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ASPECTOS HISTOLOGICOS DA UNIAO DA ENXERTIA
HIPOCOTILEDONAR DO MARACUJAZEIRO-AMARELO!
GERALDO COSTA NOGUEIRA FILHO?, GIVANILDO RONCATTO?,

CARLOS RUGGIERO*, JOAO CARLOS DE OLIVEIRA*, EUCLIDES BRAGA MALHEIROS*,
CARLOS FERREIRA DAMIAO FILHO*

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi verificar, um més ap6s a realizagdo da enxertia hipocotiledonar, a
conexao entre os tecidos vasculares do enxerto e do porta-enxerto e diferencas anatdmicas na formacao da
unido da enxertia entre os sete porta-enxertos. Coletaram-se amostras da regido de enxertia de duas mudas de
cada combinag¢do enxerto/porta-enxerto. As regioes da enxertia foram fixadas, desidratadas em série alcodlica,
incluidas em parafina, emblocadas e seccionadas em micrétomo. As sec¢des obtidas foram montadas em
laminas de vidro, desparafinizadas, coradas com safranina e novamente desidratadas, obtendo-se laminas
histologicas permanentes. Cerca de 800 seccdes foram observadas e analisadas sob microscopio Optico e
fotomicrografadas. Nao se verificou diferenca anatdmica na formagdo da unido da enxertia entre os sete
porta-enxertos, € um meés apos a realizagdo da enxertia, a conexao entre os tecidos vasculares do enxerto e
do porta-enxerto era observavel.

Termos para Indexacio: Passiflora spp. porta-enxerto, fotomicrografia, propagacao vegetativa, histologia.

HISTOLOGICAL ASPECTS OF THE HIPOCOTILEDONAR GRAFT
UNION OF THE YELLOW PASSION FRUIT

ABSTRACT - The objective of this work was to observe, one month after the hypocotyledonary grafting,
the connection between the vascular tissues of the graft, the rootstock and anatomical differences in the
formation of the graft union among the seven rootstocks. Samples were collected from the region of grafting
of two seedlings from each graft/rootstock combination. The regions of the graft were fixed, dehydrated in
alcohol series, embedded in paraffin, blocks processing and sectioned in microtome. The sections obtained
were mounted on glass slides, disparafinned, stained with Safranin and dried again, resulting in permanent
histological slides. Approximately 800 sections were observed and analyzed by optical microscope and
photomicrographed. There was anatomical difference in the formation of the graft union among the seven
rootstocks, and one month after, the connection between the graft and vascular tissues of the rootstock was
observable.

Index terms: Passiflora spp., rootstock, photomicrography, vegetative propagation, histology.

observagdes quanto ao desenvolvimento das plantas

INTRODUCAO

A busca constante de inovagdes, com a
finalidade da obtengdo de mudas de qualidade, em
um menor espago de tempo, justifica, per se, 0 uso
de novas tecnologias. Com isso, faz-se necessario
o desenvolvimento ¢ a adogdo de técnicas que
venham a aprimorar aquelas ja existentes, visando
ao desenvolvimento de métodos alternativos e
inovadores para a fruticultura (OLIVEIRA, 2002).

A enxertia em maracujazeiro ¢ uma pratica
recente ainda ndo incorporada como usual na
cultura, devido a oscilagdes quanto ao pegamento ¢

no campo. A enxertia hipocotiledonar pode ser uma
alternativa interessante ao processo.

A enxertia ¢ vista como a arte de inserir a
parte de uma planta em outra planta, de tal maneira
que as duas constituam uma unidade e ambas
continuem seu crescimento (OLIVEIRA et al., 2002).

Aunido do enxerto ¢ a base da enxertia, que se
da pelo entrelagamento do tecido caloso, oriundo do
cambio do porta-enxerto ¢ do enxerto. Essas células
do calo, que s@o parenquimatosas, diferenciam-se
em novo tecido cambial que, por sua vez, continua
a diferenciacdo, formando nova conexdo viva,
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em crescimento entre o porta-enxerto € o enxerto
(JANICK, 1966).

