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RESUMO

PEREIRA, Alba Regina. Embriogénese somitica direta em Coffea arabica L.
cv. Acaida Cerrado. 2005. 60 p. Dissertagio (Mestrado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."*

A inexisténcia de metodologia para a propagagiio vegetativa de Coffea arabica
L. em escala comercial tem sido a maior restrigiio ao emprego desta técnica para
o0 uso de hibridos de cafeeiros obtidos pelo melhoramento genético. A técnica de
cultura de tecidos € uma opgdo vidvel para a obtengdio de grande niimero de
plantas com alta qualidade genética e fitossanitdria, em curto espago de tempo.
Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de embriogénese
somdtica direta em Coffea arabica cv. Acaid Cerrado. Na indugiio direta de
embrides somdticos avaliou-se a influéncia de cinetina (0; 15 2; 4 ¢ 8mg L) x
GA; (0: 2,5; 5,0; 10 e 20mg LY em segmentos follares oriundos de plintulas
estabelecidas in vitro, com tamanho médio de lem’. Avahou-se a influéncia de
sacarose (0; 30; 60; 90 e 120g L") x BAP (0; 2; 4 ¢ 8mg L") em embries
sométicos oriundos da embriogénese dlrela No desenvolvimento das planlulas
testaram-se ANA (0; 0,25;0,5¢e Img L") x GA;(0: 2,5; 5,0; 10 e 20 mg L'yem
brota¢es, com tamanho médio de 1 a 1,5cm, oriundas de embrides somiticos in
vitro. Durante a etapa de indugdo de embrides, o experimento foi conduzido em
sala de crescimento em condigdes de obscuridade e, na etapa de
desenvolvimento dos embrides e plintulas, os explantes foram submetidos a
irradiancia em torno de 32puM m™ s, temperatura de 25 + 1°C e fotoperiodo de
16 horas. Na aclimatizag¢do, avaliou-se o efeito da presenga e auséncia de raizes
em plantulas de cafeeiro oriundas de embriogénese somdtica direta. A agiio
combinada entre cinetina (5,6mg L) ¢ GA;(10mg L) estimula a indugio de
embriGes somdticos pela via direta. A adigio de 90g L' de sacarose e 2mg L'
de BAP ao meio de cultura proporciona melhor crescimento in vitro de embrides
de cafeeiro. Utilizando-se 0,5mg L' de ANA e 14,2mg L de GA; obtém-se
maior comprimento da parte aérea de brotagdes de C. arabica L. cv. Acaid
Cerrado. O enraizamento de brotagGes de cafeeiro cultivar Acaid Cerrado pode
ocorrer simultaneamente ao processo de aclimatizagdo.

*Orientador: Samuel Pereira de Carvalho - UFLA (Orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Alba Regina. Direct somatic embryogenesis in Coffea arabica L.
cv. Acaié Cerrado. 2005. 60 p. Dissertation (Master Program in Crop Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG. '

The inexistence of a methodology for the vegetative propagation of Coffea
arabica L. in a commercial scale has been the largest limiting factor for the
employment of new hybrid coffee plants obtained by genetic breeding. Tissue
culture technique is a viable option to obtain a great number of disease free
plants with a high genetic quality, in a short period of time. This work aimed to
establish a protocol for direct somatic embryogenesis in Coffea arabica cv.
Acaid Cerrado. In the direct induction of somatic embryos, the kinetin influence
was evaluated in concentrations ranging (0; 1; 2; 4 and 8mg L") combined with
GA; (0; 2.5; 5.0; 10 and 20mg L) in leaf segments, originated from in vitro
established plantlets, with an average size of lcm”. The sucrose influence was
evaluated in concentrations of (0; 30; 60; 90 and 120g L") in association with
BAP (0; 2; 4 and 8mg L"), in somatic embryos originated from direct
embryogenesis. In order to test the superior development of the plantlets,
different ANA concentrations were tested (0; 0.25; 0.5 and Img L) in
association with GA; (0; 2.5; 5.0; 10 and 20 mg L") in buds with an average size
from 1 to 1.5cm, originating from somatic embryos in vitro. During the
induction phase of the embryos, the experiment was carried out in a culture
room, with total absence of light. In the development stage of the embryos and
plantlets, the explantes were submitted to a light intensity of 32umol m? s, 25
= 1°C and photoperiods of 16 hours. In the acclimatization phase, the
evaluations were made on the effect of the presence and absence of roots in
coffee plantlets originated from direct somatic embryogenesis. The combined
effect of kinetin (5.6mg L") and GA; (10mg L") stimulated the induction of
somatic embryos in a direct way. The addition of 90g L' of sucrose and 2mg L"!
of BAP to the culture medium provided better in vitro growth of coffee
embryos. When using 0.5mg L' of ANA and 14.2mg L™ of GA;, longer lengths
of the aerial part of the buds of C. arabica L. cv. Acaid Cerrado were obtained.
Rooting of coffee buds of the Acaid Cerrado cultivar can happen simultaneously
to the acclimatization process.

* Guidance: Samuel Pereira de Carvalho - UFLA (Major Professor).
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura é uma atividade de elevada importincia no cendrio do
agroneg6cio brasileiro, sendo o Brasil o maior produtor e exportador mundial de
café ha, pelo menos, 150 anos.

Além de sua importdncia econdmica, a cultura do cafeeiro tem
importante funglio social, pois é geradora de grande nimero de empregos,
diretos ¢ indiretos, sendo responsivel pela fixagdo de grande parte da populagdo
na zona rural.

A cafeicultura tem sido grandemente beneficiada pelo sucesso dos
programas de melhoramento genético, que tém colocado a disposicio dos
cafeicultores cultivares mais adaptadas, produtivas e que atendem as
necessidades dos consumidores. Entretanto, o melhoramento genético do
cafeeiro por meio de métodos convencionais, principalmente hibridagio,
retrocruzamentos e cruzamentos interespecificos, seguidos da selecio de
populagdes, avaliagio de progénies, ¢ um processo demorado, podendo levar
mais de trinta anos para se obter uma nova cultivar. Dessa forma, o
desenvolvimento de técnicas para propagagiio acelerada de plantas de cafeeiro é
fundamental para aumentar a taxa de multiplicagiio e possibilitar a rdpida
difusdo de novas cultivares.

