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Obser vacdes anatbmicas em plantas de Coffea arabica L . obtidas por
enraizamento de estacas

Adriana Madeira Santos Jesus!, Samuel Pereira de Carvalho?, Evaristo Mauro de Castro®, Carlos Nick Gomes*

RESUMO

Umaformaparase obter diminuic¢ao significativade tempo e recursos despendidos nos programas de mel horamen-
to de Coffea arabica L. € a clonagem de hibridos F, por meio de estacas caulinares. Alguns estudos, em diferentes
institui ¢des, foram realizados buscando-se definir um método eficiente para esse tipo de clonagem. Com o objetivo de
verificar-se apresencade barreiras anatdmicas ao enrai zamento de estacas caulinares do cafeeiro e aorigem dasraizes
adventicias, bem como compara-las asraizes provenientes de plantas obti das por semeadura, foram realizadas analises
anatdmicas no Departamento de Biologiada Universidade Federa deLavras (UFLA), Lavras, MG. Utilizaram-se esta-
cas caulinares de cafeeiro dos cultivaresAcaia e Rubi e mudas obtidas por semeaduradireta e por estaquia. Os cortes
realizados nas estacas caulinares mostraram néo existirem barreiras anatémicas ao enraizamento adventicio. Nas esta-
cas enraizadas, a origem do primérdio radicular foi préxima aos tecidos vasculares. Cortes histoldgicos nas raizes
formadas nas estacas e nas raizes de mudas obtidas por semeadura confirmaram que elas apresentam as mesmas
estruturas primarias.

Palavras-chave: Cafeeiro, clonagem, barreiras anatémicas.

ABSTRACT

Anatomical observationsin rooted cuttingsof Coffeaarabical.

F1 hybrid cloning using rooting of cuttings is a way to achieve less expensive and quicker Coffea arabica
improvement. Cloning isstill aproblemin Coffea arabicaimprovement and has been studied by different institutions
to develop an efficient methodology. This work aimed to search for the presence of anatomical barriers to rooting of
coffee stem cuttings and the origin of adventitious roots, comparing them with the structure of seedling tap roots.
Anatomical analyses of young coffee plantswere carried out at the Biology Department of the Universidade Federa de
Lavras(UFLA), Lavras, MG. Plants of the cultivarsAcaiaand Ruby obtained by rooting of cuttingsand seedlingswere
analyzed. No anatomical barriers to adventitious rooting were found in the rooted cuttings. In the cloning plants the
rooting arose in close to the vascular tissues. The anatomical study of adventitious roots in the rooted cuttings and
seedlings showed the same primary structures.

K ey words: Coffee, cloning, anatomical barriers.
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INTRODUCAO

Embora as pesquisas sobre a propagacéo vegetativa
ha muito venham sendo realizadas, essa técnicando tem
sido praticada em grande escala em Coffea arabica, sen-
do as sementesaprincipal formade propagagéo (Sylvain,
1979, Evans, 1958; Mendes, 1950). Recentemente, ostra-
balhos com hibridos F,, obtidos a partir dos cruzamentos
Icatu x Catimor, I catu x Catual e Catuai x Hibrido de Timor-
L este, despertaram novamente o interesse pela propaga-
¢a0 vegetativadesse material em escalacomercial, visan-
do manter a heterozigose para produtividade e a expres-
sdo favoravel para caracteres de interesse, como aresis-
ténciaaferrugem.

Uma opcao bastante vidvel para a propagacdo de hi-
bridos de cafeeiro em escalacomercial, emesmo amanu-
tencdo de materiais de interesse ainda em heterozigose
nos programas de melhoramento, € a propagacéo
vegetativa via enraizamento de estacas, tal como se faz
em Coffea canephora. Diferentes respostas ao enraiza-
mento foram observadas por alguns pesquisadoresem C.
arabica. A porcentagem de estacas enraizadas, utilizando
diferentes métodos e materiais genéticos, varia de 20 a
99% (Romeiro, 1973; Martins, 1985; Rezende, 1996; Bergo,
1997; Pereira, 2000).

