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RESUMO: O cafeeiro produz ramos ramos ortotropicos e plagiotrépicos. Plantas clonadas in vitro e aclimatizadas
podem ser, ainda em casa de vegetagdo, induzidas a emitir brotagGes ortotrépicas axilares com o objetivo de obter
segmentos nodais (micro-estacas) Uteis para a propagacao vegetativa de genotipos selecionados de cafeeiro. A indugdo
das brotacgGes pode ser realizada decapitando-se os ramos ortotropicos principais (eixos principais) e tratando o restante
da planta com &cido tri-iodobenzéico (TIBA), um inibidor de translocacdo de auxinas. Plantas produzidas por micro-
estacas oriundas de vitroplantas aclimatizadas de cafeeiro Catucai foram, a partir dos seis meses depois do
estabelecimento (enraizamento e retomada do crescimento), tratadas por decapitagdo e aspersdo com solugéo de TIBA
a 600 mg/L em etanol 50%. Duas aplicagdes desse tratamento com intervalo de dois meses entre aplica¢fes induziram
brotagdes ortotrdpicas axilares na grande maioria das axilas foliares das plantas tratadas, que ndo produziram ramos
plagiotrépicos. Por outro lado, plantas controle ndo tratadas, produziram apenas ramos plagiotrépicos, a partir do
momento em que apresentaram seis a oito nds no eixo principal. Esses ramos plagiotrépicos das plantas controle
emergiram de n6s delgados a distancia bem maior das axilas foliares do que o fizeram as brota¢@es ortotrdpicas axilares
produzidas pelos nos espessos das plantas tratadas. A espessura, além de outros aspectos, tornou a anatomia dos nés de
plantas tratadas e ndo tratadas bastante caracteristica de cada condicdo. Os entren6s de plantas tratadas também
apresentaram comprimento reduzido em relacdo a entrends de plantas controle. Além disso, apenas em plantas tratadas
foram observadas conexdes vasculares entre a base das brotacdes ortotropicas axilares e os feixes vasculares acessorios
do peciolo. Essa conexdo entre feixes vasculares acessOrios e ramos “supranumerarios” assemelha-se ao que €
observado em mutantes max4 de A. thaliana, que super-expressam a proteina PIN1 de transporte polar de auxinas e
apresentam ramificagdes com muito maior frequéncia do que plantas selvagens da mesma espécie. O carater de pulso
do tratamento para a indugdo de brotagdes ministrado as plantas jovens do cafeeiro ficou demonstrado porque nenhum
resquicio do efeito do TIBA foi observado em plantas oriundas de micro-estacas utilizadas como controle no presente
trabalho, que apresentaram arquitetura e fisiologia do crescimento comuns, como as que estéo registradas na literatura
concernente ao cafeeiro.

PALAVRAS-CHAVE: reguladores de crescimento vegetal, dominancia apical, propagacdo vegetativa, clonagem,
Coffea arabica.