O crescimento secundario e a atividade
cambial estdo geralmente associados ao fendmeno
da cicatrizacdo e da formagdo da unido durante a
enxertia. Lesoes em folhas, raminhos jovens e outras
partes da planta que ndo apresentam crescimento
secundario, resultam geralmente na formagao de
uma cicatriz - deposi¢ao de substancias que parecem
proteger a superficie da dissecagdo e de lesdes
externas - e desenvolvimento de periderme a partir
de células vivas subjacentes a cicatriz. Quando ramos
ou troncos com crescimento secundario sofrem
lesdes, a formagdo da periderme ¢é precedida pelo
desenvolvimento do calo, um tecido parenquimatico
resultante da proliferacdo de varias células proximas
a superficie da ferida. O calo também fornece o tecido
através do qual se restaura a continuidade cambial,
se foi seccionada pela lesdo (ESAU, 1974).

O estabelecimento das ligagdes nos enxertos
envolve fendmenos semelhantes aos associados a
cicatrizagdo. Os tecidos do calo formam-se a partir
do porta-enxerto e do enxerto e preenchem o espago
entre ambos, ¢ os respectivos cdmbios tornam-se
continuos pela diferenciagdo do cambio de conexao,
a partir das células do calo. A ligagdo dos cambios,
quando o porta-enxerto € 0 enxerto sdo postos em
contato, facilita o estabelecimento da conexio
cambial (ESAU, 1974).

O objetivo deste trabalho foi verificar, um
més apos a realizagdo da enxertia, a conexao entre
os tecidos vasculares do enxerto e do porta-enxerto
e diferencas anatomicas na formagdo da unido da
enxertia entre os sete porta-enxertos.

MATERIAL E METODOS

A primeira fase foi realizada no setor de
fruticultura do Departamento de Producdo Vegetal e
asegunda, no Laboratdrio de Anatomia e Morfologia
Vegetal do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecudria, ambas as estruturas pertencentes
a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
Campus de Jaboticabal, da Universidade Estadual
Paulista.

Na primeira fase, janeiro e fevereiro/2002,
trinta dias apos a enxertia, foram coletados e fixados
dois exemplares de cada porta-enxerto ¢ retirada
a regido da enxertia, cortando-se cerca de 0,5 cm
abaixo e acima da mesma.

A segunda fase, realizada em janeiro/2003,
constituiu-se na confec¢do de laminas histologicas
permanentes e seu registro fotografico, em microscopio
optico. A confecgcdo de laminas histoldgicas

permanentes consistiu das etapas de fixagao,
desidratagdo, inclusdo em parafina, seccionamento,
montagem das secgdes, desparafinizagdo, coloragio,
nova desidratagdo e, por fim, da aposicdo das
laminulas.

a)Fixacao

Apds coletarem-se os materiais, cada um foi
acondicionado separadamente em um vidro contendo
FAA (alcool etilico 95%, acido acético glacial,
formalina e agua destilada na propor¢ao 5:0,5:1:3,5)
para sua fixacdo e conservagao, segundo metodologia
indicada por Johansen (1940).

b)Desidratacio

A desidratacdo foi efetuada em TBA (alcool
butirico terciario), seguindo a metodologia descrita
por Johansen (1940). A série gradual de alcoois
utilizados ¢ os passos adotados estdo descritos na
Tabela 1.

c)Inclusdo em parafina

Apbs a desidratagao, procedeu-se a inclusdo
dos tecidos em Paraplast (LAAD Research Industries,
Inc. P.O. Box 1005, Burlong, Vemont 054002, USA).
A solugdo TBA (alcool butirico terciario) do ultimo
passo da desidratagao foi substituida por uma mistura
de TBA e parafina liquida (1:1), deixando o material
por duas horas nessa mistura.