O conhecimento da estruturainternado caule facilita
acompreensao do processo de formagao dos primordios
deraizes adventicias em estacas caulinares, umavez que
os mesmos podem ter diferentes origens histolégicas.
Segundo Fahn (1995), raizes adventicias podem se de-
senvolver apartir de raizesjaformadas, do hipocétilo de
plantas jovens e do corpo primario de caules e de folhas.
Primordios de raizes adventicias podem ser formados nas
seguintes regides das plantas: epiderme, tecido cortical
do hipocdtilo (Cardamine pratensis, Rorippa austriaca),
periciclo do caule (Coleus sp., Zea mays), paréngquima
xilematico (Tropaeolum majus, Lonicera japonica,
Tamarix sp.), parénquimafloematico (Hedera helix), en-
tre o floema e o cdmbio vascular (Rosa), cambio
interfascicular e periciclo (Portulaca oleracea), cambio
interfascicular, periciclo e floema (Begonia spp.) ou ge-
mas (Cotoneaster dammeri).

A organizag8o da estrutura de raizes adventicias e sua
sequéncia de desenvolvimento sdo semelhantes as das
raizes laterais, entretanto pode ocorrer a presenca de me-
dula em raizes adventicias quando sua origem € no caule,
como em monocotiledéneas, observado em Dickya spp.
por Pita& Menezes(2002). Emraizesderivadasdaradicula
embrionariagera mente a presenca de medulando é obser-
vada, mas pode ocorrer parénquima medular com
potencialidade vascular. Em condi¢fes de produgéo de es-
tacas, pequeno grupo de células parenquiméticas torna-se
meristematico e continua a se dividir formando meriste-
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moides, as quais se desenvolvem em primordios de raizes
(Dedecca, 1957; Esau, 1993; Hartmann et al., 1997).

Existem plantas com diferentes habilidades paraemitir
raizes em estacas. Segundo Ono & Rodrigues (1996), plan-
tas com primérdios de raizes adventicias pré-formadas
enraizam facilmente, como ocorre em Salix e em muitas
plantas com raios vascul ares ampl os sem tais primérdios
(\Vitisvinifera, Tamarix spp.). Estacas de Ceratonia, Pyrus
e Carya que ndo tém primordios dormentes e nas quais 0s
raios so estreitos enraizam com dificuldade. Em espécies
de gimnospermas como Agathis australis, a estaca pode
levar meses para desenvolver raizes (Ono & Rodrigues,
1996). Os mesmos autores afirmam também que asraizes
podem se originar das células epidérmicas, do floema se-
cundério edo periciclo.

O desenvolvimento de um anel continuo de esclerén-
quimaentre o floemae o cértex, externamente ao ponto de
origem das raizes adventicias, possivelmente constitui
barreira anatbmica ao enraizamento, conforme citam
Hartmann et al. (1997), uma vez que a formacdo desse
tecido estéd sempre associadaamaturidade daplanta. Por-
tanto, asinformacBes naliteraturaarespeito daformagéo
de raizes adventicias demonstram a importancia das ca-
racteristicas anatémicas para o desenvolvimento desses
Orgéos. O objetivo deste trabalho foi verificar a possivel
existénciade barreiras anatdmicas para o desenvol vimen-
to de raizes adventicias em estacas de Coffea arabica a
fim de subsidiar possiveis estudos que visem a aplicacdo
dessa técnica na propagacéo dessa espécie de elevado
valor econbmico.

MATERIAL EMETODOS

As andlises anatdmicas foram feitas no Laboratorio
de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal deLavras (UFLA). O materia cole-
tado foi lavado em &gua corrente e depois fixado por 72
horasemFA.A. (5mL deformadeido, 5mL deécido acético
€90 mL de etanol 70%); posteriormente, conservado em
etanol 70% (Johansen, 1940).

Foram utilizadas estacas caulinares de ramos ortotro-
picos de Coffea arabica e mudas obtidas por semeadura
direta e por estaquiados cultivaresAcaia e Rubi. Os cor-
tes transversais foram realizados & méo livre e corados
com safra-blau, uma solucéo de safranina e azul de astra
(Kraus& Arduin, 1997; Pereiraet al., 2008). A montagem
daslaminasfoi feitacom éguaglicerinadae asfotomicro-
grafias obtidas em um microscopio Olympus BX-60,
acoplado aumacameradigital (Souzaet a., 2009).

