao parcial dos trés ensaios, procuramos retirar a informacao
equivalente dos tratamentos que resultaram significativos apoés a andlise estatistica dos dados.
Assim podemos comparar a aplicacao de auxina (AIB e/ou ANA) e o descasque do centimetro
basal da estaca em relacdo a percentagem de enraizamento, relacionando também esses
resultados com a altura do ano em que se iniciaram os diferentes ensaios.

Nas Tabelas 3.8, 3.9 e 3.10, fornecem-se os dados informativos relativos aos diferentes
tratamentos, por forma a poderem ser mais facilmente interpretados.

Tabela 3.8 - Efeitos da concentracao de AIB e da retirada da casca, na %
de enraizamento, ao fim de 1 més, 2 meses € 3 meses e na % de
sobrevivéncia ao fim de 5 meses, para o primeiro ensaio.

AlB Casca
(%) Retirada Inteira
1 2 3 5 1 2 3 5
0 8b 13b 25b 21b 0Da 8ab 17b 17b
0,5 21ab 42a 67a 54a 8a 38a 42ab 42ab
1 38a 33ab 50ab 50ab 4a 17ab 54a 50a
2 4b 33ab 46ab 38ab 4a 4b 29ab 217ab

No primeiro e terceiro ensaio a aplicacao de AIB é, como vimos, positiva para a
percentagem de enraizamento e constata-se que esta fica favorecida com a retirada da casca no
centimetro basal da estaca. No primeiro ensaio enraizaram 67% das estacas com a retirada da
casca e a aplicacao de 0,5% de AIB, ao fim de trés meses, contra 42% de estacas enraizadas so6
com a aplicacdo de 0,5% de AIB (Tab. 3.8). Os resultados favoraveis, obtidos com o emprego
destes dois métodos, s6 se verificam durante a primeira época de ensaios, ou seja na Primavera
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(Abril), pois no ensaio realizado no Verao (Junho), os resultados foram diferentes, tendo-se
obtido apenas 49% de estacas enraizadas com a aplicacao de 0,5% de AIB (Tab. 3.9).
Verifica-se também, neste ensaio’, que a aplicacao de AIB nao influencia o enraizamento como
nos outros dois.

, No terceiro ensaio, realizado
Tabela 3.9 - Efeito da concentracao de AIB

(com a casca retirada)) na % de novamente durante a Primavera, os

enraizamento, ao fim de 1 més, 2 meses e Itad btid ii i0 d

3 meses e na % de sobrevivencia ao fim de resultados obtidos com a aplicacao de

5 meses, para o segundo ensaio. 0,5% de AIB e retirada da casca, sdo

AIB (%) 1 2 3 5 bastante semelhantes aos do primeiro,
0 9a 43a 47a  34a com 61% de estacas enraizadas contra
0,5 11a 48a 50a 37a

41% quando se ndo descascou a estaca,
a0 fim de trés meses. Neste ensaio
observa-se ainda que nenhuma planta
enraizada morreu durante a fase de aclimatacdo, ao fim de 5 meses, em qualquer dos
tratamentos com auxina e desde que se tivesse retirado a casca (Tab. 3.10).

1 9a 38a 43a 35a

Tabela 3.10- Efeitos da aplicacdo de auxina e da retirada da casca, na
% de enraizamento, ao fim de 1 més, 2 meses e 3 meses e na % de
sobrevivéncia ao fim de 5 meses, para o terceiro ensaio.

Auxina Casca

% Retirada Inteira
1 2 3 5 1 2 3 5
Sem auxina. 7b 36b 44b 44b 1b 21a 23b 21b
AIB (0,5) 19a 57a 61a 61a 15a 27a 41a 40a
ANA (1) 8b 23b 37b 37b 4b 19a 34ab 33ab

Ainda em relacdo ao terceiro ensaio, observa-se que a aplicacdo de ANA, nao fornece
resultados significativamente diferentes da testemunha, pelo menos na concentracio ensaiada
(Tab. 3.10)

A mortalidade das estacas (em relacdo ao total de estacas postas a enraizar) foi testada
estatisticamente independentemente dos tratamentos efectuados para os trés ensaios e para o
periodo de cinco meses. Observaram-se diferencas consistentes na sobrevivéncia entre os
ensaios de enraizamento efectuados em Abril e o efectuado em fins de Junho (P<0.001). Neste
ultimo, morreram 24% das estacas enraizadas 5 meses ap6s o inicio do ensaio, enquanto que
no primeiro ensaio morreram apenas 11% e no terceiro 2% das estacas enraizadas. Para o
primeiro e terceiro ensaios, a fase de aclimatacdo nio parece ser tio dramitica: o facto de as
estacas enraizadas entrarem em dorméncia antes de abrolharem, aparentemente diminui o
sucesso da sobrevivéncia.

"Neste ensaio todas as estacas foram descascadas como foi referido no capitulo de Material e Métodos.
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3.2 ANALISE MICROSCOPICA DO PROCESSO RIZOGENICO

3.2.1. Descrigao das microfotografias

Os cortes, realizados na base das estacas, sujeitos a coloracao referida no capitulo de
Material e Métodos, foram observados e fotografados e seleccionaram-se as microfotografias
mais representativas das varias situacdes encontradas. A coloracdo utilizada permite identificar
a azul, o material pouco lenhificado e a rosa o material mais lenhificado e destaca, a vermelho
vivo, o material taninoso e também as paredes impregnadas de taninos ou suberificadas.

Na Figura 3.5 podemos observar a estrutura de uma estaca, antes de ser posta a
enraizar e sem ter sido sujeita a nenhum tratamento. Na Figura 3.5-A observa-se a periderime,
uma estrutura com funcées de proteccdo; o cdriex é o conjunto de células parenquimatosas,
grandes, deixando entre si espacos intercelulares e contendo algumas delas cristais ou material
taninoso. Na parte interior do cortex e exterior ao floema secundario podemos observar o anel
de fibras perivasculares primdrias. De quando em quando aparecem escleritos, células
diferenciadas a partir de células de parénquima, volumosas e em geral isodiamétricas, em que a
deposicao da parede secundaria faz evidenciar o aparecimento dos pontuacdes (a vermelho).
Com esta idade e desenvolvimento do material, o numero de escleritos presentes é diminuto.
No floema secunddrio, destacam-se células de parénquima nos raios, coradas de vermelho
vivo e cheias de material taninoso. O cdmbio é bem evidente, na transicdo para o x//lema
secunddrio. Neste tecido observam-se com nitidez os vasos largos de Primavera, pois é uma
espécie de porosidade em anel, e também os raios unisseriados com algumas células de
parénquima, intensamente coradas de vermelho. As ultimas camadas de células formadas, de
xilema, ainda nao estao completamente diferenciadas, pois apresentam coloracdo azulada. No
centro podemos observar a /medu/a que ocupa uma porcao consideravel do cilindro vascular,
constituida de células de parénquima, grandes e arredondadas, também com substancias
taninosas com a aparéncia de massas granulares. Observe-se na Figura 3.5-B, um detalhe da
microfotografia anterior, os tecidos que fazem parte da periderme. Esta é constituida pela
felogene, um meristema secundario e pelos tecidos originados por este: a fe/oderme, em geral
com uma s6 camada de células e o fe/ema, com poucas camadas de células, dispostas em
fiadas radiais, compactas e de paredes suberificadas, contendo quantidades consideraveis de
material taninoso.
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Fig. 3.5 - Secgao transversal da base de uma estaca que nao foi submetida a nenhum tratamente, no
dia zero. (A) Observe-se a periderme (P), o cértex (Cx), as fibras perivasculares (Pv), o floema
secundario (Fs), o cambio (Ca), o xilema secundario (Xs) e a medula (Me). 62x. (B) Em detalhe, o
felema (Fe), a felogene (F), a feloderme (Fd) e esclerito (Es). 208x.
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Fig. 3.6 - (A) Seccdo transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Com Banda. 104x. (B)
Sec¢ao transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Banda+A/B. 83x. Amostras recolhidas
no dia zero. Observe-se a alteragao da estrutura mais acentuada em (B); ver texto.

53



B e B WO TR RN 2 SIS
Fig. 3.7 - (A) Seccao transversal da base da estaca sujeita ac tratamento Sem Banda e 0,5% de AlB.
62x. (B) Secgao transversal da base da estaca sujeita ao tratamento Com Banda e aplicagao de 0,5%
de AIB, antes da estaca ser posta a enraizar. 104x. Amostras recolhidas no dia 20. Observe-se a
alteragao da estrutura mais acentuada em (B); ver texto.

Fig. 3.8 - Secgoes transversais da base das estacas sujeitas ao tratamento Banda+A/B. (A) Sem
aplicagéo de 0,5% de AIB. 41x. (B) Com aplicagao de 0,5% de AIB. 21x. Amostras recclhidas no dia
20; ver texto.
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Na Figura 3.6-A, podemos observar a estrutura alterada de uma estaca antes de ser
posta a enraizar, depois de ter sido submetida ao tratamento de escurecimento Com Banda.
Observam-se alteracoes a nivel das células do xilema, nomeadamente nas dimensoes dos seus
elementos e poucas interrupcoes a nivel do anel de fibras perivasculares. A Figura 3.6-B
evidencia uma modificacao muito mais acentuada da estrutura de uma estaca, no dia zero, apos
ter sido sujeita ao tratamento Banda+A/B. Podemos verificar interrupcoes muito mais
frequentes do anel de fibras perivasculares; alteracao ao nivel do xilema e do cambio, que deixa
de estar bem definido; proliferacao das células do cortex com alguma invasdo de taninos e
alteracao a nivel da periderme, com inicio de formacéo de ca//us (seta).

Na Figura 3.7-A, podemos observar a estrutura alterada de uma estaca, submetida ao
tratamento Sem Banda e a 0,5% de AIB, ao fim de 20 dias de ensaio. A estrutura encontra-se
ainda mais ou menos coesa mas com inicio de alteracdes a nivel do cambio e também do
xilema. O anel de fibras perivasculares é nitido mas mais fino que a testemunha no dia zero
(Fig- 3.5). A Figura 3.7-B é uma microfotografia de um corte transversal de um estaca sujeita
aos tratamentos Com Banda e a aplicacdo de 0,5% de AIB antes de ser posta a enraizar,
depois do mesmo tempo. Pode observar-se uma alteracdo profunda da estrutura, com parte do
anel de fibras perivasculares ainda bem evidente, mas com interrupcdes frequentes (setas);
auséncia de um cambio bem definido e periderme com inicio de formacéao de ca//us.

Na Figura 3.8-A, podemos observar a sec¢do transversal de uma estaca submetida aos
tratamentos Banda+A/B sem aplicacdo de AIB antes da estaca ser posta a enraizar, ao fim de
20 dias na bancada de enraizamento. Observa-se uma alteracdo profunda da estrutura com
formacdo de ca/lus (setas) e com os tecidos sem coeréncia. A Figura 3.8-B é uma
microfotografia de um corte transversal de um estaca sujeita a0 mesmos tratamento de
escurecimento mas com aplicacdo de 0,5% de AIB antes da estaca ser posta a enraizar, depois
do mesmo tempo na bancada de enraizamento. A estrutura da estaca perdeu quase por
completo o seu padrdo normal: observam-se interrupcdes a nivel do anel das fibras
perivasculares, xilema apenas lenhificado na zona junto a medula (seta), desaparecimento, em
parte, da periderme; proliferacao das células meristemdticas do cortex, sem separacao nitida
em relacao ao floema e auséncia de um s6 cambio bem definido.

3.2.2. Analise das alteragoes observadas

Neste ensaio verificaram-se diferencas profundas entre as estacas submetidas aos
tratamentos prévios de Banda+A/B e Banda e as testemunhas, Sem banda. As estacas sujeitas
aos dois primeiros tratamentos mostram alteracdes estruturais logo no dia zero do
enraizamento. No entanto, as estacas tratadas com Sanda+A/B, sao aquelas onde se observam
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maiores alteracdes anatomicas, desde mais cedo (Tab. 3.11), em especial alteracoes na camada
de fibras perivasculares, que se torna mais ténue e descontinua.