EFFECTS OF TIBA AND DECAPITATION WHILE ORTHOTROPIC AXILLARY
SPROUT INDUCERS ON CATUCAI COFFEE PLANT NODE ANATOMY

ABSTRACT: Coffee plants display plagiotropic and orthotropic branches. The induction of axillary orthotropic sprouts
can be accomplished to obtain nodal segments useful for the vegetative propagation of coffee genotypes selected in
reason of their agronomic potential. The induction can be attained decapitating the main orthotropic branches and
treating the plants with tri-iodobenzoic acid (TIBA), an auxin transport inhibitor. Plants grown from micro-cuttings
collected from Caucai plants that were cloned in vitro through somatic embryogenesis were treated, from the 6™ month
ahead by decapitation and aspersion of 600 mg/L TIBA in 50% ethanol. Two applications of this treatment with an
interval of two months between applications induced orthotropic axillary sprouts on most of the leaf axils in treated
plants, which did not produce plagiotropic branches. On the other hand, control plants produced only plagiotropic
branches, by the time they had six to eight nodes in the main orthotropic stem. These plagiotropic branches in control
plants emerged from thin nodes at a greater distance from the leaf axils than did the orthotropic branches from the thick
nodes of the treated plants, providing, besides other aspects, distinct node anatomy for treated and non-treated plants.
The internodes of treated plants became shorter when compared to internodes in control plants as well. In addition, only
in the treated plants, connections between the vascular bundles in the base of the axillary orthotropic branches and the
accessory vascular bundles of the petioles were observed. This connection between the petiole accessory vascular
bundles and “supernumerary” branches resembles the characteristics of A. thaliana max4 mutants, which overexpress
the auxin polar transporter PIN1 and display higher branching frequency than wild type plants. The pulse property of
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the treatment to induce orthotropic sprouts became clear because no TIBA residual effect was observed in plants grown
from micro-cuttings used as control plants in the present work, which displayed ordinary architecture and physiology of
growth, reported for young coffee plants on the specialized literature.

KEY WORDS: plant growth regulators, apical dominance, vegetative propagation, cloning, Coffea arabica.
INTRODUCAO

Algumas plantas lenhosas apresentam heterogeneidade e produzem ramos plagiotrépicos e também ramos ortotropicos,
segundo o habito que adquirem durante o crescimento. Os ortotropicos sdo eixos verticais, que produzem folhas e
ramificam com o padrdo de simetria radial, em todos as direces. Ramos plagiotrdpicos crescem em posicéo horizontal
ou decumbente e ramificam e produzem flores e folhas seguindo padrdo de simetria bilateral, em um plano apenas
(Barthélémy and Caraglio 2007).

O eixo principal do cafeeiro é um ramo ortotrdpico e produz ramos plagiotrépicos por silepsis ou imediatamente, isso €,
sem que a gema axilar original passe por periodos de inatividade. Por outro lado, ramos ortotropicos axilares ou
acessorios ou de reposicao sdo produzidos por prolepsis, isto €, ap6s uma pausa, durante a qual a diferenciacdo dos
meristemas ou gemas originais fica inibida (Moens, 1968; de Reffye, 1981; Barthélémy e Caraglio, 2007).

Em trabalhos anteriores, tratamentos para induzir a produgdo de brotagBes ortotropicas axilares por decapitacdo e
aplicacdo de &cido tri-iodobenzoico (TIBA) foram testados em vitroplantas aclimatizadas. Os segmentos nodais das
brotagBes ortotropicas foram utilizados como micro-estacas, para aumentar o numero de propagulos em cada clone
gerado in vitro e contribuir para reduzir o custo final das mudas. As micro-estacas retomaram o crescimento da parte
aérea e desenvolveram raizes noventa dias depois do plantio (Angelo et al., 2018a e b).

O objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos dos tratamentos para indugdo de brotacdes sobre os tecidos e
células envolvidos na produgdo das brotacbes ortotropicas axilares, utilizando plantas oriundas de micro-estacas,
tratadas e ndo tratadas/controle a partir de seis meses de idade.

MATERIAL E METODOS

Plantas de cafeeiro Catucai 567 foram clonadas in vitro por embriogénese somatica (Rezende et al., 2012). As plantulas
transferidas para a casa de vegetacdo passaram por trés meses de aclimatizacdo e em seguida receberam pulsos
sucessivos de inducdo para a producdo de brotacOes ortotrépicas. As brotacdes foram utilizadas para o preparo de
micro-estacas que enraizaram e retomaram o crescimento da parte aérea em noventa dias (Angelo et al., 2018a e b).
Plantas oriundas das micro-estacas, aos seis meses depois do plantio, foram decapitadas e aspergidas com solugéo de
TIBA a 600 mg/L em etanol a 50%. Plantas controle foram apenas aspergidas com etanol a 50%. Dois meses apds esse
primeiro pulso do tratamento para inducdo de brotacGes, as plantas foram novamente decaptadas e aspergidas com
solucdo de TIBA a 600 mg/L. Trés meses depois do segundo pulso de tratamento, as plantas foram coletadas,
fotografadas, fixadas em &lcool 70% e mantidas em refrigerador até a realizagdo de cortes a mao-livre. Os cortes foram
corados com fucsina a 0,1% em etanol 50% e montados em laminas de vidro para exame ao microscépio de campo
claro, no mesmo dia ou no dia imediatamente subsequente ao preparo das laminas. As imagens foram preservadas como
arquivos JPG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum ramo plagiotrépico foi produzido por plantas do grupo submetido ao tratamento para indugdo de brotacdes,
mas essas plantas produziram pelo menos uma brotacéo por axila foliar em cada n6 (Figuras 1a e c) e raramente duas
(Figuralb) ou até mesmo trés brotagdes ortotrdpicas.