O material foi transportado para as pequenas
formas de aluminio devidamente etiquetadas e
contendo 3/4 de sua capacidade com parafina
histologica fundida (ponto de fusdo 56 a 58°C).
Elas foram levadas a estufa (60°C) por 12 horas.
Passado este tempo, a parafina pura foi substituida
por outra ¢ novamente levada a estufa por quatro
horas, apos o que foi realizada nova troca. Decorridas
mais quatro horas, as formas de papel previamente
preparadas foram preenchidas com parafina pura
fundida, e o material vegetal foi transferido para o
centro da forma, na posi¢ao apropriada para cortes
longitudinais, sendo deixado esfriar para solidificar
a parafina e formarem-se os blocos.

d) Seccionamento

O bloco foi levado ao micrétomo manual
rotativo, obtendo-se tiras de parafina com 12 um
de espessura, contendo os cortes histologicos, para
posterior montagem das laminas.

¢)Montagem das seccdes

As secgOes nas tiras de parafina foram
montadas em laminas de vidro 26 x 76mm. Aplicou-
se uma fina camada de um adesivo constituido de

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 32, n. 2, p.515-521, Junho 2010



G. C. NOGUEIRA FILHO et al. 517

albumina diluida em agua (duas gotas em 50mL de
agua) com auxilio de um pincel. Apos a aplicagdo
do adesivo nas laminas, as sec¢des sequenciadas dos
segmentos nas tiras de parafina foram colocadas sobre
as laminas e estiradas em chapa aquecida a 40°C. O
excesso de albumina foi removido com papel de filtro,
e as laminas foram identificadas e deixadas para secar
por 48 horas em repouso.

f)Coloragao

A coloragdo abrange as etapas de
desparafinizacdo (passos 1 a 8), coloracdo (9 e
10), nova desidrata¢do (11 e 19) e sobreposicao
das laminulas. As secgdes foram contrastadas pela
coloragdo com Safranina O, cujos passos, solu¢des e
tempo utilizados se encontram descritos na Tabela 2.

No ultimo procedimento da coloracdo, as
laminas foram retiradas uma por vez do xilol e
aplicaram-se, imediatamente, com o auxilio de um
bastdo de vidro, 1 a 2 gotas de Balsamo do Canada,
sobrepondo-se a laminula de 24 x 60mm. Apos
secarem por 15 dias, as amostras foram selecionadas
em microscopio optico e depois fotomicrografadas
no mesmo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se as fotomicrografias da Figura
1, observa-se, em A, a regidao da enxertia sobre P,
coccinea, um més apos a realizacdo da enxertia,
mostrando tecidos vasculares ja regenerados e a
conexao efetuada entre os tecidos do enxerto e
porta-enxerto. Em B, vé-se, em maior detalhe,
a linha de unido entre enxerto e porta-enxerto
(P. coccinea), apresentando tecidos crescendo
justapostos, tecidos vasculares regenerados e massa
de células parenquimaticas, responsaveis pela
atividade meristematica de formagdo dos novos
tecidos. Observam-se as origens dos tecidos do
enxerto (P, edulis f. flavicarpa) e os tecidos originados
do porta-enxerto (P. coccinea), pelas diferencas
apresentadas pelos tecidos de ambos. Ainda, pode-se
constatar que estes tecidos crescem justapostos, ndo
havendo fusdo entre eles, comportamento semelhante
ao observado por Abreu et al. (2003) ¢ Nunes et al.
(1999) na microenxertia por cultura de tecidos em
macieira.

Também na Figura 1, observa-se, na
fotomicrografia C, detalhe da regido da enxertia sobre
P, edulis f. flavicarpa, apresentando abundante tecido
parenquimatico e tecidos vasculares conectados,
restabelecendo-se o fluxo de seivas. Em D, tém-se
maior detalhe da linha de unido entre enxerto e porta-
enxerto (P, edulis f. flavicarpa), mostrando a zona de

conexao dos tecidos vasculares.