Tabela 3.11 - Alteragoes estruturais e anatémicas na base das estacas, em fungéo dos tratamentos a que
foram submetidas antes do enraizamento: aplicacdo ou ndo da banda com ou sem AIB (A) e aplicacao de
AIB, em po, a estaca antes de ser posta a enraizar (B), observadas em cortes transversais de amostras
recolhidas nos periodos referidos

A Sem Banda Com Banda Banda+AIB
B (1)0 (2) 0,5 % (3)0 (4) 0,5 % (5) 0 (6) 0,5 %
n° de dias
Sem alteracao Alteracao da estrutura, ao nivel do Inicio de alteracdo e de formacao de
0 xilema callus
Sem alteracao Sem alteracao Estrutura altera- Callus na zona do Inicio de Intumescéncia na
da na zona do n6 no alteracao na zona do no, des-
3 zona do no continuidade das
fibras perivas-
culares
Sem alteracao, Sem alteracao Pouca alteracao Alteracao profun- Alteracao na Formacao de
anel de fibras da estrutura da zona do no zona do no callus mesmo na
6 perivasculares zona fora do no,
muito grosso interrupcao das

fibras perivascu-
lares

Estrutura muito Zona do né um Alteracéo da Alteracoes na Inicio de for- Estrutura alte-
pouco alterada pouco alterada estrutura mais zona do né eraios  macao de rada e com anel
10 acentuada na de xilema callus na zona  de fibras peri-
zonadonde alargados do no vasculares muito
menos fora tenue
Zona do n6 um Zona do né um Intumescénciana  Alteracao da Estrutura ndo Estrutura muito
pouco alterada pouco alterada zona do né eslrutura, mas muito alterada  alterada. Zona do
14 anel grosso de floema com mui-
fibras perivas- tas camadas de
culares celulas
Pouca alteracao Pouca alteracao Alteracao pro- Alteracao pro- Estrutura bas- Estrutura comple-
20 na estrutura na estrutura funda da estru- funda da estru- tante alterada tamente alterada
tura tura e formacao de
callus

Observa-se que o inicio da alteracao da estrutura da estaca se da, em geral, na zona do
no, ou seja, na zona correspondente a formacao do gomo adventicio e insercao do peciolo. As
alteracoes estruturais na zona do entrend aparecem mais tarde, excepto para o tratamento (6)
em que se dao alteracoes mesmo na zona fora do no, a partir do dia 6.

Um aspecto bastante interessante é a comparacao das amostras, no dia zero, dos
tratamentos referidos nas colunas Sem Banda, Com Banda e Banda+AlB da Tabela 3.11. O
facto de as estacas terem estado um més com uma fita preta de PVC provoca um inicio de
alteracao na zona do no sobretudo para o tratamento Banda+A/B. As alteracdes sao muito
menores quando se aplicou a banda sem AIB. As observacoes efectuadas indicam que a
aplicacao da banda, por si so, inicia alteragcdes na estrutura da estaca; esse facto ja se tinha
tornado evidente a olho nu no dia 0, com a zona da estaca sujeita a esse tratamento tornando-
se esbranquicada e, para o tratamento Banda+A/B, com o aparecimento de uma formacao do
tipo callus.

Outra evidéncia ¢é a alteracdo que se verifica no anel de fibras perivasculares que rodeia
o floema. No tratamento indicado na coluna (6) da Tabela 3.11 verifica-se que a partir do dia 3
surgem descontinuidades nesse anel, que se vao acentuando ao longo do tempo, até que a
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partir do dia 14 praticamente ndo se observa essa estrutura. A partir desse dia e especialmente
no dia 20, observa-se uma grande proliferacao das células de floema e cortex, em particular as
células parenquimatosas e ainda alteracao ao nivel do cambio que deixa de ser nitido e unico.

Para o tratamento Sem Bands, a aplicacao de AIB nao provoca alteracdes muito
diferentes da sua nao aplicacdo, como podemos ver nas colunas (1) e (2) da Tabela 3.11. No
entanto, para os tratamentos Com Banda e Banda+AlB, verifica-se que a aplicacio de AIB
provoca alteracdes mais profundas, do que no tratamento anterior (colunas (3), (4) e (5), (6)
da Tab. 3.11). Isto pode significar que o escurecimento torna a estaca mais receptiva ou
sensivel a aplicacao da auxina, em po, antes da estaca ser posta a enraizar.
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4. DISCUSSAO

4.1. ENSAIOS DE ENRAIZAMENTO

O dominio das técnicas de propagacdo vegetativa parece ser essencial no contexto do
melhoramento florestal da espécie Quercus suber L. A estacaria é um dos processos mais
expeditos de se obterem cdpias vegetativas, embora a conjugacdo do seu uso com outros
métodos de propagacdo vegetativa seja necessiria, como vimos, para que se possa utilizar
material proveniente de drvores adultas seleccionadas.

Com os ensaios realizados pretendemos esclarecer alguns dos factores que influenciam
o0 enraizamento de estacas nesta espécie, em relacdo a quantidade e qualidade do enraizamento
e também a sobrevivéncia das estacas enraizadas. Para isso utilizimos plantas jovens como
fonte do material vegetal, facto que ficou a dever-se a8 maior facilidade na sua manipulacao e
também a dificuldade de utilizacdo directa de material adulto (seccao 1.2.5.). Foram
efectuados estudos sobre o enraizamento de estacas em diversas modalidades, influéncia da
aplicacao de reguladores de crescimento do tipo auxinico (AIB e ANA), da concentracdo de
AIB, da retirada da casca no centimetro basal da estaca e dos tratamentos prévios dos pés-mae
- estiolamento (numero de dias as escuras) e escurecimento (sec¢do 2.2.) - por forma a
estabelecer a melhor ou melhores metodologias para a aplicacao da estacaria a esta espécie.
Efectuamos ainda um ensaio de estimulacao do abrolhamento de gomos axilares de estacas
previamente enraizadas, com aplicacao de benzilaminopurina com o objectivo de aumentar a
sobrevivéncia das mesmas (seccao 2.2.1.3.). Finalmente realizamos, um ensaio para
observacdao do processo rizogénico através de cortes histologicos de estacas submetidas ao
escurecimento e a aplicacao de acido indolbutirico (seccao 2.3.).
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4.1.1. Aplicagao de auxinas

A auxina é normalmente utilizada por ser aceite que a sua aplicacao estimula o
enraizamento adventicic® em diferentes espécies. Embora o processo de enraizamento possa
estar dependente da auxina endogena ou exdégena (HAISSIG, 1972), virios autores
consideram que a auxina ndo é, contudo, o tunico determinante do enraizamento adventicio e
que nado existe uma relacdo simples entre os niveis endogenos de auxina nas estacas e o
enraizamento (HAISSIG, 1986; GASPAR & COUMANS, 1987; GASPAR & HOFINGER,
1988).

GASPAR & HOFINGER (1988) indicam que o processo de enraizamento pode ser
subdividido numa série de fases fisiolégicas sucessivas e interdependentes: a fase de inducao
(conjunto de acontecimentos bioquimicos que precedem a divisido celular), a fase de iniciacao
(termina com a identificacdo do meristema primario) e a fase de expressdo (compreende o
crescimento interno do primérdio ao longo do cortex e subsequente emergéncia e
crescimento). Tem sido verificado que extractos de tecidos das estacas fornecem um pico da
actividade /n vitro das peroxidases imediatamente antes da formacdo das raizes. Esse pico
marca o principio da fase de iniciacdo e tem sido referido que factores quimicos ou fisicos
capazes de modular esse pico podem alterar a taxa de enraizamento. Existe uma boa
correlacdo entre a alteracdo da actividade da peroxidase e o teor de auxina endégena (ndo
conjugada), ao longo das diferentes fases do enraizamento. Um pico da auxina ocorre antes de
qualquer evidéncia citoldgica, sugerindo que corresponde ao periodo de inducio; a queda do
nivel de auxina sequido da subida da actividade da peroxidase caracteriza a fase de iniciacao,
onde ocorrem as primeiras divisoes celulares. Por fim a fase de expressdo requer um aumento
na concentracdo de auxina endogena. Pode-se concluir que a auxina endégena (e por maioria
de razao também exdgena) ndo é necessaria em todas as fases da formacao das raizes. Varios
estudos recentes tém mostrado que o enraizamento depende de uma elevada capacidade de
oxidacao da auxina antes da iniciacdo dos primordios e de uma baixa actividade durante a
iniciacao e tem sido constatado que os niveis de auxina aumentam durante a iniciacao dos
primordios radiculares (VIONCOUSIN ¢! a/. 1988, BERTHON, ¢t a/. 1989; GASPAR ¢t al.
1992).

O efeito das auxinas sintéticas, de aplicacao exdgena, pode nao reproduzir o fendmeno
regulado pelas auxinas endogenas. Para tal podem contribuir a existéncia de receptores
diferentes; a eventual accao de produtos da sua oxidacdo ou conjugacdo; o aumento da

80 enraizamento adventicio é o processo de formacao de raizes adventicias que podem ter a sua origem em
todas as partes da planta excepto a raiz de proveniéncia embriogénica.
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sensibilidade dos tecidos (JARVIS, 1986; HAISSIG, 1986; GASPAR ¢! a/, 1992). LABEL ef
al. (1989) referiram que existe uma correlacdo entre a aplicacdo de AIB e a concentragao
endogena de AlA, durante a cultura /i vitro de Prunus avium L., com niveis de AIA endégeno
20 a 30 vezes superiores nas estacas tratadas com AIB. Por outro lado, WEISMAN ¢t al.
(1989) demonstraram a importancia da formacao de conjugados de AIB apos a sua aplicacao
exogena, pois verificaram uma rapida metabolizacdo desta substancia e propéem que a
acumulacao dos conjugados seja muito importante pois podem ser a maior fonte de auxina
disponivel para os estadios mais tardios do processo do enraizamento. MALDINEY et al.
(1986) observaram um aumento do nivel de AIA na zona de formacéo de raizes em Craigelia
spp- No entanto, NORDSTROM & ELIASSON (1991) comunicaram que a iniciacao das
raizes em estacas de ervilheira, pode ocorrer sem que se verifique um aumento significativo de
AIA na zona de regeneracdo das raizes. Pode existir uma concentracdo de auxina endégena
estdvel, que é mantida pelo transporte basipeto da auxina a partir do dpice e conjugacdo do
excesso com dcido aspartico.

Ainda que ndo existam certezas sobre a forma como a auxina exégena actua a nivel
interno: verifica-se que tratamentos com AIB aumentam os movimentos de azoto, foésforo e
potdssio para a regido de enraizamento (BLAZICH ¢! a/,, 1983), constata-se que em estacas
induzidas com AIB aumenta a sintese de poliaminas, que parece estarem envolvidas nos
estadios iniciais do enraizamento (SANKHLA & UPDHYAYA, 1988), a presenca desse
regulador influencia a sintese proteica (HAISSIG, 1986 e referéncias ai citadas) e também a
redistribuicdo dos hidratos de carbono (HAISSIG, 1982).

4.1.1.1. Concentracao de AIB, época do ano e aplicacao de ANA.
i) Primeiro ensaio

No primeiro ensaio por nds realizado verificimos que existe um intervalo de
concentracdo de AIB entre 0,5% e 1%, em que se obtiveram percentagens de enraizamento
significativamente superiores a testemunha (Tab. 3.1), considerando os efeitos simples deste
factor. Alguns autores indicaram resultados diferentes no enraizamento de estacas de sobreiro,
contraditérios em relacdo aos verificados por nés: DREW & DIRR (1989), observaram que
com estacas retiradas em meados de Maio, Junho e Agosto de plantas de sobreiro com trés
anos e com a aplicacdo de AIB em solucdo a 1%, obtiveram apenas 2% de enraizamento,
depois de trés meses de ensaio. ROMANO ¢/ 3/. (1992) efectuaram ensaios de Fevereiro a
Abril, mensalmente, tendo obtido para estacas provenientes de plantas jovens de sobreiro,
enraizamentos entre 5 e 25%, ao fim de trés meses, sem diferencas significativas entre os
tratamentos hormonais efectuados. ROLDAO (1990) utilizou ramos de plantas jovens e
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aplicou 1% de AIB, em Agosto e com aquecimento de bancada de 28°C, tendo obtido 50% de
enraizamento, também ao fim do mesmo tempo.

Existem, portanto, fortes discrepancias na literatura quanto aos resultados observados
pelos diferentes autores em relacao a aplicacao de AIB, em estacas de sobreiro. Na maioria
dos ensaios referidos, a altura do ano, a metodologia utilizada e a idade das plantas dadoras
nao sao claramente referidos, o que impossibilita a comparacao. A época do ano utilizada foi
referida no artigo de ROMANO ¢! 4/ (1992), tendo os ensaios sido feitos de Fevereiro a
Abril, mensalmente, com resultados em termos de percentagens de enraizamento aquém dos
obtidos por nés. ROLDAO (1990) usou duas épocas de enraizamento, Agosto e Outubro,
tendo as estacas enraizado menos nesta tltima época. Noutro ensaio foi utilizado material mais
velho e outra metodologia de aplicacdo do AIB, em solucdo concentrada (DREW & DIRR,
1989), o que pode levar a resultados bem diferentes. Por exemplo, HANSEN (1989),
utilizando cultivares de macieira e com a aplicacdo de AIB em po, verificou que a percentagem
de enraizamento obtidas com a concentracdo de 1% era significativamente diferente da
testemunha mas também confirmou a superioridade das solucdes (concentradas ou diluidas)
sobre as formulacdes em talco.