Por outro lado, ramos ortotrépicos axilares ndo foram produzidos por plantas controle. Essas plantas passaram a
produzir ramos plagiotrépicos (Figura 2a) quando atingiram seis a oito nds no ramo ortotrépico principal, 0 que esta de
acordo com dados previamente registrados para o desenvolvimento de plantas e mudas de cafeeiros Arabica (Moens,
1968; Arcila-Pulgarin et al., 2012).

O comprimento dos entrends de plantas tratadas foi de 1 cm enquanto em plantas ndo tratadas o entrené mediu
aproximadamente 1,5 cm. A anatomia dos tecidos do né em plantas tratadas e ndo tratadas diferiu também (Figuras 1 e
2). O espessamento dos n6s em que ocorre 0 acimulo de gemas axilares, causado pelo acimulo de tecido similar a uma
casca ("cork™) foi prenunciado por Moens (1968) e observado em plantas tratadas induzidas a produgdo brotagdes no
presente trabalho. Nessas plantas tratadas, houve diferenciagdo de gemas axilares em ramos ortotrépicos como
informado acima, mas, simultaneamente foram observadas nas mesmas axilas foliares, mais de uma gema vegetativa,
que apesar do estimulo para a diferenciagdo, ficaram retidas em estagios iniciais de desenvolvimento, sob ramos
ortotropicos axilares que se desenvolveram (Figura 1b, ga). Nos pequenos espagos restantes sob 0s ramos ortotropicos
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axilares desenvolvidos e os peciolos das folhas, uma vez que nos e entrends ficaram bastante encurtados nas plantas
tratadas, essas gemas foram sempre observadas.

Por outro lado, uma série de gemas axilares, com arranjo e distribuicdo caracteristicos, em diferentes estagios de
desenvolvimento foi observada nas axilas foliares de plantas ndo tratadas (Figura 2b, ga e m). Essas Ultimas seriam as
“buds of the series” que, segundo Moens (1968), estdo presentes, pelo menos duas por axila foliar e algumas vezes trés
ou quatro, desde o terceiro né basal e em nos superiores, do eixo principal dos cafeeiros jovens. As “buds of series”
ficam em dorméncia e preparadas para produzir ramos ortotropicos de reposigao, por prolepsis, quando necessario. A
gema axilar “head of the series” deve dar origem aos ramos plagiotropicos em cada nd, por silepsis, o que
certamenteocorreu na planta que foi dissecada para a aquisi¢do das imagens na Figura 2a.
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Fig. 1. Brotagdes ortotropicas axilares induzidas por decaptacdo e tratamento com TIBA sobre plantas de C. arabica cv.
Catucai 567, oriundas de micro-estacas (plantas tratadas). A — em sentido descendente, brotagdes induzidas em nd
apical, intermedidrio e basal, respectivamente, do ramo ortotrépico principal. B — corte longitudinal de n6, no plano da
base de dois ramos ortotropicos axilares diferenciados. Os feixes vasculares dos dois ramos ortotropicos axilares
sdoobservados em seccdo transversal porque sua insercdo no ortotrépico principal se da quase que perpendicularmente
ao eixo longitudinal da planta, na regido do n6. Esses ramos crescem verticalmente, em paralelo ao ortotrépico
principal, porque apresentam angulos préximos a 90° em suas bases. C — corte longitudinal de né no plano da base de
um ramo ortotropico axilar diferenciado e de uma gema axilar ndo ativada. D — corte longitudinal do ramo ortotrépico
principal e do nd, em plano medial, para observagdo do trago foliar e dos feixes vasculares acessérios do peciolo. E —
corte longitudinal tangencial do ramo ortotrépico principal e do n6 em um plano onde é possivel observar a conexao
(seta) entre os feixes vasculares da base de um ramo ortotropico axilar com os feixes vasculares acessérios do peciolo,
que geralmente convergem com o feixe principal da folha em sua inser¢do na vasculatura do ramo proncipal. C =
“colleters”, FVA = feixe vascular acessorio, GA = gema axilar, ROA = ramos ortotrdpico axilar (feixes vasculares em
corte transversal), ROP = ramo ortotrépico principal, TF = traco foliar. Barras = 1 mm.