Nesse contexto, a propagagiio vegetativa € indicada para a multiplica¢do
de cultivares de alta produtividade e resistentes a enfermidades, garantindo
uniformidade nos povoamentos e mantendo o ganho genético obtido na selegio.
No emtanto, a multiplicagdio vegetativa pelos métodos convencionais deve
limitar-se A utilizagio de fragmentos de ramos ortotrépicos, em que o niimero é
sempre limitado para um clone recentemente selecionado. Em contrapartida, as
dificuldades de multiplicagiio podem ser minimizadas por meio da propagagio

vegelativa in vitro.



As técnicas de cultivo in vitro t€m possibilitado a obtengio de grande
nimero de plantas em curto espago de tempo e garantia da uniformidade
genética do material. Assim, essa técnica é vantajosa quando aplicada em
variedades melhoradas ou hibridos F, que possuam pouco material disponivel e
necessitam ser propagadas rdpida e massivamente, com a finalidade de produgio
de mudas.

Um importante método de multiplicagfio in vitro de plantas de Coffea é a
embriogénese somdtica, que consiste no desenvolvimento de embriGes a partir
de células hapldides ou sométicas dipldides sem que haja a fusdo de gametas e
que possibilita micropropagacio acelerada de clones superiores e a manutengio
de hibridos interespecificos.

Alguns protocolos de embriogénese somdtica ji foram estabelecidos,
porém, hd necessidade de otimizagiio da técnica para que esta torne vidvel a
produgio de mudas em escala comercial.

Objetivou-se, com este trabalho, estabelecer um protocolo de

embriogénese somatica direta de Coffea arabica cultivar Acaid Cerrado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cafeicultura brasileira

O cafeeiro pertence A familia Rubiaceae, na qual destaca-se o género
Coffea, com cerca de 100 espécies. As mais importantes sio Coffea arabica L. ¢
Coffea canephora Pr., representando praticamente todo café produzido e
comercializado no mundo, com cerca de 70% de café arabica e 30% de robusta,
respectivamente (Guimardes et al., 2002).

A espécie C. arabica é nativa do nordeste da Africa, em uma drea que
compreende o sudoeste da Etidpia, sudeste do Sudio e norte do Quénia, sendo
atualmente cultivada em regides tropicais com altitudes acima de 500 metros.
Esta espécie € a unica tetraplSide (2n = 44) e autégama do género, com 10% a
12% de fecundagido cruzada. A auséncia de efeitos deletérios causados por
autofecundagdes sucessivas e a baixa porcentagem de alogamia fazem com que
sua forma predominante de propagagiio seja feita por sementes (Vieira &
Kobayashi, 2000). Apresenta raiz pivotante curta e grossa, freqilentemente
miiltipla (Rena & Maestri, 1986) e raizes secunddrias ramificadas. O caule dnico
¢ 0s ramos ortotrépicos podem dar origem is folhas e também aos ramos
plagiotrépicos, os quais ddo origem s folhas e aos botdes florais. As folhas
apresentam coloracio verde-escuro, sdo elipticas e apresentam laminas
brilhantes e domdceas visiveis. Os frutos sio drupas, de cor amarela ou
avermelhada, possuindo superficie lisa, exocarpo delgado, mesocarpo carnoso e
endocarpo fibroso. O endosperma possui uma pelicula prateada e na base aloja-
se 0 embrido (Maciel, 2001).

A espécie C. arabica é a de maior importincia econdmica para o Brasil,
que estd classificado como maior produtor, exportador e segundo maior

consumidor de café do mundo. No pais, aproximadamente dez milhdes de
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trabalhadores envolvem-se direta ou indiretamente com a cultura, em todos os
segmentos do setor, desde a produgiio até a comercializagio e industrializagio
(Mendes, 1997).

O centro-sul € a principal regidio cafeeira do pais e os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parand somam mais de 90% da produgio
nacional de café. Minas Gerais participa de forma importante nesse cendrio,
destacando-se como maior produtor do Brasil, com cerca de 45% a 50% da
producio (Mendes, 1997).

O Sul de Minas Gerais ¢ a principal e mais tradicional regido cafeeira do
estado, com aproximadamente 50% da producio estadual e 34% da produgio
brasileira de café. A regido compreende as dreas geogrificas delimitadas pelos
paralelos 12°12° a 22°10” de latitude e 44°20" a 47°20° de longitude. Caracteriza-
se também por dreas de altitude elevada de 760 a 1080 m, temperatura amena,
sujeitas a geadas moderadas e capazes de produzir um café de excelente
qualidade de bebida (Ribeiro et al., 1998).

2.2 Principais cultivares de Coffea arabica no Brasil

A introdugiio do cafeeiro no Brasil foi realizada em 1727, quando o
Sargento Francisco de Mello Palheta introduziu pequena quantidade de sementes
e mudas na regiio norte do pais, mais precisamente em Belém, no estado do
Pard. A variedade introduzida foi a Typica e, posteriormente, em 1845, foi
introduzida a variedade Bourbon Vermelho ¢ em 1850, a variedade Sumatra
(Guimaries et al., 2002).

Até o inicio do ano de 1930, o melhoramento genético do cafeeiro era
feito apenas com introdugdes de novos germoplasmas, importados de outros
paises e o processo de selegiio ndio utilizava técnicas cientificas, sendo, por isso,

considerado ‘empirico’. Foi a partir de 1933, com a criagio da Segio de



Genética do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), que o melhoramento
genético do cafeeiro no Brasil passou a ser conduzido de maneira cientifica. Foi
estabelecido um amplo projeto de pesquisas, cujo objetivo era a obtengio de
plantas com alta capacidade produtiva, vigorosas, com resisténcia as doengas ¢
insetos pragas e boas caracteristicas fisicas e quimicas do grio (Mendes &
Guimaries, 1997).