Por ser um género com espécies geralmente recalcitrantes ao enraizamento, tém sido
efectuados ensaios em outras espécies do género Quercus spp. com aplicacdo de auxina
exogena sob forma de pé ou em solucdo sendo mais frequente o uso de AlB, embora 0 ANA
também seja usado. CORNU ¢t a/. (1977) utilizaram plantas com um ano de Quercus petraea
Liebl e obtiveram 80 a 90% de enraizamento apds a aplicacdo de 0,5% de AIB em po, depois
de trés meses de ensaio, iniciado em Maio-Junho. L HELGOUAL CH & ESPAGNAC (1987)
usaram a mesma concentracio de AIB, também em talco e, em estacas muito jovens de
Quercus ilex L., conseguiram enraizamentos da ordem dos 70%, resultado que descia para
cerca de 30% quando se tratava de plantas com 4 meses. ENESCU & ENESCU (1988) com
estacas provenientes de plantas de Quercus robur L. com um ano e apés a aplicacdo de 0,5%
de AIB, obtiveram cerca de 95% de enraizamento, desde que o substrato fosse turfa.

if) Segundo ensaio

Para o segundo ensaio, efectuado em fins de Junho, em que as estacas foram todas
descascadas, os resultados obtidos com a aplicacao de AIB nao foram, ao fim de trés meses,
significativamente diferente do controle, com valores entre 43 e 50%, respectivamente (Tab.
3.9). Estes valores sio equivalentes aos obtidos por ROLDAO (1990), que refere 49% de
enraizamento, apos a aplicacao de 1% de AIB, numa época semelhante (Agosto), mas sem
descasque das estacas.

E possivel que exista uma resposta diferenciada em relacio a aplicacio de auxina
exogena, de acordo com a altura do ano em que se fazem os ensaios. DAVIES (1984) refere
que a altura do ano em que as estacas sdo retiradas da planta-mée influencia decisivamente o
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enraizamento adventicio e mostra existir uma correlacao entre os periodos com melhores
percentagens de enraizamento (sem aplicacdo exdgena de auxina), a actividade cambial e
elevados niveis de RNA, em estacas de Ficus pumila L., o que parece comprovar a
importancia da auxina enddgena proveniente do dpice no estimulo do enraizamento.

Nos ensaios que efectuamos, no que diz respeito a percentagem de enraizamento as
estacas retiradas em fins de Abril mostraram-se sensiveis a auxina e as retiradas em fins de
Junho séo insensiveis a sua aplicacao Provavelmente, a concentracao de auxina enddgena nessa
altura do ano (fins de Junho) sera suficiente, e a aplicacdo de reguladores de crescimento do
tipo auxinico, pode nao ter influéncia marcante no processo de enraizamento. PSOTA (1989),
em ensaios com a espécie Quercus robur L, confirmou que a resposta das estacas a aplicacao
de AIB esta intimamente ligada a sua entrada em dorméncia e a altura do ano em que os
ensaios se realizam. Perto do inicio da entrada em dorméncia diminui a capacidade de
enraizamento das estacas em resposta a aplicacdo da auxina. ARBEZ (1982) afirma que um
dos factores limitantes para o sucesso do enraizamento em Quercus petraca (M.) Liebl. é o
estadio de desenvolvimento da estaca quando esta é retirada da planta-mée e indica a época de
Maio/Junho como aquela que é mais favoravel.

DEHGAN er al. (1989) referiram que as espécies do género Quercus sao
excepcionalmente exactas em relacdo a altura do ano em que sio capazes de formar raizes
adventicias. Verificaram a existéncia de uma relacio directa entre o estadio de crescimento da
planta mée e o enraizamento das estacas. Este processo esta, muito provavelmente relacionado
com o balanco hormonal, dependente do estimulo ambiental. R1O &f a/. (1986) verificaram que
a aplicacio de AIB em estacas de oliveira aumentava significativamente a percentagem de
enraizamento, mas para uma das duas variedades usadas isso s6 era verdadeiro se a época de
enraizamento fosse Setembro.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios por nés realizados, podemos inferir a
necessidade de serem realizados outros que possam esclarecer melhor a relacdo entre a
aplicacdo de auxinas e a época do ano no enraizamento de estacas de sobreiro. De facto os
dados sugerem que pode haver uma relacéao entre o nivel de auxina endégena, aliada ou nao a
outros factores (sensibilidade dos tecidos, substancias protectoras da auxina, promotores do
enraizamento, etc.), a altura do ano em que se retira as estacas das plantas-mae e a aplicacao
de AIB.

iii) Terceiro ensaio

Voltando aos resultados obtidos com a espécie Quercus suber L., os valores para a
percentagem de enraizamento do terceiro ensaio (que foi iniciado em Abril, numa altura do ano
semelhante aquela em que foi iniciado o primeiro) testemunham novamente um efeito
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positivo da aplicacao de AIB a base da estaca (Tab. 3.6), apesar da proveniéncia da semente
nao ser a mesma daquela utilizada no primeiro ensaio (seccao 2.2.1.). Neste ensaio observa-se,
igualmente, que a aplicacao de ANA, pelo menos na concentracao de 0,1%, nao influencia o
enraizamento quando comparado com a testemunha. BLAZICH (1983) sugeriu que o AIB é
mais efectivo, em geral, que o ANA na promocao do enraizamento. No entanto, a comparacao
nao é linear pois muitos factores podem influenciar a eficacia da auxina, tais como: a forma de
preparacao do material, a espécie e factores ambientais. DEHGAN ¢/ 4/.(1989) referiram que
em Quercus hemisphaerica Bartl., a aplicacio de ANA superou o AIB na promocdo do
enraizamento. RINALLO et a/ (1987), utilizando estacas de castanheiro provenientes de
ramos epicérmicos e sujeitos a escurecimento, verificaram que o ANA aumentava tanto o
enraizamento como a sobrevivéncia das estacas. E possivel que os resultados por nés obtidos
correspondam a aplicacdo de uma concentracdo de ANA inadequada ou entdo que a espécie
ndo responda a esta auxina. Por isso, pensamos que se deve estudar com mais detalhe a
influéncia desta auxina, noutras concentracdes e também em combinacdo com outras auxinas.

4.1.1.2. Numero médio de raizes e comprimento médio da maior raiz, por estaca
enraizada

Em relacdo ao numero médio de raizes e ao comprimento médio da maior raiz por
estaca enraizada (NR e CMR), através dos resultados obtidos nos ensaios podemos verificar
que a aplicacdo de AIB estimula o tltimo parametro e ndo o primeiro.

Na espécie Quercus suber L., o tempo de duracdo do enraizamento ¢ tao longo (pelo
menos trés meses), que se verifica uma forte dessincronia no enraizamento das diferentes
estacas. O facto de novas estacas enraizarem, ao longo do tempo, vem camuflar o parametro
numero médio de raizes por estaca enraizada (NR) pois, como é evidente, a percentagem de
enraizamento aumenta a medida que mais estacas vao enraizando ao longo dos trés meses,
especialmente na passagem do 1° para o 2° més (Tab.2s 3.1 e 3.3 ). Cada nova estaca que
enraiza contribui com relativamente poucas raizes para este parametro, o que faz baixar NR
precisamente nos tratamentos com maiores percentagens de enraizamento, ao fim de trés
meses. Acresce ainda dizer que, nesta espécie, 0 numero de raizes formadas por estaca é muito
reduzido relativamente a outras espécies; se fosse mais elevado poderia haver uma influéncia
menor do NR das estacas recém enraizadas relativamente ao NR do total das estacas
enraizadas em cada momento. DEHGAN ¢t a/. (1989) indicaram que para as espécies de
Quercus spp- que utilizaram, todas as estacas enraizadas apresentavam, em geral, poucas
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raizes, embora de alongamento rapido. Estes aspectos estdao bem evidenciados nos valores das
Tabelas 3.2, 3.4 e 3.7.

Os tratamentos com auxina conduzem, desde mais cedo, a um maior mimero de estacas
enraizadas em comparacao com o tratamento testemunha. Assim, a aplicacao de AlB conduziu
a resultados significativos para o parametro CMR, ao fim de dois meses (Tab.25 3.2 e 3.4.).

No terceiro ensaio, a aplicacdo das duas auxinas, AIB e ANA, nao provoca diferencas
significativas no CMR em relacao a testemunha (Tab. 3.7). Neste caso, no tratamento sem
auxina as estacas possuem raizes muito mais longas do que nos outros dois ensaios. Isso pode
ser devido a influéncia indirecta do tratamento de escurecimento; embora o efeito simples ndo
seja significativo pode ter exercido uma influéncia indirecta nos outros factores.

Os resultados parecem sugerir que a aplicacdo de AIB ndo teve influéncia no numero
de raizes formadas mas sim na antecipacao da sua iniciacdo e/ou na velocidade de crescimento
das raizes.

4.1.2. Descasque do centimetro basal da estaca

Pensa-se que as razdes pelas quais as feridas da base da estaca podem afectar o
enraizamento sao, entre outras, por um lado, a maior exposi¢ao dos tecidos (VIACKENZIE ¢t
al., 1988; BLAZICH, 1988) e por outro a libertacdo de etileno. A prépria retirada da estaca da
planta dadora provoca, por si s6, uma ferida e existem evidéncias de que o etileno endégeno
possa afectar a resposta das células a outros estimulos inductores do enraizamento (IUDGE,
1988). GONZALEZ e colaboradores (1991), num estudo utilizando cotilédones de aveleira,
observaram que o etileno induzido pela ferida é um factor-chave na estimulacao e na formacéo
de primérdios radiculares pois verificaram que a aplicacdo de um inibidor da sintese de etileno
provocava a diminui¢cdo do numero médio de raizes formadas em paralelo com a quantidade de
etileno libertado.

Segqundo DRUART ¢! al. (1982), vale a pena considerar a influéncia dos fendis, pois
tendem a acumular-se em resultado da realizacao de feridas. Estes autores concluiram que na
fase indutiva um nivel de fendis enddgeno alto e uma actividade baixa da peroxidase
produziam melhores percentagens de enraizamento. Pensa-se que os fendis possam actuar
directamente no enraizamento ou através de uma accao sinergistica com a auxina; no entanto,
as relacoes entre estes fenomenos nao estao ainda totalmente esclarecidas (HAISSIG, 1986).
Segundo GASPAR ¢f a/ (1992) os fendis podem inibir ou estimular o enraizamento
dependendo do momento e duragao da sua aplicacao, ou seja, se essa aplicacao é feita antes do
pico da peroxidase (fase indutiva - referida na seccio 4.1.1.) ou depois (fase
iniciativa/expressiva). Alguns compostos podem aumentar a actividade especifica da

65



peroxidase e outros diminui-la. Parece existir uma forte correlacao entre o efeito dos fendis no
enraizamento e o seu efeito na actividade especifica da peroxidase. Os mesmos autores referem
que existe uma relacao directa entre a concentracao dos fendis que aumentam a actividade
especifica da peroxidase e o enraizamento, quando estes sdo aplicados durante a fase de
inducédo dos primoérdios, ocorrendo o inverso na fase de expressao.

A realizacao de feridas, sobretudo em espécies de dificil enraizamento, pode conduzir a
resultados favoraveis em relacdo a quantidade e qualidade do enraizamento, com aplicacao ou
nao de auxina. No primeiro e terceiro ensaios, em que retiramos a casca no centimetro basal da
estaca, observamos um aumento da percentagem de enraizamento em relacdo a nao realizacdo
desta operacdo (Tab.2s 3.1 e 3.6); pese embora o facto de se tratar de uma técnica bastante
morosa, ndo quer dizer que ndo se possam realizar ensaios com a utilizacido de outro tipo de
feridas ou mesmo imersdo em substancias corrosivas, técnicas que possam ser mais expeditas e
conduzir a resultados igualmente interessantes.

No primeiro ensaio observou-se que o descasque da base da estaca favoreceu o
comprimento médio da maior raiz, por estaca enraizada, com 54,4 mm contra 21,5 mm nas
estacas com casca, ao fim de dois meses (Tab. 3.2); os resultados obtidos no terceiro ensaio
para este parametro foram 78,8 mm e 73,7 mm, respectivamente (Tab. 3.6), estes valores tdo
elevados podem ser devidos a influéncia indirecta do factor escurecimento, que pode ter
provocado uma iniciacio mais precoce das raizes do teceiro ensaio, especialmente no
tratamento das estacas com casca.