As amostras constituiram-se de estacas dos dois cul-
tivares, correspondentes a por¢éo mediana dos ramos
ortotropicos retirados da regi@o entre o primeiro e o se-
gundo, segundo e terceiro, terceiro e quarto e quarto e
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quinto nos daplanta. Em cadaregido de aproximadamen-
te 30 cm foram col etadas cinco estacas de 6 cm de compri-
mento, totalizando assim 20 amostras.

A determinacdo do local de origem dasraizes adventi-
ciasfoi realizada por meio de segbes anatémicas, em cin-
co estacas, dos dois cultivares, apds a emissao das raizes
adventicias.

Para a comparacdo entre as raizes das mudas obtidas
por estaquia e por semeadura diretaforam utilizadas seis
repeticdes por tipo de mudaparacadacultivar. Cadarepe-
ticdo constituiu-se de uma planta. As determinagdes da
espessura da epiderme, do cortex e do cilindro vascular
daraiz foram efetuadas por meio de se¢des transversais
montadas em |&minas semipermanentes medidas com a
utilizacdo de ocular micrométrica, em doislocaisdistintos
de cada amostra.

Para a contagem dos feixes vasculares foram utiliza-
dos 18 cortes por tipo de muda. Os dados obtidos foram
submetidos aandlise devariancia. Visando agrupar médi-
as semel hantes aplicou-se o teste de Scott Knott.

RESULTADOSE DISCUSSAO

As estruturas anatémicas observadas nas bases das
estacas de cafeeiros dos cultivares Acaia e Rubi, do se-
gundo ao quinto nos, foram semelhantes entre si. Sdo
estruturas primarias tipicas, constituidas de trés sistemas
de tecidos: o dérmico, o fundamental e o vascular. As
estacas apresentaram cél ul as de teci do esclerenquimatico,
ocorrendo em faixas ndo-continuas ao redor dos tecidos
vascul ares, fornecendo sustentacéo e protecéo e ndo atu-
ando como barreiraanatdbmicaaemergénciado primordio
radicular (Figuras 1 e 2). Isso foi confirmado pela obser-
vacao em experimentos de enraizamento em que as esta-
cas emitiram raizes, independentemente do n6 (Bergo,
1997; Onoet al., 1992; Pereira, 2000).

A bainha de esclerénquima perivascular, quando se
apresenta continua, oferece obstécul o ao crescimento das
raizes, desviando-as de seu curso normamente radial

-‘;'-' —~— L S{

(Stangler, 1956; Lopes, 1995; Castro et al., 2009). Em estu-
dos com estacas obtidas de ramos maduros de Hedera
helix dedificil enraizamento, de Olea europea L. e Ficus
pumila, esses autores verificaram que a presenca do anel
esclerenquiméti co estava sempre associada com as esta-
casrecal citrantes, enquanto aquelas de facil enraizamento
foram caracterizadas pela descontinuidade ou por pou-
cas camadas de células no anel de esclerénquima.

A origem dasraizesfoi amesma paraqualquer um dos
tratamentos aplicados nos experimentos de enrai zamento.
Os cortes da regido de enraizamento mostraram que as
raizes adventiciastiveram origem nas células proximas ao
cambio vascular paraosdoiscultivares (Figura3). Resul-
tados similares foram obtidos por Lopes (1995) em esta-
cas de mangueira em que as raizes adventicias sempre
surgiam nas proximidades do cdmbio vascular. Em videi-
ra, Pacheco et al. (1998) verificaram que asraizes adventi-
ciastiveram origem enddgena e suaformagao ocorreu nas
proximidades daregido cambial e ndo notecido caloso. A
mesmaorigem das raizes adventiciasfoi relatada por ou-
trosautores (Satoo, 1955; Stangler, 1956; Esau, 1993; Pratt,
1974; Al Barazi & Schwabe, 1982; Hartmann et al., 1997,
Lebrunetal., 1998).

A comparagdo da estrutura das raizes de Coffea
arabica oriundas da radicula do embri&o demonstra se-
melhanga com asraizes adventicias de estacas (Figura4).
Esse fato pode ser justificado pela existéncia de
parénquimamedul ar naraiz primériade cafeeiro; entretan-
to, este tecido possui potencialidade vascular. A andlise
quantitativa dos tecidos demonstra que para o cultivar
Acaid, as espessuras da epiderme, o didmetro do cilindro
vascular e aespessura do cértex, bem como o niUmero de
polos de protoxilema, ndo exibiram diferencas estatisticas
(Tabelas 1 e 2), e parao cultivar Rubi foram detectadas
diferencgas estatisticas para o numero de pélos de
protoxilemae parao didmetro do cilindro vascul ar, sendo
esses valores maiores para as raizes oriundas de estacas
(Tabela2).