Nos primeiros trabalhos, avaliaram-se progénies das variedades em uso,
notadamente Bourbon Vermelho, Bourbon Amarelo e Sumatra. Posteriormente,
progénies foram selecionadas nesses materiais e langadas para plantio comercial,
o0 que jd constituiu um ganho para a cafeicultura.

A partir de 1940, grandes avangos foram obtidos pelo programa de
melhoramento genético do IAC, com a selegiio da cultivar Mundo Novo (em
lavoura comercial, como produto de um provivel cruzamento natural entre as
variedades Sumatra ¢ Bourbon Vermelho) e, nos anos de 1950 e 1960, com a
obtengdo da cultivar Catuai (pela hibridagio artificial entre as cultivares Mundo
Novo ¢ Caturra Amarelo). A cultivar Icatu, resistente & ferrugem, foi obtida em
1950, pela hibridagdo artificial entre uma planta de Coffea arabica (cultivar
Bourbon Vermelho) e uma de Coffea canephora. Outro trabalho iniciado pelo
IAC e concluido pelo sistema estadual de pesquisa em Minas Gerais foi o de
obtengdo da cultivar Rubi. Realizando-se retrocruzamentos dessa cultivar com a
Mundo Novo, obteve-se excelente vigor vegetativo e maior produtividade
(Guimaraes et al., 2002).

A partir de 1970, praticamente todo o parque cafeeiro brasileiro passou a
ser constituido por linhagens selecionadas nas cultivares Mundo Novo e Catuai.

A cultivar Acaid foi selecionada dentro de plantas da cultivar Mundo
Novo, que apresentaram sementes de maior tamanho e boa capacidade

produtiva. Essa cultivar, descrita a seguir, foi selecionada por apresentar



reduzido didmetro de copa e arquitetura adequada, a qual vem despertando o

interesse dos cafeicultores para o plantio adensado.

2.2.1 Cultivar Acaid

Dentro da cultivar Mundo Novo foram selecionadas plantas com frutos
de sementes grandes. Acredita-se que esse fendtipo tenha sido herdado da
cultivar Sumatra, integrante do cruzamento que originou a cultivar Mundo Novo
(Guimardes et al., 2002). Apresenta-se com boa produgio de café beneficiado e
boa rusticidade. A altura média das plantas chega a atingir 4,2m e o didmetro
médio da copa € de 1,8m. A cor da brotagdo nova ¢ geralmente bronze e os
ramos secunddrios sio menos abundantes que nas demais cultivares de Mundo
Novo. A esse material foi dado o nome de Acaid, termo originado do guarani,
que significa exatamente “frutos com sementes grandes”.

Em Minas Gerais, em 1995, foi lancada uma cultivar derivada da Acaia,
que recebeu a denominagdo de Acaid Cerrado. O trabalho, realizado durante
quase 30 anos pelo Sistema Estadual de Pesquisa Agropecudria (EPAMIG-
UFLA-UFV), teve inicio em Vicosa, com a sele¢io de plantas individuais na
progénie LCP-474-1, que se mostrava muito heterogénea para virios caracteres
de interesse. Por meio da selecdo entre e dentro de progénies, o material foi
avangado e as avaliagGes realizadas principalmente na regiio do Tridngulo
Mineiro e Alto Paranaiba de Minas Gerais (regiio do “Café do Cerrado”). Ao
final de cinco ciclos de sele¢iio, chegou-se a cultivar Acaid Cerrado, que vem
exibindo excelente desenvolvimento vegetativo, com elevadas produgdes,
mesmo em condigdes de solos menos férteis. A altura média € inferior a do
Acaid tradicional, em média 3,Im, com didmetro de copa de 1,88m (Guimardes

et al., 2002).



De acordo com os mesmos autores, todas as selecdes de Acaid ¢ Acaid
Cerrado tém despertado o interesse dos cafeicultores para o plantio adensado,
em razio do seu reduzido didmetro de copa e arquitetura adequada. Sdo usados
espagamentos entre 1,7 a 2,0m entre linhas e 0,5 a 1,0m entre plantas. Embora o
material tenha porte alto, com o manejo por meio de podas programadas (a cada
4 a 5 colheitas), tem sido possivel obter altas produtividades nessas condigdes de
plantio. No sistema convencional, para o livre crescimento, 0s espagamentos
mais indicados se assemelham aqueles recomendados para a cultivar Mundo

Novo, podendo apenas ser um pouco mais reduzido o espagamento entre linhas.
2.3 Cultura de tecidos vegetais

A culwura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgiio) € isolado e cultivado sob condigGes
de assepsia, em um meio nutritivo artificial (Pasqual, 2001a). Estas culturas sio
tratadas adequadamente por meio de balanco nutricional ¢ hormonal,
estabelecendo-se condigdes ambientais bem controladas (Bandel et al., 1975). O
principio basico da cultura de tecidos é a ‘totipotencialidade’ das células, ou
seja, qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informagiio genética
necessdria a regenerag¢do de uma planta completa e com constitui¢io idéntica a
da planta matriz (Pasqual, 2001 a).

As técnicas de cultivo de tecidos e células vegetais in vitro tém sido
consideradas como complementares aos métodos convencionais de
melhoramento genético. Por meio de técnicas como cultura de embrides, de
anteras, de protoplastos, de células sométicas e da manipulagfio genética in vitro,
tém-se obtido resultados promissores na obtenciio mais rdpida de gen6tipos

superiores.



A cultura de tecidos vegetais é uma técnica vantajosa quando aplicada
em variedades melhoradas que possuem pouco material e necessitam ser
propagadas em curto espago de tempo e em grande escala, sendo importante
principalmente para as culturas de ciclo longo (Andrade, 1998).