Sempre que se aplicou o descasque ficou patente que a aplicacio de AIB foi
favorecida. Assim, enraizaram 20% ou mais quando se utilizaram ambos os tratamentos
(descasque e aplicacdo de AIB), ao fim de trés meses, para a concentracio de 0,5% de AIB
(Tab.as 3.8 e 3.10). Para a concentracdo de 1% de AIB, ji ndo se verifica o efeito positivo do
descasque da estaca. A percentagem de enraizamento manteve-se praticamente invariante, com
cerca de 50%, quer se retire ou ndo a casca (Tab. 3.8).

O descasque da estaca nao teve efeitos significativos quando a auxina aplicada foi o
ANA, com 37% de estacas enraizadas (Tab. 3.10).

O facto de se descascar a casca parece aumentar a sensibilidade dos tecidos a aplicacao
de AIB desde que se utilize a concentracao e altura do ano certas. Neste caso, a aplicacao de
0,5% de AIB permite um aumento nas percentagens de enraizamento das estacas postas a
enraizar em Abril. Dado que nao existem ensaios similares com esta espécie, referimo-nos ao
trabalho de MIACKENZIE e colaboradores, publicado em 1986. Neste, os autores comunicam
que, em estacas de macieira, a aplicacao de AIB juntamente com realizacao de uma ferida
profunda na base da estaca, provocou um aumento na percentagem de enraizamento 17 vezes
superior a nao realizacao de ferida. As incisoes parecem ter melhorado a penetracao da auxina
e com isso o enraizamento. Com estacas de pessegueiro, TESTOLIN e? a/. (1988) observaram
88% de enraizamento nas estacas feridas e tratadas com AIB contra 46% quando se procedia
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apenas a aplicacdo de AIB. Além disso, a resposta variava com a altura do ano em que as
estacas eram postas a enraizar. SEN & COUVILLON (1983) também com estacas de
pessegueiro, verificaram que a sobrevivéncia destas era aumentada para o dobro se as estacas
fossem feridas na base e imersas numa solucdao de AIB. IGLESIAS et a/. (1989) em duas
variedades de camélia com diferentes capacidades de enraizamento referem que na variedade
de dificil enraizamento a realizacao de ferida juntamente com a aplicacdo de AIB favoreceu o
enraizamento. No entanto, RIO ¢! a/. (1986), com variedades de oliveira, observaram que a
realizacdo de feridas na base da estaca, com ou sem aplicacido de AIB, ndo influenciava o
enraizamento e que, inclusivamente, surgiam problemas de apodrecimento e necrose nas
estacas lesionadas, embora se formassem raizes acima da zona necrosada. Neste caso,
influéncias ambientais ou outras podem ter favorecido o aparecimento de tecidos necrosados,
ou ainda, como adiantaram os autores, pode ter havido uma relacdo entre as variedades de
oliveira usadas e a resposta negativa obtida com este tipo de tratamento.

4.1.3. Escurecimento e estiolamento (numero de dias as escuras)

A aplicacido de uma banda preta na zona da planta que ird ser a futura base da estaca
(escurecimento) ndo influenciou a quantidade nem a qualidade do enraizamento, com ou sem
aplicacdo prévia de AIB, antes dessa operacdo. No entanto, verificimos alteracdes ao nivel
anatomico, logo desde muito cedo, apés o inicio do periodo de enraizamento e o proprio
tratamento de escurecimento induziu alteracées mesmo antes da estaca ser posta a enraizar,
como mostram os resultados da seccao 3.2, que serdo discutidos adiante.

Ao fim de trés meses tinham enraizado 40 a 45% das estacas submetidas a este
tratamento embora sem diferencas significativas em relacdo a testemunha, com 36% (Tab.
3.6). Verifica-se que este tratamento ndo influenciou nem o niimero médio de raizes formadas
nem o comprimento médio da maior raiz, por estaca enraizada (Tab. 3.7). As estacas possuem
raizes muito mais longas do que nos ensaios em que nao se efectuou o escurecimento, 0 que
pode ser devido a influéncia indirecta desse factor; embora o efeito simples nao seja
significativo, pode ter exercido uma influéncia indirecta em todos os outros factores.

Esta operacao pretende reproduzir o processo de alporquia aérea, excluindo da
influéncia da luz a futura base da estaca e antecipando as condicdes a que esta ira ser

submetida, sem os inconvenientes do método de estiolamento. De facto, o estiolamento implica
a permanéncia dos pés-mae as escuras durante um certo periodo de tempo e, apdés o
tratamento, o enndurecimento das plantas (submissao gradual a luz) antes de se retirarem as
estacas. A permanéncia da planta as escuras debilita-a e torna-a mais susceptivel ao ataque de
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fungos ficando as estacas menos resistentes; o que pode reflectir-se, negativamente, na
percentagem de enraizamento.

No entanto, ha autores que referem que o potencial de enraizamento pode ser
aumentado fazendo crescer as plantas, ou parte delas, as escuras. O mecanismo implicado na
promocao do enraizamento é desconhecido mas pode estar relacionado com o aumento da
sensibilidade das estacas (factor interno promotor ou mediador no processo de enraizamento)
e/ou com alteracdes na estrutura anatomica (MAYNARD & BASSUK, 1988). Outros autores
referem que, apesar das plantas com um menor grau de lenhificacdo poderem enraizar melhor,
as alteracées anatomo-histologicas que se verifican ndo devem ser consideradas como
determinantes primarias do processo de enraizamento (HARTMIANN & KESTER, 1983;
LOVELL & WHITE, 1986). Ensaios feitos por MAYNARD & BASSUK (1988) com virias
espécies demonstraram que, em geral, as percentagens de enraizamento obtidas apoés o
estiolamento sdo superiores as obtidas com o escurecimento. Esses autores concluiram, apos
ensaios realizados com espécies do género Quercus, que somente a espécie Quercus robur L.
era sensivel ao escurecimento. A técnica de escurecimento, com aplicacio de 0,8% de AIB na
fita preta, foi utilizada durante um més, tendo-se obtido 70% de estacas enraizadas, contra
36% da testemunha. Para as espécies Quercus coccinea Muenchh, Quercus palustris Muenchh
e Quercus rubra L., os resultados do mesmo tratamento foram ndo significativos em relacdo a
testemunha. E possivel que nestes e no ensaio por nos realizado, o tempo de duragio do
escurecimento ndo tenha sido suficiente. Num trabalho publicado por VIEITEZ & VIEITEZ
(1974), os autores referem que o escurecimento com folha de aluminio levou, inclusive, ao
aparecimento de raizes nos rebento de touca de castanheiro, mas a duracdo do escurecimento
foi de seis meses.

O estiolamento, com a permanéncia das plantas-méie durante um certo numero de dias
as escuras, foi efectuado com o objectivo de aumentar a percentagem de enraizamento e
verificar também qual a reaccdo das plantas ao ambiente de exclusdo total de luz. A duracao
do tratamento néo foi suficiente para que se tivessem obtido resultados favoraveis em relacao a
percentagem de enraizamento tendo-se, pelo contrario, observado que as plantas submetidas
ao tratamento mais prolongado (oito dias as escuras) sofreram com a exclusido de luz de que
resultou um inicio de ataque de fungos. De resto, a inexisténcia de diferencas significativas
entre os tratamentos deste factor leva a crer que so6 se obterdo resultados com um tratamento
mais prolongado, mas evitando a exclusao total de luz e com acompanhamento de tratamentos
anti-fiingicos (Tab. 3.3).

4.1.4. Origem da estaca
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A zona do ramo de onde a estaca é retirada pode ter influéncia na sua capacidade de
enraizamento. Em arvores adultas, sabe-se que o material proveniente das partes mais basais e
interiores da copa é aquele que possui capacidade de enraizamento mais elevada. Esse facto
esta ligado a idade ontogénica do propagulo, isto é, ao desenvolvimento da planta quando este
se formou (OLESON, 1978; MONTEUUIS, 1989). Quanto mais cedo se tiver formado o
material, a partir do momento da germinacdo da semente, mais juvenil ele sera e, portanto,
tanto maior a sua capacidade de enraizamento. Isto é particularmente evidente nas espécies
que rebentam de toica ou que emitem facilmente rebentos epicdrmicos; estacas com essas
proveniéncias tém geralmente muito maior facilidade em enraizar e tanto maior quanto mais
junto a raiz se situar a estaca (p.e., VIEITEZ & VIEITEZ, 1974). No presente estudo, como
as estacas foram retiradas de plantas muito jovens, o gradiente ontogénico que se instala ao
longo da planta ainda néo se fez sentir. Por outro lado, nos ensaios em que se usou material da
base e do topo da planta-mae, os resultados relativamente a percentagem de enraizamento nao
foram significativamente diferentes em relacdo aos dois tipos de estacas (Tab.2 3.1 e 3.3), bem
como em relacdo ao NR e CVIR por estaca enraizada, (Tab.2s 3.2 e 3.4). Isto ndo quer dizer
que com material mais velho ndo se venham a verificar diferencas, especialmente quando a
planta comecar a emitir ramos laterais. Dos resultados obtidos pode inferir-se que, com este
tipo de material, o uso de estacas de topo e da base parece ser indiferente, 0 que aumenta a
quantidade de estacas de que podemos dispor para o enraizamento.

4.1.5. Aplicagao de BAP

O facto das estacas enraizadas entrarem em dorméncia no fim do Verdo compromete a
sua sobrevivéncia. As estacas que ndo abrolham apés o enraizamento e que entram em
dorméncia, tém que aguardar pela Primavera seguinte para que se déem os novos
crescimentos, 0 que ndao acontece com as estacas que enraizam antes de Julho/Agosto. Nas
espécies onde se verifica este fenomeno, pode ficar comprometido o sucesso da utilizacao da
propagacao vegetativa em larga escala, mesmo que as percentagens de enraizamento obtidas
sejam elevadas. Em Acer rubrum L., as estacas postas a enraizar em 15 de Junho ndo
sobrevivem tao bem durante o Inverno como as estacas utilizadas em 1 de Maio (SMALLEY
& DIRR, 1986). SUN & BASSUK (1991) referem que a maioria dos investigadores se
preocupa com os resultados obtidos em termos de enraizamento e nao com o estabelecimento
posterior das estacas. E importante conseguir contornar o problema da paragem do
crescimento e entrada em dorméncia das estacas enraizadas, o que acontece vulgarmente nas
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quercineas (EVERS ¢/ a/. 1986; DREW & DIRR 1989), pois ¢ geralmente elevada a
mortalidade das estacas que nao abrolham antes do inicio do Outono.

Dependendo da época de realizacao dos ensaios, inicio de Abril ou fins de Junho,
observaram-se diferencas consistentes quanto a sobrevivéncia das estacas ao fim de 5 meses.
Para o ensaio efectuado em fins de Junho, morreram 24% do total de estacas enraizadas apos
esse tempo, enquanto nos dois ensaios realizados em Abril morreram 11% e 2%,
respectivamente. Além disso e como ja foi referido, sete meses apos o inicio do ensaio
realizado no Verdo, 77 % das estacas enraizadas ndo tinham ainda abrolhado.

Considera-se que a influéncia dos factores ambientais (temperatura, fotoperiodo, etc.),
no processo de enraizamento, sio mediados pelo balanco hormonal Ainda que o modo de
accao das hormonas e a natureza da dorméncia da planta a nivel molecular sejam fenomenos
ndo totalmente esclarecidos, existem argumentos a favor da requlacdo da dorméncia dos
gomos como resultado de um balanco entre os promotores e os inibidores endogenos do
crescimento e interaccdo entre eles (WAREING & SAUNDERS, 1971). Varios autores
argumentam que a citocinina estd envolvida na inducdo da quebra da dorméncia e
abrolhamento dos gomos (PILATE e/ a/, 1989; QAMARUDDIN ¢t al, 1990). O
desenvolvimento dos gomos é precedido por altos niveis de citocinina endégena, o que sugere
que esta hormona faca parte do mecanismo que provoca a divisao celular e outros fenomenos
associados ao desenvolvimento dos gomos. Alguns autores referem que a quebra de dorméncia
pode ocorrer apos a aplicacdo exogena de citocininas (LITTLE, 1985; QAMARUDDIN ¢t a/,,
1990). POWELL (1987) coloca a hipotese de que o envolvimento das citocininas no
crescimento dos gomos adventicios se baseia no facto de essas substancias aplicadas
exogenamente o estimularem. Embora o efeito da aplicacdo de citocininas na quebra da
dorméncia seja incerta, parece que na maior parte dos casos o que esta em causa é a existéncia
do controle apical que pode ser contrariado pelas citocininas. No entanto, 0 mesmo autor
refere trabalhos em que a aplicacdo de citocininas exdgenas parece estimular gomos em
paragem de crescimento.