Observando-se as fotomicrografias da Figura
2, em E, visualiza-se, na extremidade superior da
fenda do porta-enxerto de P edulis f. flavicarpa,
abundancia de tecido meristematico em diferen-
ciagdo, tecidos do cortex e tecidos vasculares. Em
F, apresenta-se em maior detalhe a extremidade
superior da fenda do porta-enxerto de P edulis f.
flavicarpa, observando-se tecido meristematico di-
ferenciando-se em tecido vascular junto aos antigos
tecidos da fenda do porta-enxerto. Na fotomicrogra-
fia G, tem-se o tecido meristematico diferenciando-se
em tecidos vasculares junto aos tecidos vasculares
da fenda de P, giberti. O que pode ser observado em
maior detalhe em H, em angulo visual da esquerda
para a direita, sdo c€lulas de tecido meristematico
diferenciando-se em células de tecidos vasculares;
nota-se que, em principio, elas tém a forma mais
esférica e que, aos poucos, vao alongando-se, ficando
cilindricas, até se tornarem células de vaso junto aos
tecidos vasculares da fenda de P, giberti, conforme
foi observado também noutras frutiferas por Pio et
al. (2001), Estrada-Luna et al. (2002),Ribeiro et al.
(2008) ¢ Navarro et al. (1988).

Estudando-se as fotomicrografias da Figura
3, observam-se, em I, na regido da enxertia sobre P
edulis £. flavicarpa, tecidos vasculares ja regenerados
e conectados. Nota-se que, por ocasido da enxertia,
os tecidos vasculares ndo ficaram exatamente
justapostos; entretanto, isto ndo inviabilizou a
formacao da unido da enxertia na muda, verificando-
se reordenagdo de diregdo dos tecidos vasculares de
forma a tocar-se para conexdo. Este fato conferiu
um perfil sinuoso aos tecidos vasculares na altura da
linha de unido enxerto/porta-enxerto, visto em maior
detalhe em J. Fatos semelhantes foram observados
por Oliveira (2002), trabalhando com enxertia em
citros por substitui¢ao de apice caulinar, concluindo
ainda que, se o enxerto ¢ o porta-enxerto nao
tenham sido completamente justapostos, os tecidos
vasculares internos ordenam-se para uma solugéo de
continuidade. Isso ocorre também na microenxertia
(RAHARIJO ; LITZ, 2005) e apresenta a vantagem
da superacdo do periodo de juvenilidade, que ocorre
na propagagdo por semente (LIMA et al., 2006).

Na fotomicrografia K, observa-se, na regido
da enxertia sobre P. alata, uma estrutura similar a
um primérdio radicular, acima da linha de unido
enxerto/porta-enxerto, o que pode ser observado
em maior detalhe em L. Tal estrutura pode ter tido
duas origens: primeiro, ela foi pré-formada e estava
latente no caule do enxerto, passando a desenvolver-
se apds a operagdo de enxertia. Ou, segundo, os
cortes efetuados no enxerto, por ocasido da enxertia,
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estimularam a formagdo de raiz adventicia, como
ocorre na estaquia (NAVARRO et al., 1975; MAYER
et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008; KAWAGUCHI
et al., 2008). Entretanto, qualquer que tenha sido a

atingira o solo e eliminara o isolamento entre copa e
patogenos do solo, pretendido com o uso do porta-
enxerto. Dessa forma, caso haja brotagdes de raiz a
partir do enxerto de alguma muda, deve-se proceder

sua origem, sua presenga neste caso ¢ indesejavel, uma poda destas raizes originadas na copa.

pois, quando se desenvolver, a raiz por ele originada

TABELA 1 - Série gradual de alcoois utilizada na desidratagdo da regido da enxertia, abrangendo parte do
caule do enxerto e porta-enxerto de maracuja.