Uma outra diferenga interessante entre plantas tratadas e ndo tratadas foi observada: delicadas fileiras de células
vasculares de conexao entre os feixes vasculares acessorios do peciolo (Figuras 1d-e, fva) e a base dos feixes vasculares
de ramos ortotrépicos axilares ja desenvolvidos (Figura 1, roa). Conexdes entre feixes vasculares acessorios e
ramifica¢des “supranumerarias” foram observadas mais frequentemente em mutantes max4 de Arabidopsis thaliana do
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que em plantas selvagens daquela espécie. Esses mutantes super-expressam as proteinas PIN1, que sdo as principais
integrantes do sistema PATS (“polar auxin transport system”), responsavel pela translocagdo da auxina AIA (acido
indol-3-acético) no sentido basipeto. Os mutantes max4 também séo reconhecidos pela alta frequéncia de ramificacGes
da parte aérea (Bennett et al., 2006). Diferentemente, as células do pré-cambio (Figura 2b, pc), estrutura que antecede a
organizacao dos feixes vasculares e surge concomitantemente com o inicio da diferenciacdo das gemas (Evert, 2006),
sdo derivadas principalmente do feixe vascular principal do ramo ortotrdpico, nas plantas ndo tratadas (Figura le x 2c).
O comprimento encurtado dos nds e entrends e a conexdo direta entre feixes vasculares acessorios do peciolo e ramos
ortotropicos axilares, indicam que os tratamentos com o TIBA, que é um inibidor de translocacgao de auxinas (Tanaka et
al. 2006), além da decapitacdo que reduz a concentracdo de auxinas no ramo ortotrépico principal (Muller e Leyser,
2011), foram efetivos para perturbar o gradiente natural de auxinas no ramo ortotrépico principal e ativar algumas das
gemas axilares nas plantas tratadas. Essas gemas axilares diferenciaram-se em ramos ortotrépicos axilares, ou de
reposicao.

Além disso, pode-se deduzir que cada aplicacdo do tratamento apresentou efeito de pulso, porque nos ramos
ortotrépicos axilares produzidos e nas micro-estacas preparadas com segmentos nodais desses ramos ndo restou
qualquer anomalia quanto a arquitetura dos nés, formacéo e diferenciacdo de gemas axilares ou dominancia apical, o
que pode ser observado durante as dissec¢des de plantas controle para preparo das Iaminas. Esses resultados indicaram
que, passado um curto periodo de tempo apds a decaptacdo e a aplicacdo do TIBA, houve o reestabelecimento do
transporte polar de auxinas. Em ervilhas, esse periodo é de cerca de 10 horas (Tanaka et al., 2006). O restabelecimento
do gradiente de auxinas e da dominéncia apical explica também a ocorréncia de gemas ativadas em dorméncia nos nés
de plantas tratadas, nas mesmsa axilas foliares onde houve a diferenciacdo de ramos ortotrépicos axilares.