No sobreiro, em geral, o gomo apical morre e o gomo lateral mais proximo inicia o seu
crescimento o que produz um crescimento simpodial tipico (NATIVIDADE, 1950). Nesta
espécie a dominancia apical ndo é tao marcada como por exemplo na maioria das coniferas.

No ensaio por nés realizado, em Janeiro fez-se a aplicacao de BAP, na concentracao de
100 mgl-1 as plantas enraizadas no decurso do ensaio realizado no Verao. Como foi referido
na Tabela 3.5, abrolharam 2 gomos em média, por planta, um més apos o término do ensaio,
contra apenas 0,5 na testemunha. Ao fim de um més, 49% dos verticilos de cada planta tinham
gomos e ao fim de dois meses esse valor subiu para 67% contra 12 e 37% respectivamente, nas
estacas nao pulverizadas. No entanto, as pulverizacées com BAP provocaram a morte de 28%
das estacas, mais do dobro da mortalidade observada nas estacas testemunha, ao fim de dois
meses, embora esses valores nao representassem uma diferenca estatisticamente significativa.
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Podemos supor que a aplicacao de BAP, nesta concentracido, nao teve um efeito fitotoxico
sobre as estacas. TORIBIO (1986) efectuou, no Verdo, um ensaio com plantas de sobreiro
com seis meses de idade, em altura de paragem de crescimento. O investigador verificou, para
além da auséncia de toxicidade, haver um efeito do aumento da concentra¢iao de BAP aplicado
exogenamente, sobre a percentagem de gomos abrolhados por planta, em relacao ao numero
de verticilos; para a concentragao médxima utilizada, que foi aproximadamente 50 mgl-1, 30%
das axilas tinham gomos abrolhados ao fim de um meés.

SMITH & SCHWABE (1984) usaram BAP, para estimular o abrolhamento de estacas
enraizadas de Quercus robur L, com uma concentragido muito baixa, 10 ppm (0,01 mgl-1) e
observaram um efeito positivo na quebra da dorméncia e crescimento das estacas mas nao
anotaram o numero de gomos estimulados.

Dos resultados obtidos e referidos pode considerar-se ser importante estudar a
influéncia de diferentes concentracdes de BAP e aplicando as pulverizacdes antes da entrada
em dorméncia das estacas, de modo a permitir uma avaliacdo objectiva da mortalidade e do seu
efeito no abrolhamento dos gomos

4.2 ANALISE MICROSCOPICA DO PROCESSO RIZOGENICO

Através da observacdo microscopica do material, que se apresenta nas Figuras 3.5 e
3.6, verificou-se existirem diferencas profundas nas seccdes basais das estacas sujeitas aos
diferentes tratamentos de escurecimento efectuados previamente ao enraizamento. No entanto,
a aplicacdo da banda preta com ou sem AIB néo influenciou a quantidade nem a qualidade do
enraizamento (Tab.3s 3.6 e 3.7). Como vimos (seccio 4.1.3.), MAYNARD & BASSUK
(1988) utilizando uma metodologia de escurecimento que reproduzimos nos nossos ensaios e
trabalhando com outras espécies de carvalhos, também nao conseguiram percentagens de
enraizamento significativamente diferentes da testemunha, excepto para a espécie Quercus
robur L. Mas VIEITEZ & VIEITEZ, (1974) utilizando o castanheiro obtiveram percentagens
de enraizamento mais elevadas com uma duracdo mais prolongada do escurecimento.
RINALLO ¢t al. (1987) também usaram o castanheiro e verificaram que as estacas submetidas
ao tratamento prévio de escurecimento mostravam primordios radiculares e uma percentagem
de enraizamento mais elevada relativamente as estacas testemunha. Podemos deduzir que, com
a realizacédo de ensaios nos mesmos moldes do efectuado por nés mas com uma duracao mais
prolongada, se venham a obter resultados significativos relativamente a capacidade de
enraizamento das estacas. Com efeito a observacao microscopica das estacas sujeitas aos
diferentes tratamentos revelou alteracdoes mais precoces nas amostras referentes aos
tratamentos com escurecimento, com ou sem aplicacdo de AIB na fita preta, e uma nitida
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rediferenciacao dos tecidos, para além da modificacao ao nivel do anel de fibras perivasculares
(Tab. 3.11).

DOUD & CARLSON (1977) em ramos estiolados de macieira observaram um menor
grau de esclerificacio e uma maior capacidade de enraizamento, do que os ramos que
cresceram a luz. A este propdsito convém referir a afirmacao de BEAKBANE (1961) segundo
a qual um anel continuo de fibras perivasculares pode constituir uma barreira ao
desenvolvimento das raizes. Num estudo anatomico efectuado com Quercus robur L. in vitro,
SAN-JOSE et a/. (1992) demonstraram que os primérdios radiculares se formam, geralmente,
ao nivel deste anel, aproveitando as suas descontinuidades. Outros ensaios feitos com espécies
lenhosas sugerem que as baixas percentagens de enraizamento podem estar associadas a
barreiras mecanicas, embora ndo seja de excluir que as dificuldades de enraizamento devam
estar associadas em primeiro lugar, as condicées fisioldgicas e genéticas que induzem a
iniciacdo dos primérdios (HARTMANN & KESTER, 1983; LOVELL & WHITE, 1986;
FJELL, 1987)

As caracteristicas anatomicas verificadas e apresentadas nas Figuras 3.7-B e 3.8, sdo
semelhantes as encontradas em rebentos de castanheiro sujeitos a exclusdo da luz na sua base
(escurecimento), sobretudo a nivel da regido perifloémica, pois no controle o anel de fibras e
escleritos é continuo enquanto que nos rebentos tratados, o anel perifloémico se apresenta
interrompido, quase sem escleritos diferenciados e com abundante producido de células
parenquimatosas (VIEITEZ & VIEITEZ; 1974; RINALLO e a/, 1987). As mesmas
alteracées foram observadas em estacas de aveleira tratadas com AIB além de um aumento na
largura radial do floema (RODRIGUEZ ¢t a/. 1988). Alguns investigadores afirmaram que este
tipo de modificacdoes anatomicas, especialmente a proliferacao de células de parénquima, sao
necessarias para que se possam iniciar os primordios radiculares (BLAZICH & HEUSER,
1979). MACKENZIE et a/. (1986) referiram que o aparecimento de alteracdes profundas e de
formacao de ca//us na estaca parece ser um requisito para a formacdao de raizes e observaram a
regeneracao da regido cambial antes do aparecimento das iniciais dos primérdios radiculares.

Para o sobreiro, a antecipacao das alteracoes estruturais quando acompanhada de um
aparecimento mais precoce de primordios radiculares, pode ser um passo fundamental para o
aumento da percentagem de enraizamento, jJa que uma das restricoes para o aumento do
numero de estacas enraizadas é a grande duracéo do periodo de enraizamento e a dificuldade
em manter as estacas em boa condicao fisiologica durante todo o tempo em que as raizes nao
aparecem. Nas seccoes transversais das estacas nao foi possivel identificar o aparecimento dos
primordios radiculares. Tal facto pode dever-se a varios factores: i) formacao, em geral, de
poucas raizes por estaca, ii) duracao insuficiente do ensaio com a retirada das ultimas amostras
ao fim de 20 dias, e iii) baixas percentagens de enraizamento obtidas ao fim de um més. Seria
interessante poder acompanhar o enraizamento das estacas desta espécie, do ponto de vista
anatomico, mas durante mais tempo, em funcao das informacdes recolhidas a partir dos ensaios
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realizados. VIEITEZ e colaboradores (1980) acompanharam durante 27 dias as alteracdes
anatomicas da base de estacas provenientes de plantas de castanheiro com dois meses, postas a
enraizar apos tratamento com AIB e ANA. Os autores observaram a formacao de primdrdios
ao fim de 5 dias assim como a diferenciacao de novo xilema. Ao fim de 11 dias os primdrdios
tinham a sua forma bem definida e apds 14 dias algumas das raizes tinham emergido e as
outras ja tinham atingido a zona do cortex. As plantas de castanheiro utilizadas eram trés
meses mais jovens do que as plantas de sobreiro que usamos mas é possivel que existam
diferencas entre o castanheiro e o sobreiro relativamente ao periodo de tempo requerido para o
inicio da formacéo dos primérdios.

Da observacio das amostras verifica-se ainda que o aparecimento de alteracdes
estruturais ocorre primeiro ao nivel do né junto a base da estaca (Tab. 3.11). Este facto,
parece indicar uma eventual relacdo entre a permanéncia do né na base e o enraizamento da
estaca.
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5. CONCLUSOES

Os ensaios que realizamos ao longo de dois anos sucessivos permitem-nos extrair
algumas conclusdes relativamente ao enraizamento da espécie Quercus suber L. que
procuramos sistematizar ao logo de todo o texto mas que nio queremos deixar de sintetizar e
realcar nos seus aspectos mais relevantes, para além de tentarmos avancar novas perspectivas
de investigacao.

= Ensaios de enraizamento:

i) A aplicacdo de AIB na base da estaca conduz a melhores percentagens de enraizamento e de
sobrevivéncia relativamente a testemunha, se a época de enraizamento for Abril. Na época
de fins de Junho a capacidade de resposta das estacas relativamente a aplicacdo de AIB nao
¢ diferente da testemunha.

i) Ao fim de dois meses, independentemente da época de enraizamento utilizada, a aplicacao
de AIB parece néo ter influéncia no numero de raizes formadas por estaca enraizada, mas

sim no comprimento da maior raiz.

iij) O uso de ANA na concentracdao de 0,1% nao conduz a resultados significativamente
diferentes da testemunha em relacao a quantidade e qualidade do enraizamento.

iv) A operacdo de descasque da base da estaca influencia positivamente a percentagem de
enraizamento e contribui para a sobrevivéncia das estacas enraizadas.
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v) A aplicacio de AIB na concentracao de 0,5% parece ser favoravel ao enraizamento quando
as estacas sdo descascadas, conduzindo a percentagens de enraizamento superiores a 60%,
apos de trés meses de ensaio.

vi) A técnica de escurecimento nao altera a quantidade nem a qualidade do enraizamento em
relacao a testemunha. Conduz, no entanto, a modificacoes na estrutura da estaca mesmo
antes desta ser posta a enraizar, especialmente quando se aplica AIB a base da futura estaca
juntamente com a banda preta.

vii) O tratamento de escurecimento parece ter influenciado o comprimento da maior raiz das
estacas a que nao se aplicou auxina e também aquelas que nao foram descascadas.

viii) O tratamento de estiolamento ndo teve resultados favordveis no enraizamento e, no
tratamento mais prolongado, as plantas-mée ficaram debilitadas por um inicio de ataque de
fungos.

ix) A origem da estaca também ndo conduz a resultados significativamente diferentes
relativamente a percentagem de enraizamento. Esta observacdo indica-nos que, com este
tipo de material, usar estacas de topo ou da base é indiferente, o que duplica a quantidade
de material que podemos dispor para a propagacao vegetativa.