Alcool Quantidade mL
Passos oy Tompo®) de‘:‘ﬁ}za Etanol 95%  Etanol 100% TBA 100%
1 70 2 30 50 0 20
2 85 2 15 50 0 35
3 95 2 0 45 0 55
4 100 2 0 0 55 s
5 100 24 0 0 0 100
6 100 24 0 0 0 100
7 100 24 0 0 0 100

TABELA 2 - Coloragdo utilizada na preparagdo das laminas histologicas para o estudo da regeneragdo dos
tecidos, na regido da enxertia, abrangendo parte do caule do enxerto e porta-enxerto, um més
apos a realizagdo da enxertia hipocotiledonar em maracuja.

Passos Soluc¢des Tempo (minutos)
1 Xilol 10
2 Xilol 10
3 Xilol 10
4 Xilol - Etanol absoluto (1:1) 5
5 Etanol (100%) 5
6 Etanol (100%) 5
7 Etanol (95%) 5
8 Etanol (80%) 5
9 Safranina O 30
10 Lavagem em agua corrente 3-5
11 Etanol (90%) 2-3
12 Etanol (95%) 2-3
13 Etanol (100%) 2-3
14 Etanol (100%) 2-3
15 Etanol + Xilol (3:1) 3
16 Etanol + Xilol (1:1) 3
17 Etanol + Xilol (1:3) 3
18 Xilol 5
19 Xilol 5
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FIGURA 1 - Fotomicrografias de secgdes histologicas da regido da enxertia hipocotiledonar de maracujazeiro-
amarelo sobre os porta-enxertos Passiflora coccinea e P. edulis f. flavicarpa. A) Regido da
enxertia sobre P. coccinea mostrando tecidos vasculares ja regenerados. B) Detalhe da linha
de unido entre enxerto e porta-enxerto (P. coccinea). C) Regido da enxertia sobre P. edulis f.
[favicarpa apresentando abundante tecido parenquimatico e tecidos vasculares reconectados.
D) Linha de unido entre enxerto e porta-enxerto (P. edulis f. flavicarpa) mostrando a zona de
conexao dos tecidos vasculares.

200 s m . 19@KHm
FIGURA 2- Fotomicrografias de sec¢des histologicas da regido da enxertia hipocotiledonar de maracujazeiro-
amarelo sobre os porta-enxertos Passiflora edulis {. flavicarpa e P. giberti. E) Regido da enxertia
sobre P. edulis f. flavicarpa mostrando a extremidade superior da fenda do porta-enxerto. F)
Detalhe da extremidade superior da fenda do porta-enxerto de P edulis f. flavicarpa. G) Regido
da enxertia sobre P, giberti mostrando tecido meristematico e tecidos vasculares da fenda. H)
Detalhe de tecido meristematico e tecidos vasculares da fenda de P, giberti.
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FIGURA 3 - Fotomicrografias de secgoes histologicas da regido da enxertia hipocotiledonar de maracujazeiro-
amarelo sobre os porta-enxertos Passiflora edulis f. flavicarpa e P. alata. 1) Regido da enxertia
sobre P. edulis f. flavicarpa mostrando tecidos vasculares ja regenerados. J) Detalhe da regido
da enxertia sobre P. edulis f. flavicarpa mostrando tecidos vasculares ja regenerados. K) Regido
da enxertia sobre P. alata mostrando primérdio radicular no enxerto acima da linha de unido
enxerto/porta-enxerto. M) Detalhe de primoérdio radicular no enxerto sobre P. alata.

CONCLUSOES

Nas condigdes em que o experimento foi
realizado, verifica-se similaridade anatomica na
formacdo da unido da enxertia entre os sete porta-
enxertos. Um més apos a realizagdo da enxertia, a
conexao entre os tecidos vasculares do enxerto e do
porta-enxerto ja tinha-se realizado.
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