A RAMO PLAGIOTROPICO B

RAMO ORTOTROPICO PRINCIPAI

Fig. 2. Brotagdo plagiotrépica em planta de C. arabica cv. Catucai 567, oriunda de micro-estaca, ndo tratada (planta
controle). A — ramo plagiotropico sobre axila foliar. O “recorte” branco a esquerda da imagem indica a regido do n6 em
que as estruturas em B e C foram observadas. As setas amarelas indicam o plano longitudinal em que os cortes em B e
C foram realizados. B — corte longitudinal do entren6é do ramo ortotropico principal abaixo do “recorte”, com gema
axilar ativada na regido do nd6. C - entrendés do ramo ortotropico principal, acima e abaixo do “recorte”,
respectivamente. No entrend superior (acima do “recorte”), observa-se 0 feixe vascular do ramo ortotrépico principal
em secc¢do longitudinal. No entrend inferior (abaixo do “recorte”), observa-se a inser¢cdo do feixe vascular da folha
(traco foliar) e a inser¢do dos feixes vasculares acessorios do peciolo no ramo principal. As sec¢des dos entrends
superior e inferior separam-se durante a manipula¢do dos cortes, porque os tecidos de conexdo apresentaram-se em
camada muito fina na regido do né onde se alojava a gema axilar em diferenciagdo observada em A. C = “colleters”,
FVA = feixe vascular acessdrio do peciolo, GA = gema axilar em dorméncia, M = meristema axilar, PC = células do
pré-cambio, TF = trago foliar. Barras = 1 mm.

Nos experimentos realizados anteriormente, aplicando pulsos de tratamento para inducdo de brotacbes com intervalos
de trés a cinco meses entre dois pulsos consecutivos foi possivel obter, em média, 7,5 plantas oriundas de micro-estacas
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para cada vitroplanta aclimatizada por ano (Angelo et al. 2018a e b). O resultado obtido com a aplicacdo de dois pulsos
no intervalo de dois meses, o que foi realizado no presente trabalho, indica que intervalos de tempo curtos entre pulsos
podem induzir a diferenciacdo de pelo menos duas gemas axilares por no e ativar todos os nés das plantas jovens
tratadas, o que resultaria, para plantas com cinco nés funcionais, na estimativa de produgdo de 10 brotacdes a cada seis
meses e em um nUmero maior de micro-estacas produzidas por planta por ano. No entanto, a qualidade, o vigor e 0
tempo necessario para o desenvolvimento do grande nimero de brotagdes induzidas/gemas ativadas por esse Ultimo
regime de aplicacdo do tratamento precisam ser melhor avaliadas. Aparentemente, o ndmero de ramos axilares
produzidos pareceu ser inversamente proporcional ao tempo necessario para que todos se desenvolvam.

CONCLUSAO

1 - Conclui-se que o tratamento com TIBA, um inibidor da translocacdo de auxinas, e a decapitacdo, que provaca
reducdo no contelido de auxina circulante no ramo ortotrdpico principal, induzem a ativacdo de gemas axilares do ramo
principal de cafeeiros jovens oriundos de micro-estacas coletadas de vitroplantas, porque causam a inibicdo temporaria
da translocacdo basipeta de auxinas e da disponibilidade de auxinas nos segmentos nodais subapicais. Também foi
possivel inferir, por comparacgéo entre observacoes do material vegetal utilizado para o presente trabalho e os resultados
obtidos com trabalhos anteriores de producéo e estabelecimento de micro-estacas de cafeeiro oriundas de vitroplantas,
que intervalos de dois meses entre pulsos de indugdo de brotacdes foram mais efetivos para ativar as gemas axilares do
que intervalos de trés ou seis meses. E por fim pode-se considerar que o carater do tratamento de indugdo de brotagdes
utilizado é de um pulso no tempo, porque brotagdes/ramos ortotropicos axilares e micro-estacas sdo isentos de efeitos
do TIBA.
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