X) Sobrevivem menos estacas quando se usa uma época vegetativa mais tardia (fins de Junho)
em relacdo aos ensaios realizados em Abril.

xi) A aplicacdo de BAP estimula favoravelmente o abrolhamento de gomos axilares das estacas
que tinham entrado em dorméncia logo apés o enraizamento, evitando uma mortalidade
elevada

= Acompanhamento do processo rizogénico em cortes histolagicos:

i) No dia zero observam-se diferencas na estrutura das seccoes basais das estacas apos a
utilizacdo do método de escurecimento (com ou sem aplicacao de AIB) durante um meés,
relativamente a testemunha. As modificacdes surgem inicialmente a nivel do né, com
formacéo de uma estrutura do tipo ca//us e observam-se também ao nivel da periderme e do
xilema.
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i) O prolongamento da permanéncia das estacas na bancada de enraizamento acentua as
diferencas a nivel estrutural, entre as estacas sujeitas ao escurecimento, especialmente se
este foi efectuado com aplicacao de AIB (Banda+AIB).

ii) Nas estacas testemunha (Serm Banda) com ou sem aplicacao de AlB, praticamente nao se
observaram alteracdes estruturais, mesmo depois de 20 dias na bancada de enraizamento.

iv) No dia 20, as estacas sujeitas ao tratamento Banda+A/B com ou sem aplicacdo posterior
de AIB, mostraram as maiores alteracdes da estrutura, com perda do padrdo anatémico
normal, com formacdo abundante de ca//us, interrupcdes ou mesmo desaparecimento do
anel de fibras perivasculares e proliferacdo de células de parénquima especialmente a nivel

do cortex e floema secundario.

v) As alteracdes estruturais devidas ao factor escurecimento parecem ser mais evidentes do
que as devidas a aplicacao de AIB, a base da estaca antes de esta ser posta a enraizar.

vi) De um modo geral, as modificacées estruturais, em qualquer dos tratamentos aplicados,
foram primeiro visiveis na zona do né e s6 depois na zona do entreno
= Recomendacdes para futuras linhas de investigacao:

Parece conveniente realizar novos ensaios com o objectivo de esclarecer melhor o processo
de enraizamento, nomeadamente os seguintes:

i) Relacédo da época do ano com a resposta das estacas a aplicacao de AIB
i) Tratamentos com outras auxinas, em especial o ANA, em diferentes concentragoes.
iii) Realizacao de outro tipo de feridas na base da estaca.

iv) Pulverizacoes com BAP em diferentes concentracoes antes das estacas entrarem em
dorméncia.

v) Prolongamento da duracao do periodo de escurecimento e observacao da sua influéncia na
qualidade e quantidade do enraizamento.
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vi) Utilizacdo de estiolamento de preferéncia sem a exclusio total de luz e com
acompanhamento de tratamentos anti-fuingicos.

vii) Influéncia da permanéncia de um né na base da estaca sobre a percentagem de
enraizamento.

viii) Aplicacdo de outras condicoes de enraizamento: a) substrato; b) nevoeiro versus
nebulizacdo intermitente; c) numero de folhas da estaca e seu comprimento; d) duracio e
influéncia do tratamento anti-fiingico.

ix) Acompanhamento anatémico do processo rizogénico em tempos superiores a 20 dias.

x) Anilise da sobrevivéncia futura das estacas estabelecidas no campo e comparacdo com
plantas provenientes de semente.

xi) Aplicacdo da metodologia apurada a estacas provenientes de pés-mde originados a partir de
plantas adultas, através de cultura de tecidos, de amontda ou enxertia.

xii) Verificacdo da manutencido da capacidade de enraizamento nos rebentos de touca de pés-

mae.
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ANEXO I- Analises de variancia




Tabela I.1 - Andllse de Varidncia para o 1fensaio, em relagdo & percentagem de
enraizamente ao fim de 1 més.

Fonte de varlagfo Soma doem quadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .2434896 3 . 0811632 3.6896 L0176
B:Origem .0013021 1 .0013021 .062 . 8068
C:;Casca .2200521 i .2200521 10.562 .0027
INTERACCOES
AB .1705729 3 .0568576 2.729 L0602
AC .1809896 3 .0603299 2.896 .05032
BC .0013021 1 0013021 .063 .8068
AB(? .0039063 g .0013021 062 .5792
RES IDUAL 6666667 32 .0208333
TOTAL {CORRIGIDO) 1.4882813 47

Tabela 1.2 - Andlise de Varidncia para o 1fensaio, em relagfo & percentagem de
enraizamento ac [im de 2 meses.

(]
Fonte de variagdio Soma dos quadradeos gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:ATB .5455729 3 .1818576 4.505 .0096
B:0rigem .ep13021 i . 0013021 .032 .8605
C:Casca .2200521 1 .2200521 5.452 L0260
INTERACCOES
AB .0768229 3 .0256076 .634 .5983
AC .1289063 3 . 0429688 1.065 3778
BC .0638021 1 .0638021 1.581 L2178
ABC . 0978563 3 . 0325521 . 806 L4996
RESTDUAL 1.2916667 32 .0403646
TOTAL (CORRIGIDO) 2.4257813 47

Tabela T.31 - Andiise de Varidncia para o 1°ensalo, em relagdc 4 percentagem de
enralizamento ap fim de 3 meses.

Fonte de variagio Soma dos quadrados gl Quadrade médio F Pr>F
EFETTO MEDIO
A:AIB .85680729 3 .2860243 3.723 L0211
B:0rigem .0638021 2 .0636021 . 831 .3786
C:Casca + 1575533 = L 1575521 2.051 L1618
TNTERACCOES
AB .0039063 3 .0013021 L017 9969
AC .139322¢9 3 0464410 .605 .6169
BC 1575521 1 L 1575521 2.051 L1618
ABC .0976563 3 .0325521 .424 . 2373
RESIDUAL 2.4583333 32 .0768229
TOTAL (CORRIGIDO) 3.9361979 47

Tabela I.4 - Andlise de Varidncia para o l*ensalo, em relagdo d sobrevivéncia
ao fim de 5 meses.

FPonte de variaglo Sema dos gquadrades gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .8177083 3 .2725694 3.489 L0268
B:0rigem .0833333 1 .0833333 1.067 L3094
C:Casca .0833233 1 .0833333 1.0687 3094
INTERACCOES
AB .0312500 3 .0104167 v s ) .9385
AC 0520833 a JO173611 ¢ 233 . 8802
Bt .1302083 ] .1302083 1.667 L2060
ABC 0468750 3 L 0156250 .200 L8956
RESIDUAL 2.5000000 32 0781250
TOTAL (CORRIGIDC) 3.7447917 47
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Tabela I.5 - Andlise de Varidncia para o l'ensaioc, em relacdo a percentagem de
estacas mortas ao fim de 1 més.

Fonte de varlagdo Soma dos quadrades gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .0989583 3 .0329861 1.490 .235¢9
B:Origem .0833333 i .06833333 3.765 L0612
C:Casca .0208333 i .0208333 .941 .3495
INTERACCOES
AR .1250000 3 L0416667 1.882 L1524
AC .1041667 3 .0347322 1.569 L2161
BC LQ468750 1 .0468750 2.118 L1554
ABC L06572917 3 .0190972 . 863 .4704
RESIDUAL . 7083333 32 ,0221354
TOTAL (CORRIGIDO) 1.2447917 47

Tabela T.6 - Andlise de Varifncia para o lfensaio, em relacfo & percentagem de
estacas mortas ap fim de 2 meses.

Fonte de Variip!o Soma dos quadrados gl Ruadrado médioc F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 0768229 3 .0256076 .756 .5268
B:0rigem .1575521 1 ~I5 75521 d.654 L0386
C:Casca .1054687 1 .1054687 J=115 L0871
INTERACCOES
AB .1184896 3 .0394965 1.167 AF7T
AC .1705729 3 .0568576 1.679 .1910
BC .0325521 1 .0325521 . 962 L3446
ABC .0976563 3 .0325521 962 .4228
RESIDUAL 1.0833333 32 .0338542
TOTAL (CORRIGIDO) 1.8424479 47

Tabela I.7 - Andlise de Varifncia para o l%ensaio, em relagfo & percentagem de
estacas mortas ao fim de 3 meses.

Fonte de variagfo Soma dos gquadrados gl Quadrado médic F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .2395833 3 .0798611 1.917 L1467
B:0Origem .1302083 1 .1302083 3435 L0866
C:Casca .2552083 1 .2552083 6.135 .0188
INTERACTIONS
AB 0677083 3 .0225694 -542 .6573
AC .1093750 g . 0364583 .B75 .4643
BC .0208333 1 .0208333 .500 .4921
ABC .1354167 3 .0451389 1.083 -3701
RESIDUAL 1.3333333 32 .0416667
TOTAL (CORRECTED) 2.29166467 47

Tabela I.§ - Andlise de Varidncia para o l%ensaic, em relagdoc A percentagem de
estacas com callus, ac fim de 1 més.

Fonte de variagdo Soma dos quadrades gl Quadradeo médio F Pr>F
EFEITO MEDIOQ
A:AIB .2018229 3 .0672743 1.099 .3637
B:O0rigem .4700521 1 .4700521 7.681 .0p92
C:Casca .0013021 ) .R013021 021 . 8865
INTERACCOES
AD .2955739 3 .0985243 1.610 .2064
AC 8476563 ) .2825521 4.617 . 0086
BC .2929688 1 .2929688 4,787 L0361
ABC .1184896 £} .0394965 . 645 .5918
RESTDUAL 1.8583333 32 L0E11979
TOTAL {(CORRIGIDQ) 4,1861979 47
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Tabela I.9 - Andlise de Vari&ncia para o 1tensaio, em relagdc a percentagem de
estacas com callus, ao fim de 2 meses.

Fonte de variagio Soma dog gquadrados gl puadrado médio F Pr>F

EFEITO MEDIO

A:AIB .3854167 3 .1284722 2.819 L0546
B:Origem 3333333 1 .3333333 7.314 L0109
C:Casca . 0000000 1 . 0000000 .000 1.0000
INTERAZCCOES
AB . 0520833 3 .0173611 .381 L7674
AC .2187500 3 .0729167 1.600 L2087
BC .1875000 1 .1875000 4.114 . 05089
ABC .3437500 3 .1145833 2.514 L0760
RESTDUAL 1.4583333 32 . 0455729
TOTAL (CORRIGIDO) 2.9781667 47

Tabela TI.10 - Andlise de Varidncia para o lfensalo, em relagdo & percentagem de
estacas com callus, ao fim de 3 meses.

T

L)
Fonte de variaglo Soma dos guadrados gl Quadrado médio F Prs>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .555982¢6 3 1853299 3.472 .0273
B:0rigen .0117188 i .0117188 .220 .6476
C:Casca .0117187 1 L0117187 .220 6476
INTERACCOES
AB 0664063 o .0221354 . 415 7436
AC .0039063 3 L.0013021 .024 .9947
BC 0638021 1 .0638021 1.195 .2825
ABC .1393229 3 L 0464410 .B70 .4668
RESIDUAL 1.7083333 32 .0533854
TOTAL (CORRIGIDO) 2.5611979 47

Tabela I.11 - Andlise de Varidncia para o 2%ensalo, em relacdo a percentagem de
enraizamento, ao fim de 1 més.

Fonte de variagdo Soma dos gquadrados gl guadrade médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB . 0044444 2 0022222 .121 . 8861
B:Origem . 0450000 1 .0450000 2.455 .1238
C:Escuro -0683333 4 .0227778 1.242 L3047
INTERACCOES
AB .0400000 2 . 0200000 1.091 .3441
AC .0400000 6 . 0066667 .364 .8983
BC .0194444 4 .0064815 .354 . 7868
ABC . 1822222 3 0303704 1.657 .1524
RESIDUAL .BE000G0 48 .0183333
TOTAL (CORRIGIDO) 1.2794444 71

Tabela I.12 - Andlise de Vari&ncia para o 2°ensalo, em relagdo A percentagem de
enraizamento, ao fim de 2 meses.

Fonte de variagdo Soma dos quadrados gl Quadrado médio P Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .1411111 2 . 0705556 1.245 2970
B:origem 1800000 1 1800000 3.176 .0810
C:Escuro .2244444 3 .0748148 1.320 L2787
INTERACCOES
AB 0233333 2 0116667 .206 L8146
AC . 4055556 6 0675826 Fo197 .3262
BC .3044444 3 1014815 1.791 1615
ABC . 2655556 ) . 0442593 - 781 5869
RESIDUAL 2.7200000 48 0566667

TOTAL (CORRIGIDO) 4.2644444 71




Tabela I.13 - Andlise de Varifncia para o 2%ensaio, em relagdo & percentagem de
enralzamento, ao fim de 3 meses.

Fonte de variagdo Soma dos guadrados gl uadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:ATB . 0700000 2 . 0350000 521 5974
B:0rigem .1605556 1 . 1605556 2.388 .1288
C:Escuro . 4372222 3 . 1457407 2.168 1040
INTERACCOES
AB 0144444 a 0072222 107 .8283
AC 2677778 & 04462596 .664 L6790
BC .10386889 3 .0346296 w515 L6738
ABC .1544444 6 0257407 .383 .8863
RESTDUAL 3.2266667 48 0672222
TOTAL (CORRIGIDQ) 4.4350000 71

Tabela I.14 - Andlise de Varidncia para o Z°ensaio, em relagdo A sobrevivéncia,
ao fim de 5 meses.

FPonte de vagiagso Soma dos guadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITC MEDIO
A:AIB .Q077778 2 . 0038889 .071 .9318
B:O0rigem .1250000 1 .1250000 2.273 .1382
C:Escuro .3663333 3 .1294444 2.354 .0838
INTERACCOES
AB .0700000 2 .0350000 .636 8336
AC .3433333 6 .0572222 1.040 .4113
BC 0594444 3 .0198148 .360 . 78189
ABC +3255556 6 0542593 987 .4449
RESIDUAL 2.6400000 48 0550000
TOTAL {(CORRIGIDO) 3.95684444 71

Tabela I.15 - Andlise de Varifncia para o 2%ensalo, em relagfo & percentagem de
estacas mortas, ao fim de 1 més.