Os meios de cultura, por consistirem de uma parte essencial da cultura
de tecidos, t€m evoluido juntamente com a prépria ciéncia da biotecnologia.
Inicialmente, foram utilizados os mais diferentes tipos de meios e componentes.
Um grande passo foi dado em 1962, com a publica¢do do trabalho de Murashige
& Skoog, os quais determinaram a concentragiio de sais, estabelecendo o meio
‘MS’ (Pasqual, 2001b).

O meio nutritivo deve suprir tecidos e érgios cultivados in vitro com
nutrientes necessdrios ao crescimento. Basicamente, o meio de cultura ¢
composto de uma fonte de carboidratos (normalmente a sacarose), macro €
micronutrientes e outras substincias, como vitaminas, aminodcidos, agente
geleificante e reguladores de crescimento e, eventualmente, aditivos, como
antibiéticos e carviio ativado. Suco e polpa de frutas, leite de coco, extrato de
leveduras (malte) e proteinas hidrolisadas sio produtos que podem ser
adicionados a0 meio de cultura como alternativa para substituir vitaminas e
aminodcidos ou mesmo como suplementos (Pasqual, 2001b).

O crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas sio controlados por
substincias orginicas naturais denominadas fitorménios, os quais sio
sintetizados em pequenas concentragdes e em determinadas regides das plantas.
Eles sio distribuidos em diferentes 6rgdos, nos quais exercem suas fungoes,
inibindo ou estimulando processos fisiolégicos e ou bioquimicos vitais. Esses
fitormdnios podem ser sintetizados em laboratério ¢ sio denominados de
substincias reguladoras de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger,

2004).



Na cultura de tecidos, a adigiio de reguladores de crescimento ao meio
de cultura é de suma importancia, pois reproduz o que occorre naturalmente na
planta. Combinagdes entre essas substincias propiciam melhor crescimento e
desenvolvimento do explante (Andrade, 1998).

Segundo Skoog & Miller (1957), um adequado balango entre auxinas e
citocininas estabelece eficiente controle no crescimento e na diferenciagio das
culturas in vitro sendo, conseqiientemente, os reguladores de crescimento mais
utilizados na cultura de tecidos.

As auxinas promovem o crescimento do caule, folhas e raizes, além de
serem responsdveis pela dominancia apical (Taiz & Zeiger, 2004). Porém, na
fase de multiplicag@o, para muitas espécies niio hd a necessidade da adigiio de
auxina a0 meio de cultura (Quoirin & Lepoivre, 1977). Neste caso, a auxina
pode ser prejudicial devido, provavelmente, a um desbalango da relagiio
endégena de auxinas e citocininas dos explantes, reduzindo ou inibindo o
nimero de brotagdes ou favorecendo demasiadamente o enraizamento ou a
formagio de calo em detrimento da multiplicagio (Grattapaglia & Machado,
1998). Segundo Pasqual (2001b), as principais auxinas utilizadas sdo: dcido
indol acético (AIA), dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), dcido indol butirico
(AIB) e 4cido naftaleno acético (ANA).

Embora as auxinas nio sejam necessdrias no cultivo in vitro de algumas
espécies, as citocininas sio indispensdveis para a quebra da dominancia apical e
indugiio de proliferagio de gemas axilares. Além disso, promovem divisio,
alongamento e diferenciagio celular e retardam a senescéncia das plantas (Taiz
& Zeiger, 2004). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o tipo de citocinina
€ a sua concentragdo sio os principais fatores que influenciam o sucesso da
multiplicagio in virro. Experimentos testando diversas combinagdes de
citocinina com outros reguladores de crescimento sio muito comuns para o

ajustamento dos meios de cultura.



O BAP (6-benzilaminopurina) tem sido muito eficiente na multiplicacio
de partes aéreas e indugiio de gemas adventicias em diversas espécies (Hu &
Wang, 1983) e € a citocinina mais utilizada, seguida pela cinetina ¢ 2iP
(isopenteniladenina).

Apesar de a citocinina ser essencial 3 multiplicag¢iio da parte aérea, o seu
excesso é téxico e caracteriza-se, principalmente, por excessivo nimero de
brotos, redugiio no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento exagerado dos caules e vitrificagio (Leshem et al., 1998). Qi-
Guang et al. (1986) observaram que altas concentragdes de BAP inibiram a
brotagiio das gemas e, conseqilientemente, o nlimero de partes aéreas,
promovendo a formagiio de calo em Castanea mollissima.

As giberelinas tém como principal efeito em cultura de tecidos o
alongamento das brotagdes durante a multiplicagio ou antes do enraizamento. O
crescimento e a rediferenciagio de calos podem ser promovidos pelas
giberelinas, mas isto niio € observado em todas as espécies de plantas (Barrueto
Cid, 2000). Segundo Kochba et al. (1974), a presenca de dcido giberélico (GA3)
no meio de cultura proporciona a iniciagfio de uma zona meristemdtica radicular
e ou estimula o desenvolvimento de uma zona radicular existente. Todavia,
quando aplicado em concentragdes relativamente elevadas, o dcido giberélico
impede a formagiio de raizes, especialmente se as auxinas forem aplicadas
simultaneamente.

Praticamente todas as células, tecidos e 6rgios cultivados in vitro sdo
heterotréficos e dependem de uma fonte externa de energia. Portanto, torna-se
necessario incorporar ao meio de cultura uma fonte de carbono. Os carboidratos
fornecem energia e esqueletos de carbono, que sdo utilizados para a biossintese
de polissacarideos, aminodcidos e protefnas. A fonte mais comumente utilizada é
a sacarose, que pode ser total ou parcialmente hidrolizada em glicose e frutose

(Pasqual, 2001b).
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A concentragiio da sacarose varia de acordo com a espécie cultivada in
vitro, como tem sido observado por diversos autores. Para a maioria das espécies
vy L . i i v -1 .
¢ utilizada a concentracio indicada pelo meio "MS’ de 30g L™ (Caldas et al.,

1998).
2.4 Embriogénese somitica em Coffea arabica L.