- = b*-
Figura 1. Segdes transversais da base de estacas caulinares de Coffea arabica cultivar Acaid. (a) = cortex, (b) = epiderme, (c) = anel
esclerenquimético perivascular, (d) = floema e (e) = xilema. As barras indicam 200 mm.
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Figura 2. SecOes transversais da base de estacas caulinares de Coffea arabica cultivar Rubi. (a) = cortex, (b) = epiderme, (c) = anel
esclerenquimético perivascular, (d) = floema e (€) = xilema. As barras indicam 200 um.

Figura 3. SecOes transversais da base de estacas caulinares de Coffea sp. (1) = desenvolvimento do primérdio radicular; (2) (a) = espago
entre as fibras do anel esclerenquimatico e (b) = detalhe da regido e origem do primérdio radicular proximo a regido cambial. As barras

indicam 200 um

Figura 4. Secdes transversais de raizes de Coffea arabica. 1) estrutura tipica da raiz oriunda de sementes (a) = cortex, (b) = epiderme e (c)
= cilindro vascular. 2) estrutura tipica da raiz adventicia oriunda de estacas (d) = periciclo, (€) = polos de protoxilema e (f) endoderme. As

barras indicam 200 um.

Essas caracteristicas observadas para os tecidos das
raizes demonstram que as raizes adventicias do cultivar
Acaia exibiram padroes semelhantes as primarias. Fato
gue pode ser benéfico para o desenvolvimento das esta-
cas. Com relacdo ao aumento do diémetro do cilindro
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vascular para as raizes adventicias nas plantas do culti-
var Rubi, é provavel que haja aumento na condutividade
hidraulica dessas raizes, visto que a condutividade hi-
dréulicadaraiz estadiretamente rel acionadacom o diame-
tro do cilindro vascular.
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas nimero de pdlos de protoxilema, espessura do cilindro vascular,

espessura do cortex e espessura da epiderme

Quadrado Médio

Fontes de
variagio GL Ndmero de pélos Espessurado Espessura Espessura
de protoxilema cilindro vascular do cortex da epiderme

Mudas 0,0131* 14777,6728** 6646,9863 0,0031
Repeticéo 5 00,0014 4948,7158 11918,3782 0,0024
Residuo 15 00,0025 1581,1675 05180,6865 0,0035
Total 23
CV (%) 6,13 15,22 17,88 4,17

* e ** Significativos 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Tabela 2. Numero de pdlos de protoxilema, didmetro do cilindro vascul ar, espessurado cortex e espessuradaepiderme em micrometro
(im) deraizesde mudas de cafeeiro ' Acaid e‘Rubi’ obtidas por estaquiacaulinar e por semeadura

Numero de polos Diametro Espessura Espessura

de protoxilema do cilindro vascular do cortex da epiderme
Acaidsemente 6,0b 248,7417 b 373,4262 a 28,1042 a
Acaijestaca 6,0b 230,3750 b 396,6250 a 24,9375 a
Rubi semente 6,0b 231,1667 b 450,3000 a 26,5208 a
Rubi estaca 7,0a 334,5583 a 389,8958 a 25,0167 a

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Dedecca (1957), em seus estudos com a variedade
Typica, observou que € varidvel o nimero de pdlos de
protoxilema associado ao floema priméario nas raizes dos
diferentesindividuos ou nas raizes de um mesmo indivi-
duo. Nessas plantas foram frequentes as raizes com 6, 7,
8,9 e11 pdlosde protoxilema.

CONCLUSOES

As raizes adventicias em Coffea arabica cv Acaia e
Rubi tém origem nas célul as proximas ao cambio vascular.

As estruturas primarias das raizes adventicias cauli-
nares ndo diferem das estruturas das raizes de mudas
obtidas por semente.

A bainha do esclerénquima perivascular nas estacas
estudadas é descontinua, ndo atuando como barreiraana-
témicaaemergénciado primordio radicular.
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