Fonte de variagido Soma dog quadrados gl puadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 0077778 @ .0038889 1.750 .1847
B:Origem .0022222 2 .0022222 1.000 .3223
C:Escuro .0044444 3 .0014815 667 .5766
INTERACCOES
AB .po11111 2 . 0005556 250 w2798
AC 0055556 6 . 0009259 417 .8643
BC L0111111 3 .0037037 1.667 .1866
ABC ,0122222 6 .0020370 .917 .4913
RESIDUAL L1066667 48 . 0022222
TOTAL (CORRIGIDO) 3BT 13 71

Tabela I.16 - Andlise de Varifncla para o 2%ensaio, em relagdo 4 percentagem de
egtacas mortas, ac Fim de 2 meges.

Fonte de variagdo Soma dos quadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB LO0077778 2 .0038889 .467 . 6299
B:0rigem .Qosko0000 3 .0050000 600 .4506
C:Escuro 0105556 3 . 0035185 .422 P27
INTERACTIONS
AB .p033333 2 0016667 .200 . 8194
AC 0411111 6 .0068519 .822 L5583
BC .0327778 3 0108259 1,311 L2817
ABC .01688839 6 .0031481 .378 . 8896
RESIDUAL 4000000 48 0083333
TOTAL {(CORRIGIDO) 5194444 71




Tabela I.17 - Andlise de Varidncia para o 2%ensalo, em relacgdo A percentagem de
estacas mortas, ao fim de 3 meses.

Fonte de variagio Soma dos gquadradeos gl Quadrade médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 0344444 2 0172222 .705 .4994
B:0rigem .p200000 1 .0200000 .818 L3798
C:Escuro L0111111 3 0037037 152 .2282
INTERACCOES
AB .0233333 2 0116667 LA77 .6234
AC N134223 6 0187037 . 765 L6009
BC 0111111 3 0037037 152 .9282
ABC .1588889 3 .0264815 1.083 .Jase
RESIDUAL 1:1733333 48 . 0244444
TOTAL (CORRIGIDG) 1.5444444 71

Tabela I.18 - Andlise de Varildncia para ¢ 2°ensalo, em relagfo & percentagem de
estacas com callus, ao fim de 1 més.

l

Fonte de variagdo Soma dos quadrados gl Quadrado médic F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .0144444 2 .0072222 . 186 .8311
B:Origem .0138889 2 .0138889 . 357 -H553
C:Escurc ,1083333 3 0361111 929 .4342
INTERACCOES
AB 0077778 2 .0038889 100 .8050
AC 1366667 6 0227778 .586 . 7399
BC . 0950000 g .0316667 .814 .4923
ABC .1166667 6 .0194444 .500 . 8052
RESIDUAL 1.6666667 48 . 0388889
TOTAL {(CORRIGIDO) 2.3594444 71

Tabela I1.19 - Andlise de Variéncia para o 2%ensalo, em relacdo a percentagem de
estacas com callus, ac fim de 2 meses.

Fonte de variagdo Soma dos gquadrados gl Quadradeo médic F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .0833333 2 .0416667 . 789 A53R
B:0rigem .1088889 1 .10886889 2.063 L1574
C:Escuro .1355556 3 .0451852 .856 L4703
INTERACCOES
AB L0411111 2 0205556 .389 -6795
AC 3477778 6 0579630 1.098 3772
BC 4111111 3 .1370370 2.596 L0631
ABC .1588888 6 .0264815 502 .g039
RESIDUAL 2.5333333 48 .0527778
TOTAL (CORRIGIDO) 3.8200000 71

Tabela I.20 - Andlise de Varidncia para o Z2%ensalc, em relagdo & percentagem de
estacas com callus, ao fim de 3 meses.

Fonte de variagédo Soma dos quadrados gl Quadradeo médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB .0300000 2 .0150000 .314 7330
B:Origem .0355556 1 . 0355556 744 .4018
C:Escuro .3244444 3 .1081481 2.264 L0930
INTERACCOES
AB .1144444 2 -0572222 1.1598 L3108
AC 21522222 6 .0253704 «531 L7818
BC .1022222 3 .0340741 W .5489
ABC .1477778 6 0246296 H16 .7938
RESIDUAL 2,25933333 48 .0477778

TOTAL (CORRIGIDO) 3.z2000000 b




Tabela I.21 - Andlise de Varidncila para o 3%ensaio, em relacdo a
enraizamento, ao fim de 1 més.

percentagem de

Fonte de varlaglo Scma doe gquadrades gl guadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda .0435556 2 .0217778 1,361 .2629
B:Casca .0444444 1 .0444444 2.778 . 0999
C:Auxina , 2782222 & 1391111 8.694 L0004
INTERACCOES
AR .0382222 2 0191111 1.194 .3088
AC .1191111 4 .0297778 1.861 .1266
BC .0008889 2 .0004444 . 028 .9728
ABC . 0924444 4 0231111 1.444 .2262
RESIDUAL 1.1520000 72 0160000
TOTAL (CORRIGIDO) 1.76688089 89

Tabela I.22 - Andllse de Varidncla para ¢ 3*ensale, em relagdo a
enralizamento, ao fim de 2 meses.

percentagem de

Fonte de varfa¢ao Soma dos gquadrados gl Quadrade médio F Pr>F
EFEITQ MEDIO
A:Banda .0862222 2 .0431111 . 942 3947
B:Casca . 4840000 1 4840000 10.573 L0017
C:Auxina .5262222 2 .2631111 5.748 0048
INTERACCOES
AB L 1146667 2 .0573333 1.252 L2920
AC 3937778 4 .0984444 2elst .0833
BC 1706667 2 .08533313 1.864 L1624
ABC L 1466667 4 L 0366667 .801 .5285
RESIDUAL 3.2960000 72 0457778
TCGTAL (CORRIGIDQ) 5.2182322323 89

Tabela I.23 - Andlise de Variéncia para o 3*®ensaio, em relacdo a
enralzamento, ac fim de 3 meses.

percentagem de

Fonte de variagio Soma dos quadrados gl guadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda .1126889 2 . 0564444 1.008 .3701
B:Casca .4840000 1 .4840000 8.643 .0044
C:Auxina 5662222 2 .2831111 5.056 . 0088
INTERACCOES
AB 0506667 2 0253333 . 452 . 6379
AC .4284444 4 L1071111 1.913 L1176
BC 1626667 e .0813333 1.452 .2408
ABC .1226667 4 0306667 . 548 -¥013
RESIDUAL 4.0320000 72 0560000
TOTAL (CORRIGIDO) 5.9595556 89
Tabaela 1.24 - Andlige de Varidncia para o 3%ensaie, em relagio & sobrevivéncia,
ao fim de 5 meses.
Fonte de variagdo Soma dos guadrados gl puadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda .1342222 2 .PE71111 1.248 .2832
B:Casca .5760000 1 5760000 10.711 0016
C:Auxina .h662222 v 2831111 5.264 .0073
INTERACCOES
AB .0720000 2 .0360000 L6689 «5153
AC .3857778 4 0964444 1793 - 1395
BC 1626667 2 .0813333 1.512 .2273
ABC .1493333 4 8373333 694 .5984
RESIDUAL 3.8720000 72 .0537778

TOTAL (CORRIGIDO) 5.9182222 89




Tabela I.25 - Andlise de Vari&ncia para o 3°ensaio, em relacdo a

estacas mortas,

ao fim de 1 més.

percentagem ce

Fonte de varilagéo Scma dos guadrados gl Quadradeo médio F Px>F
EFEITO MEDIO
A:Banda 0106667 2 0053333 1.333 L2700
B:Casca L 0004444 1 .0004444 S ] L7434
C:Auxina L0026667 a2 .0013333 #3303 Wil
INTERACCOES
AR 0035556 2 0017778 . 444 L6429
AC L 0026667 4 0006667 .167 L9546
BC .000B88S 2 0004444 ’e s L8950
ABC .0151111 4 L0037778 944 L4434
RESIDUAL .2880000 72 0040000
TOTAL (CORRIGIDO) .3240000 8a

Tabela I.26 - Andlise de Varidncia para ¢ 3°ensaio,

estacas mortas, ac fIm de 2 meses.

4

em relacdc a

percentagem de

Fonte de variacdo Soma dos guadrados gl Quadrado médic F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda .1608889 2 0804444 4.415 L0155
B:Casca .0751111 1 .0751111 4.122 0460
C:Auxina , 0435556 2 L0217778 1.185 L3086
INTERACCOES
AB .0382222 2 L0191111 1.049 ~ABE7
AC . 1991111 4 L, 0497778 2. 732 . 0355
BC .0435556 2 .0217778 1.195 .3086
ABC L1031111 4 .0257778 1.415 ,2378
RESIDUAL 1.3120000 72 0182222
TOTAL (CORRIGIDO) 1.9755556 89
Tabela I.27 - Andlise de Varifncia para o 3%ensaio, em relagfo a percentagem de

estacas martas,

ao fim de 3 meses.

Fonte de variagdo Soma dos gquadrados gl Quadrade médio F Pr>F
EFEITO MEDIQ
A:Banda .1608889 2 0804444 2.642 .0781
B:Casca 2151111 I B8 0 (L7 £ v i 7.066 .gee7
C:Auxina .0435556 ! .0217778 sP1h L4825
INTERACCOES
AB .2142222 2 L7111 3.518 .0348
AC .3537778 4 . 0884444 2.905 AETE
BC L 0808889 2 0404444 1.328 4713
ABC 1457778 q 0364444 1,187 3196
RESIDUAL 2.1920000 72 0304444
TOTAL (CORRIGIDO) 3.4062222 a2
rabela I.28 - Andllse de Varidncia para o 3°*ensaio, em relagdo A percentagem de

estacas com callus,

aoc fim de 1 més.

Fonte de varilagdo Soma dos gquadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda , 0462222 2 0231117 .867 . 4247
B:Casca L1777778 1 . 1777778 6.667 .0119
C:Auxina .152688% 2 L0764444 2.8967 L0634
INTERACCOES
AB .5368889 2 26084444 10.067 .0a01
AC 0151111 4 .00317778 .142 . 9661
BC .0142222 2 .0071111 .267 L7667
ABC .3831111 4 L0957778 3.592 L0100
RESIDUAL 1.9200000 72 L0266667
TOTAL (CORRIGIDO) 3.2462222 89
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Tabela 1.29 - Andlise de Varidncia para o 3fensaio,
estacas com callus,

ac fim de 2 meses.

em relacdo & percentagem de

Fonte de variagdo Soma dos guadrados gl guadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda . 0506667 2 .0253333 559 .5743
B:Casca L0017778 1 .0017778 039 .8457
C:Auxina .1786667 2 .0893333 1.871 L1468
INTERACCOES
AB 6035556 2 L3017778 6.657 .0022
AC .1866667 4 . 0466667 1.029 .3981
BC .0808889 7] .0404444 .892 .4143
ABC .1297778 4 .0324444 o 216 .5839
RESIDUAL 3.2640000 72 .0453333
TOTAL {(CORRIGIDO) 4.4960000 89

Tabela I.30 - Andlise de Varidncia para o 3%ensaio, em relacdo
estacas com callus,

2

ao fim de 3 meses.

a4 percentagem de

Fonte de varlagdo Soma dos guadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda .0168889 2 0084444 213 .8092
B:Casca . 0640000 i .0640000 1.609 L2087
C:Auxina .3048889 2 .1524444 3.832 0262
INTERACCOES ;
AB 5146667 2 .2573333 6.469 L0026
AC 5164444 4 L1291111 3.246 0166
BC .0666667 2 .0333333 .838 .4368
ABC .1146667 4 .0286667 721 .5806
RESIDUAL 2.8640000 72 .0397778
TOTAL (CORRIGIDO) 4.4622222 89

Tabela I.31 - Andlise de Varidncia para o 1tfensalo, em relagdo ao nimerc médio de
rafzes, por estaca enraizada, ac fim de 1 més.

Fonte de varilagfo Soma dos gquadrados gl Quadrade médio F Pr>F

EFEITO MEDIO
A:IBA 18.706349 3 6.235450 1.601 L2408
B:O0rigem 11.443522 i 11.443522 2.93¢9 1123
C:Casca .899874 2 .899874 .231 L6444

RESIDUAL 46.728033 12 3.8940028

TOTAL (CORRIGIDO) 77.777778 17

174 valores em falta foram excluidos.

Tabela I.32 - Andlise de Varidncia para o 1°ensaio, em relagdc ag nimero médio de

rafzes, por estaca enralzada, ac fim de 2 meses.