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro no Brasil t&m
alcangado sucesso na obteng¢iio de cultivares produtivas, elevando em cerca de
200% a produtividade das atuais cultivares em relagiio a primeira variedade
plantada no Brasil. Porém, o tempo gasto e os recursos dispendidos sio fatores
limitantes para o melhoramento do cafeeiro por meio de métodos convencionais,
uma vez que, nos ultimos anos, surgiram novos problemas, como doengas,
pragas, nematoides e maior exigéncia em qualidade pelo mercado consumidor
(Mendes, 1997). A multiplicagio vegetativa in virro é uma opgio vidvel a curto
prazo, para a solucdo desses problemas.

A micropropagagio ou propagaciio vegetativa in vitro ¢ uma das
aplicagdes de mais larga utilizagio. Destina-se, principalmente, aquelas plantas
que sdo de dificil propagagiio pelos métodos convencionais, permitindo obtengiio
de grande nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes em curto periodo
de tempo (Pasqual, 2001a).

A micropropaga¢iio pode ser conduzida por meio da proliferacio de
gemas axilares, pela indugiio de gemas adventicias por organogénese e pela
embriogénese somatica.

Técnicas de cultura de células e tecidos vegetais foram inicialmente
estudadas ¢ estabelecidas para o cafeeiro a partir do trabalho pioneiro de
Staritsky (1970), que descreveu a indugdio de embrides somiticos e plantulas

oriundas de ramos ortotrépicos de Coffea canephora. Posteriormente, trabalhos
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envolvendo espécies de Coffea arabica foram desenvolvidos com o intuito de
aumentar a taxa de multiplicacdo, determinar o melhor meio de cultura ¢ a
relagiio ideal entre reguladores de crescimento (Andrade 1998; Ribeiro 2001).
Diversos trabalhos foram realizados utilizando cultura de tecidos para a
propagagio de variedades comerciais de café, regencrando plantas por meio de
neoformaciio de gemas, de seccido de entrends verdes, de ramos ortotrépicos e
por indugio de embriogénese somitica a partir de explantes foliares (Herman &
Hass, 1975: Sondahl & Sharp, 1977; Dublin 1980).

O meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ o mais utilizado na
propagagiio in vitro de C. arabica, promovendo resultados positivos na
multiplicagiio de segmentos nodais, desenvolvimento de embrides e inducdo de
embriogénese somdtica em explantes foliares (Cordeiro, 1999: Ribeiro, 2001).

O cafeeiro, como outras espécies lenhosas, libera substancias fendlicas
e, por esta razao, devem ser adicionadas ao meio de cultura substancias
antioxidantes, como carvio ativado, polivinilpirrolidona (PVP), dcido ascérbico
e dcido citrico (Andrade, 1998).

Dentro das aplicagdes da micropropagag¢io de plantas destaca-se a
embriogénese somdtica, apresentando grande potencial a ser explorado, capaz de
maximizar a propagag¢iio do cafeeiro, tanto de cultivares ja recomendadas para
plantio como de hibridos vindos de programas de melhoramento genético
(Maciel, 2001).

A embriogénese somitica pode ser definida como o processo de
desenvolvimento de embrides a partic de células hapléides ou somiticas
dipléides, sem que haja a fusdo de gametas (Schultheis et al., 1990). Segundo
Sharp et al. (1980), embriogénese somdtica in virro apresenta dois padroes
basicos de desenvolvimento de embrides: a) direta, na qual os embrioes
somdticos originam-se diretamente de tecidos de matrizes sem a formagio de

estidios intermedidrios de calos; b) indireta, na qual os embrides somaticos se
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formam a partir de calos, que apresentam células em vdrios estidios de
diferenciagio. Em ambos os padrdes, o embriio somdtico segue a mesma
seqiiéncia de desenvolvimento do zigético, ou seja, a passagem pelos estidios
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Guerra et al., 1999).

Em explantes foliares de café, pela via direta, os embrides somdticos
originam-se, aparentemente, de células embriogénicas predeterminadas que
requerem apenas um regulador de crescimento ou condigdes favordveis
(Williams & Maheswaran, 1986). No processo de embriogénese somdtica
indireta, os embrides surgem: a) de calos primdrios ndo diferenciados, que sdo
formagdes de coloragio marrom, globulares € mais ou menos compactas,
situadas nos bordos dos explantes e contendo no maximo 20 embrides/explante;
b) calos secunddrios embriogénicos fridveis, que originam cerca de 100 a 300
embrides/explante, quando cultivados em meio de cultura semi-sélido (Sondahl
& Sharp, 1977).

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), uma caracteristica diferencial
entre estes dois padrdes de desenvolvimento embriogénico € a resposta 2 agdo de
reguladores de crescimento. Enquanto a embriogénese direta caracteriza-se pelo
cultivo dos explantes em um tinico meio de cultura com a adi¢dio de apenas uma
citocinina, a indireta requer alta relagfio auxina/citocinina para a formacio de
calos ndo diferenciados em um meio de cultura inicial e baixa relagfio para a
indugio de calos embriogénicos durante culturas subseqiientes.

Os primeiros trabalhos conhecidos de embriogénese somitica no género
Coffea foram realizados por Starisky (1970), que obteve ripida proliferagio de
calos na espécie C. arabica e embrides e plantulas com explantes de C.
canephora. Desde entiio tém sido desenvolvidas pesquisas sobre a embriogénese
somdtica no cafeeiro em diversos paises (Cordeiro, 1999; Sreenath, 2000).

Segundo Dublin (1991), o surgimento dos primeiros embrides, a taxa de

embriogénese (porcentagem de explantes que produzem embrides) e o niimero
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de embrides produzidos por explante dependem de virios fatores, como origem
¢ tamanho do explante, composi¢io do meio de cultura e reguladores de
crescimento, érgiio fornecedor de explante, idade ¢ época do ano em que é
colhido o material propagativo da planta doadora.

A implementag¢do da embriogénese somdtica ocorre a partir de explantes
de origens diversas, como fragmentos de ramos ortotrépicos, ramos
plagiotrépicos, folhas e tegumentos de évulos, destacando-se as folhas, por
serem mais abundantes e de facil desinfestagdo (Dublin, 1991).

A indugio da embriogénese somitica em explantes vegetais, assim como
a multiplicagio e crescimento de plantulas, é altamente dependente da
composi¢iio dos nutrientes minerais no meio de cultura (Monteiro-Hara, 2000).
Normalmente sio empregados pelo menos dois diferentes meios de cultura,
sendo o primeiro otimizado visando 3 indugio da embriogénese somitica,
enquanto o segundo meio permite o desenvolvimento dos embrides somdticos
(Guerra et al., 1999).

A sacarose tem sido a fonte de carboidratos mais usada no cultivo in
vitro de cafeeiro, embora outros mono e dissacarideos possam ser utilizados. A
concentragdo de sacarose influencia nos processos de iniciacio e de
diferenciagio dos embrifes, uma vez que o seu metabolismo em plantas €
regulado por um grupo de genes por meio das enzimas sacarose sintetase e
sacarose invertase, cujas respostas sio moduladas de acordo com a variagio de
sua concentragdo (Guerra et al., 1999).

Maciel et al. (2003), trabalhando com embriogénese somdtica indireta
em cafeeiro cv. Obatd observaram que a utilizagio de 30g L' de sacarose no
meio de cultura promoveu uma média de 202 embrides globulares e cordiformes
até o mdximo de 3,3mg L' de BAP, registrando-s¢ redugio na presenga de
concentragdes mais elevadas. Para embrides cotiledonares, os melhores

resultados foram alcangados utilizando-se 45g L' de sacarose, combinados com



2,0mg L' da citocinina BAP. Entretanto, Pereira et al. (2002), estudando a
formagio de embrides somiticos indiretos de cafeeiro cv. Acaid Cerrado
cultivado sob diferentes concentragdes de BAP e sacarose, observaram que o
melhor resultado, tanto para embrides globulares como para cordiformes, foi
obtido utilizando 8,0mg L' de BAP associados a 60g L' de sacarose,
proporcionando um total de 247 embrides formados.

As auxinas e citocininas tém papel fundamental na embriogénese
somdtica de virias espécies de plantas. Algumas necessitam de meio de cultura
suplementado com 4cido giberélico ou dcido abscisico para o desenvolvimento
de embrides somdticos, enquanto outras ndo precisam dessa suplementagio uma
vez estabelecido o processo de indugdio (Maciel, 2001).

Embora a maioria dos trabalhos em micropropagacio de café por meio
da embriogénese somdtica direta utilize a estratégia de embriog€nese indireta,
combinando auxinas e citocininas em um sistema bifisico para induzir
primeiramente a calogénese ¢, em seguida, a embriogénese, este sistema requer
um longo periodo para a obtengiio de plantas regeneradas. Em multiplicagiio
clonal, a existéncia de uma longa fase para produgio de calos indiferenciados no
processo de embriogénese ¢ considerada indesejavel em virtude da maior
probabilidade de ocorréncia de variagio somaclonal nas plantas regeneradas.
Apesar de ndo haver estudos especificos determinando a relagdo entre variagio
somaclonal e o tipo de embriogénese somdtica, Michaux-Ferriere &
Schwendiman (1992) apontam que, em comparagdo ao sistema indireto, o risco
de ocorréncia de variantes somaclonais no sistema de embriogénese direta seria
menor em fungdo do tempo relativamente mais curto em cultura requerido para a
formagdo de embrides. Dublin (1981) também levantou a possibilidade de que a
propagacio de café via embriogénese somdtica direta pode manter com maior

seguranga a estabilidade do genétipo doador.
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Os trabalhos pioneiros desenvolvidos na tentativa de eliminar ou
diminuir a formagdo de calos em cafeeiro foram relatados por Staritsky & Van
Hasselt (1980). Estes autores mostraram que a resposta aos reguladores de
crescimento utilizados ¢ extremamente dependente da espécie doadora e da
origem dos explantes, mas estabeleceram, como regra geral, que altas
concentragdes de citocinina estimulam o desenvolvimento de embridides e que
as auxinas favorecem a formagio de calos.

Estudando os efeitos de vdrios reguladores de crescimento na indugdo da
embriogénese somdtica direta a partir de folhas de C. canephora, Hatanaka et al.
(1991) demonstraram que as auxinas ANA, AIB, AIA e 2,4-D siio altamente
inibitérias para a formac¢do dos embridides. Por outro lado, na auséncia de
auxinas no meio de cultura, todos os tipos de citocinina testadas foram capazes
de estimular o desenvolvimento de embrides somdticos, sendo que 2-iP, na
concentragio de SmM, foi a mais efetiva.

Nakamura et al. (1992), utilizando somente cinetina como regulador de
crescimento, observaram uma pequena proliferacio de calos nas bordas dos
explantes foliares e, apés 60-90 dias, foi possivel verificar embriGes somdticos
oriundos desses calos embriogénicos. Utilizando explantes derivados de folhas
maduras, esta formacgdio de calos nio ocorreu. E possivel que, em tecidos de
folhas jovens, auxinas endégenas estejam presentes em quantidades suficientes
para permitir a formagdo dessa pequena massa de calos e a regeneracdio de
embridides.

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), C. canephora tem sido utilizada
como espécie modelo na grande maioria dos trabalhos em embriogénese direta.
Existe grande diferenga entre C. canephora e C. arabica quanto 2 indugdo de
embriogénese direta em explantes foliares. Para a primeira, € relativamente ficil
desencadear a formacgio de embrides somdticos em meio de cultura

suplementado somente com citocininas (Fuentes et al., 2000), mas hd poucos
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relatos da obtengdio de embriogénese somdtica dircta em C. arabica. A diferente
resposta entre espécies e entre cultivares, aliada a baixa freqiiéncia de formagdo
de embrides, indica que este sistema ainda ndo apresenta grande potencial para
ser utilizado em processos de produgio de mudas de cafeeiro em larga escala.
Em contrapartida, provavelmente, as plantas serfio idénticas A planta matriz.
Apesar da variabilidade genotipica para a resposta aos protocolos de
embriogénese somdtica encontrada em diversas cultivares de café,
principalmente de C. arabica, esta técnica tem sido fundamental para a obtengiio
de plantas de cafeeiro transformadas tanto via Agrobacterium quanto via

bombardeamento de particulas (Ribas et al., 2001).