Fonte de varilagéo Soma dos guadrados gl puadradeo médioc F Pr>F
EFETTO MEDIO
A:AIB 14.815459 3 4.938486 .483 L6964
B:Origem 15.163443 1 15.163443 1.483 L2320
C:Casca 26.551280 1 26.551280 2.597 L1166
INTERACCOES
AB 41.823750 3 13.941250 1.363 L2710
AC .555719 3 .185240 .018 . 9966
BC 2.948766 k] 2.948766 .288 .&008
RESIDUAL 337.44583 33 10.225634
TOTAL (CORRIGIDO) 439.30435 45

146 valores em falta foram excluidos.
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tabela T.23 - Andlise de Varifncla para o 1%ensaio, em relagdo ac comprimento médio da

maior ralz, por estaca enraizada, ac fim de 1 més.

Fonte de varlagédo Soma dos quadradeoa gl Quadrado médio F Pr>F
EFETTO MEDIO
A:AIB 346.53968 3 115.51323 1.402 .2802
B:Origem 103.82060 d 103.82060 1.260 .2837
C:Casca 71.70361 1 71.70361 LB70 3791
RESIDUAL 989.04722 iz 82.420602
TOTAL (CORRIGIDO) imrd.1d1l 17

174 valores em falta foram exclufdos.

Tabela T.34 - Andlise de Vari&ncia para o 1%ensaio, em relacgdo ao comprimento médic da

maior raiz, por estaca enralzada, ao fim de 2 meses.

Fonte de variagio Soma dos guadrados gl puadrado médic F Pr>F

EFEITO MEDIO{

A:IBA 24217.440 3 8072.480 2.840 .0529
B:0Origem 5574.315 1 5574.315 1.961 L1707
C:Casca 13234.772 1 13234, 772 4.656 .0383

INTERACCOES
AB 17888.913 J 5962.9711 2.098 1194
AC 3098.153 3 1032.7209 .363 L7798
BcC 69.154 1 69.1545 .024 8787

RESTDUAL 893793.699 32 2842.2333

TOTAL (CORRIGIDG) 157876.46 45

146 valores em falta foram excluldos.

Tabela I.35 - Andlise de Variénecia para o 2%ensaic, em relagio ac numero médio
de rafzes, por estaca enralzada, ac fim de 1 més.

Fonte de variagio Soma dos gquadrados gl puadrado médic F Prs>F
EFEITO MEDIO
A:IBA 6.4255744 2 3.2127872 2.285 L1204
B:0rigem . 7536653 1 . 7536653 .536 .4778
C:Escuro 5.7402081 4 1.9134027 1.361 - 3750
RESIDUAL 39.366267 28 1.4059381
TOTAL {CORRIGIDO) 52.285714 34

325 valores em falta foram excluidos.

Tabela .36 - Andlise de Varidncila para o 2°ensalo, em relagdc ac mimero médio
de rafzes, por estaca enraizada, ao fim de 2 meses.

Fonte de variagdc Soma dos gquadrades gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 9.0582206 2 4,5291103 1.289 .2792
B:origem 1.3046022 1 1.3046022 .371 .5499
C:Escura 8.5053925 3 2.8351308 .807 .4924
INTERACCOES
AB 12.741566 2 6.3707930 1.812 L1673
AC 17.313181 6 2.8853635 .821 .5557
BC 26.986295 ! 8.9954318 2.559 .0579
ABC 33.054240 6 5.5090401 1.567 L1617
RESIDUAL 456.94008 130 3.5149237
TOTAL (CORRIGIDO) 565.90260 #5843

206 valores em falta foram exclufdos.
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Tabela I.37 - Andlise de Varifncia para o 2°ensalo, em relacfo ao comprimento médio da

malor ralz, por estaca enraizada, ac fim de 1 més.

Fonte de varlagdo Soma dos guadrados gl Quadrade médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 4.3419620 2 2.1709810 1.266 .3073
B:0rigem 3.6438850 1 3.6438850 2.124 L1632
C:Escuro 2.1640139 3 .7213380 w21 . 7406
INTERACCOES
AB 5.329373 2 2.6646867 1.553 2401
AC 17.709277 & 2.9515461 1.221 1767
BC 3.517726 3 1.1725752 .564 5742
RESTIDUAL 22.160621 LF 1.7153306
TOTAL (CORRIGIDO) 65.866857 34

325 valores em falta foram exclufdos.

Tabela I.38 - Andlise de Varidncla para o 2fensalo, em relagdo ao comprimento médio da

maior raiz, por estaca enraizada, ac fim de 2 meses.

L}

Fonte de varlagdo Soma dogs quadrados gl puadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:AIB 7897.6798 b 3948.8389 2,972 .0547
B:0Origem 246.0686 1 248.068B6 + 187 ~H710
C:Escuro 6278.4055 32 2092.8018 1.575 1985
INTERACCOES
AB 4090.958 2 2045.4790 1.539 .2184
AC 6819.966 6 1136.6609 +B55 .5297
BC 1547.558 3 515.8527 .388 .7617
ABC 10642.517 6 1773.7529 1.338 .2462
RESIDUAL 172735.50 130 1328.7346
TOTAL (CORRIGIDO) 210260.66 153

206 valores em falta foram exclufdos.

Tabela T.39 - Andlise de Variéncla para o 3%ensalo, em relacfo ao ndmero médie
de rafzes, por estaca enralzada, ao fim de 1 més

Fonte de variagdo Soma dos quadrades gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda 163.8987¢9 2 81,.84939]3 1.745 1800
B:Casca . 124322 1 .124219 .003 .3598
C:Auxina 74 .52385 2 37.261924 . 793 46085
RESTDUAL 1597.0531 34 46.972151
TOTAL (CORRIGIDO) 1835.6000 39

410 valores em falta foram exclufdos.

Tabela I.40 - Andlise de Varifncia para o 3tensalo, em relagdo ac mimeroc médio
de rafzes, por estaca enraizada, ao fim de 2 meses.

Fonte de variagdo Scma dos guadrados gl puadradoe mddio F Pr>F
EFETTO MEDIO
A:Banda 10.390073 2 5.195036 .268 . 7655
B:Casca 8.960361 5] 8.960381 .462 .5053
C:Auxina 57.677541 2 28.6838770 1.487 .2303
INTERACCOES
AB 18.426457 2 9.213229 475 L6231
AC 55.783347 4 13.5%45837 e .5807
8c 11.174008 2 5.587004 .288 . 7503
ABC 30.282962 4 7570741 .390 .8153
RESIDUAL 2308.5753 119 19.399792
TOTAL (CORRIGIDO) 2501.2701 136

313 valores em falta foram exclufdos.
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mabela I.41 - Andlise de Varidnecia para o 3%ensalo, em relagdo ao comprimento
médio da maior raiz, por estaca enralzada, ao fim de 1 més.

Fonte de variagio Soma dos quadrados gl Quadrado médio F Pr>F
EFEITO MEDIO
A:Banda 1681.4786 2 840.73931 3.052 L0604
B:casca 132.3014 7 132.30142 .480 L5003
CrAuxina 165.8412 2 B2.92059 30 . 7420
RESTDUAL 2365.4788 34 275.45526
TOTAL (CORRIGIDO) 11345.100 39

410 valores em falta foram exclufdos.

Tabela I.42 - Andlise de Varifncia para o 3%ensaio, em relacdc ac comprimento
médio da malor raiz, por estaca enraizada, ac fim de 2 meses.

Fonte de variagio Soma dog guadrades gl Quadradeo médio F Pr>F
EFEITO MEDIO |
A:Banda ¥ 4399.2121 2 2199.6061 .860 .4257
B:Casca 5325.1910 1 £325.1910 2.082 o
C:Auxina 4412.9146 2 2206,4573 .B63 L4246
INTERACCOES
AB £337.394 2 3168.6969 1.239 L2934
AC 5248.137 4 1312.0342 w513 . 7383
BC 40.258 2 20.12689 .008 .9922
ADC 23212.364 4 5803.0810 2.269 .0658
RESIDUAL 304336.89 119 2557.4529
TOTAL (CORRIGIDO) 353312.36 136

313 valores em falta foram exclufdos.
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ANEXO IlI- Interaccoes




Tab. .1 - Interacgdo enlre a aplicagdo de AlIB e a retirada da casca, na

percentagemn de formagéo de callus ao fim de 1 més, para o primeiro
ensaio.

AlB (%) o0 0.5 1 2
Casca
intelra 81 71 78 42
retirada 83 58 46 79

LSD (5%)=29; LSD (1%)=39; LSD (0,1%)=51

Tab. Il.2 - Interacgdo entre a aplicagdo de AIB e a retirada da casca, na
percentagem de enraizamento ao fim de 1 més, para o primeiro ensaio.

AlB (%)} o 0,5 1 2
Casca

inteira 0 8 4 4
relirada 8 21 38 4

LSD (5%)=17; LSD (1%)=23; LSD (0,1%)=30

Tab. 1.3 - Interaccdo entre a origem da estaca e a retitada da casca, na
percentagem de formagdo de callus ao fim de 1 més, para o primeiro
ansajo.

Origem topo base
Casca
inteira 48 83
retirada 65 69

LSD (5%=)21; LSD (1%)=28; LSD (0,1%)=37

Tab. .4 - Interacgdo enire a origem da estaca e a retirada da casca, na
percentagem de formagde de callus ao fim de 2 meses, para o
primeiro ensaio.

Origem fopo base
Casca

inteira 38 67
retirada 50 54

LSD (5%)=18; LSD (1%)=24,; LD (0,1%)=32
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Tab. 1.5 - Inieracgdo entre o escurecimento e a relirada da casca, na
percentagem de formagao de callus ao fim de 1 més, para o terceiro
ensaio.

Escurecimento Banda+AIB Com Banda Sem Banda

Casca
inleira 83 75 59
retirada 75 80 88

LSD (5%)=12; LSD (1%)=16; LSD (0,1%)=21

Tab. J1.6 = Interacgao enire o escurecimento e a retirada da casca, pa
percentagem de formagdo de callus ao fim de 2 meses, para o
terceiro ensaig,

Escurecimento Banda+AIB Com Banda Sem Banda

Casca
Intelra &1 52 36
retirada 41 49 56

LSD (5%)=15; LSD (196)=21; LSD (0,19%)=27

Tab. 1.7 « Interacgdo enire o escurecimento e a retirada da casca, na
percentagein de enraizamento ao fim de 3 meses, para o lerceiro
ensaio.

Escurecimento Banda+AIB Com Banda Sem Banda

Casca
inteira 51 33 a1
retirada 24 a7 37

LSD (5%)=15; LSD (1%)=19; LSD (0,1%)=24

Tab. I1.8 - Interaccéo enire o escurecimenio e a relirada da casca, na
percentagem de estacas mortas ao fim de 8 més, para o terceiro
ansaio.

Escurecimento Banda+AIB Com Banda Sem Banda

Casca
inteira 20 28 37
retlrada 24 71 21

LSD (5%)13; LSD (1%)=17; LSD (0,1%)=22
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Tab. I1.9 - Interaccdo entre o escurecimento e a aplicagéo de auxina, na
percentagem ds formagdo de callus ao fim de 3 meses, para o

terceiro ensaio.

Escurecimento Banda+AlB Com Banda Sem Banda

Auxina
Sem auxina 34 42 44
0,5% AIB 22 30 30
0,1% ANA 56 34 23

LSD (5%)=18; LSD (19%)=24,; LSD (0,1%)=31

Tab. I1.10 - Interacgdo entre o escurecimento e a aplicagdo de auxina,
na percentagem de estacas mortas ao fim de 2 meses, para 0

" terceiro ensaio.

Escurecimento Banda+AlIB Com Banda Sem Banda

Auxina
Sem auxina 4 20 14
0,5% AlB 10 2 16
0,19 ANA 10 10 24

LSD (5%)=12; LSD (1%)=16; LSD (0,1%)=21

Tab. I1.11 - Interacgdo enlre o escurecimento e a aplicagdo de auxina,
na percentagem de eslacas mortas ao fim de 3 meses, para o

terceiro ensaio.

Fscurecimentoc Banda+AlB Com Banda Sem Banda

Auxina
Sem auxina 22 32 24
0,5% AlB 26 8 28
0,19 ANA 18 18 36

LSD (5%)=16; LS (1%)=21,; LSD (0,19)=27
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ERRATA

Onde se 1é

foi referida com

Ensaios

escend@nci.

apds o escurecimento, ...
estacas postas a enraizar
refere 49 %

BLAZICH (1983)

Deve fer-se

foi referida como

FEnsaios
de

roveniSncs

apds o escurecimento, que durou 1 més, ...

estacas enraizadas ao fim de tés meses
refere 50 %

BLAZICH (1988)