2.5 Aclimatizagiio de plintulas de cafeeiro micropropagadas

Aclimatizagiio ¢ o processo pelo qual as plantulas produzidas em
condi¢Ges controladas siio transferidas para um ambiente em condigGes
climdticas naturais ou de transi¢iio, como a casa de vegetag¢do. Esta fase deve
ocorrer progressivamente de forma que as plintulas sofram pouco estresse,
evitando injurias ou até mesmo a morte (Brainerd & Fuchigami, 1981).

Segundo Read & Fellman (1985), um dos maiores obsticulos a
aplicagdo pratica da cultura de tecidos na propagagiio de plantas ¢ a dificuldade
de transferir com sucesso as plantulas da condigio in vitro para a casa de
vegetagdo e para o campo, devido d grande diferenga entre as condicGes
ambientais.

O principal fator limitante na aclimatizagiio é o baixo rendimento, ou
seja, produz-se um nimero muito grande de plantulas micropropagadas em sala
de crescimento, entretanto hi perdas significativas quando estas sfo transferidas

para outro ambiente. Dessa forma, poucas estario em condigSes de serem



levadas ao campo. Assim, cada planta apta para o plantio apresentari alto custo
que, inevitavelmente, serd repassado para o consumidor final.

E no periodo de aclimatizagdo que a plantula vai comegar a ativar seus
fotossistemas I e II e a formagdo de cloroplastos, responsiveis pela
transformagdo de energia luminosa em quimica, entre outros fatores fisiolégicos,
para que todo este processo seja perfeito € a planta se constitua de todas as suas
estruturas funcionais, essenciais para seu desenvolvimento (Carvalho, 1997).

Segundo Sutter (1988), no transplantio, o estresse hidrico das plantulas
é, geralmente, o maior problema. Embora as plantulas sejam aparentemente
perfeitas, elas apresentam uma série de deficiéncias anatdmicas, induzidas pela
condigdo in vitro, que dificultam o controle da transpira¢do e ocasionam rdpida
perda de dgua. Entre essas deficiéncias estio: pobre formagio de cera
epicuticular e deficiéncia no mecanismo de fechamento estomético (Sutter,
1988), aumento na densidade estomdtica (Wetzstein & Sommer, 1982),
localizagiio mais superficial dos estomatos na epiderme da folha (Capellades et
al., 1990), reduzida diferenciagiio do mesofilo das folhas e alta proporgiio de
espagos intercelulares (Capellades et al., 1990; Dimassi-Theriou & Bosabalidis,
1997) e deficiente conexfdo entre o sistema vascular do caule e raizes (Grout &
Aston, 1977).

Virios fatores siio limitantes durante a fase de aclimatizagiio: 1) a
plintula passa de uma situagio de reduzido fluxo transpiratério, devido a baixa
intensidade de luz ¢ a elevada umidade relativa, para um ambiente que demanda
um incremento na taxa de transpiragiio, ficando muito susceptivel ao estresse
hidrico; 2) a plantula passa de uma existéncia heterotréfica, na qual depende de
um suprimento externo de energia (sacarose no meio), para um estado
autotréfico, no qual precisa realizar fotossintese para sobreviver; 3) a plantula

passa a ter que incrementar a absorgiio de sais rapidamente e 4) a plantula passa



de um ambiente asséptico para outro, no qual fica sujeita ao ataque de
microrganismos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Visando reduzir as perdas durante a fase de aclimatizagdo, vdrios
estudos vém sendo desenvolvidos para favorecer o crescimento das plantulas
nessa fase limitante da cultura de tecidos (Araujo, 2004). Preece & Sutter (1991)
citam que as técnicas de aclimatizagdo podem ser iniciadas ainda durante o
cultivo in vitro. Segundo Friguas (2003), um método eficiente que € utilizado, é
destampar os recipientes por alguns dias antes da transferéncia das plintulas
para a casa de vegetagio.

Outro fator que pode favorecer a aclimatizagio é o enraizamento in
vitro, embora alguns autores citem que o sistema radicular formado in vitro €,
em geral, pouco ramificado, quebradigo ¢ isento de pélos radiculares, o que
dificulta a absor¢iio de dgua e nutrientes durante a aclimatizagio, reduzindo a
taxa de sobrevivéncia das plintulas (Leite, 1995; Zimmerman, 1981; Grout &
Aston, 1977). Além disso, as raizes que se desenvolvem in vitro sio passiveis de
serem danificadas quando as plantulas sio removidas da cultura ou quando sio
transplantadas e isso aumenta as chances de infecgio com doengas fuingicas e
bacterianas (George, 1996). Entretanto, alguns autores comprovam a eficiéncia
do sistema radicular formado in vitro ¢ o aumento da sobrevivéncia apds
transferéncia para condig¢Ges ex vitro (Hicks, 1987; Sutter & Luza, 1993; Diaz-
Pérez et al., 1995).

As auxinas compreendem o grupo de fitorreguladores com maior
efetividade na promog¢iio do enraizamento ¢ o AIB ¢ a auxina sintética mais
comumente utilizada na indugdo do enraizamento adventicio (Teixeira, 1981).

O tratamento de segmentos caulinares com reguladores de crescimento
acelera consideravelmente o processo de enraizamento e induz maior formagédo

de raizes. Entretanto, em algumas espécies, o tratamento com fitorreguladores
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pode ser dispensado, bastando apenas transferir os segmentos para um meio
isento destes (George, 1996).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o tipo de sistema radicular
obtido no enraizamento in vitro influi no sucesso de transplantio. Raizes ainda
curtas s3o mais desejdveis, pois facilitam o transplantio e aceleram o pegamento.
Parte aérea muito grande e sistema radicular pouco desenvolvido contribuem
para a morte da planta, pois o sistema radicular niio ird suprir a taxa de
transpiraglio (Carvalho et al., 1998).

Carvalho (1997), avaliando o efeito de reguladores de crescimento e
presenga ou auséncia de raizes na aclimatizagio de plantulas de cafeeiro
propagadas in vitro, observou que houve 100% de enraizamento em todos os
tratamentos testados, indicando que a aclimatizagiio de plintulas de cafeeiro
pode ser feita sem a necessidade do enraizamento in vitro. A eliminagdo dessa
etapa € extremamente desejdvel sob o aspecto econdmico e de qualidade, pois a
regeneragiio de raizes diretamente no substrato tende a produzir um sistema

radicular mais completo e funcional.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais e em casa de vegetacio do Departamento de Agricultura da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

3.1 Fase de cultivo in vifro

No preparo dos meios de cultura foram utilizadas solugdes-estoque do
meio ‘MS’ (Tabela 1) armazenadas em frascos de vidro escuro, a temperaturas
em torno de 5°C. O pH do meio foi ajustado para 5,8 + 0,1, com NaOH 0,5 e
0,IN ou HCI 0,IN, antes da adi¢io de 6g L' de dgar. Os meios foram vertidos
em tubos de ensaio (25mm x 150mm), vedados com tampas pldsticas
translicidas e autoclavados a pressio de I,latm e a temperatura de 121°C,
durante 20 minutos.

Os explantes de Coffea arabica cv. Acaid Cerrado foram inoculados em
cimara de fluxo laminar horizontal desinfestada com élcool (etanol) a 70%. Os
instrumentos (pingas e bisturis) foram autoclavados e periodicamente flambados,
durante o seu uso, com etanol 96°GL. Apds a inoculagdo, os tubos de ensaio
contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura
de 25+ 1°C.

Para a avaliagio das varidveis respostas dos experimentos foram
utilizadas: a) lupa estereoscopica, na determinaciio do nimero e estddios de
desenvolvimento dos embrides, b) balanca analitica de precisdo, na
determinagdo da massa fresca da parte aérea das plantulas e ¢) régua graduada,
na determina¢do do comprimento da parte aérea das plantulas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Os

dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, com aplicacio do teste F.
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TABELA 1. Solugao nutritiva MS (Murashige & Skoog, 1962).

Solugio estoque  Composlos Concentragio  Volume da SE - Concentragiio
(SE) da SE (mg L") adicionada ao final
meio (mL) (mg L
A NH,;NO; 82500 20 1650.00
B KNO; 95000 20 190000
c H;BO; 1240 6,20
K IKII) O 34000 170.00
Nua:Mo0O,.2H,0 166 5 0.83
CoCl,.6H,0 50 0.25
5 0.025
D CaCl, 2H,0 3800 50 440.00
E MgSO,; 7TH,0 74000 370.00
MnSO,; 4H,0 4460 5 22,30
ZnSO, 7H,0O 1720 8.60
CuS0O, 5H,0 5 0.025
F NaEDTA.2H,0 7450 5 37.25
FeSO, 7H,0 5570 27.85
HEXITOL Mio-Inositol 2000 50 100,00
VITAMINAS  Tiamina — HCI 50 0.50
Ac. nicotinico 50 10 0.50
Piridonina- HCI 50 0.50
Aminoicido Glicina 80 25 2.00
ACUCAR Sacarose (3%) - 30000,00
AGAR 0,6% - - 6000,00




Os fatores foram analisados por meio de regressio polinomial,
utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000). Foi adotado o
seguinte modelo estatistico:

Yik = m + a; + by, + aby + e, em que:
Yix: valor observado na dose do fitorregulador i, dose do fitorregulador k e
repeticio j;
m: média geral;
a;: efeito da dose do fitorregulador i;
by: efeito da dose do fitorregulador k;
aby: efeito da interacio entre a dose do fitorregulador i ¢ a dose do
fitorregulador k;

ejx: erro experimental na parcela i,k.j.
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3.1.1 Indugiio de embrides somiticos

Os explantes utilizados foram folhas de Coffea arabica cv. Acaid
Cerrado, com tamanho médio de Icm’, provenientes de partes aéreas de
plintulas micropropagadas, originadas de cultura de embrides zigéticos e
estabelecidas in vitro durante 60 dias, em meio *‘MS’100% dos sais.

Os tratamentos consistiram da combinagdo de cinco concentragdes de
cinetina (0; 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 8,0mg L") e cinco concentragdes de GA; (0; 2,5; 5,0;
10,0 e 20,0mg L") adicionados ao meio ‘MS’ com 50% dos sais, 8,0mg.L" de
ANA, 100mg.L"' de caseina hidrolisada e 400mg.L" de extrato de malte.

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo ISmL de meio de cultura. Apds a inoculagiio, os tubos contendo os
explantes foram mantidos em sala de crescimento sob condig¢des de obscuridade,
com temperatura de 25 £ 1°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5x5, com quatro repetigdes de trés tubos cada uma.

Apés 150 dias, o experimento foi avaliado em fungfio das seguintes
varidveis: nimero total de embrides, niimero de embrides no estidio torpedo,

niimero de embrides no estidio cotiledonar e comprimento do embrido.
3.1.2 Desenvolvimento de embrides somaticos

Os explantes utilizados foram embriGes somdticos de Coffea arabica cv.
Acaid Cerrado, provenientes da embriogénese somdtica direta, estabelecidos
durante 30 dias em meio ‘MS’ com 100% dos sais, objetivando a
homogeneidade do material.

Os tratamentos consistiram da combinagio de quatro concentragdes de

BAP (0; 2,0; 4,0 e 8,0mg L") e cinco concentragdes de sacarose (0; 30; 60; 90 e
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120g L") adicionados ao meio ‘MS’ com 50% dos sais, 100mg L' de caseina
hidrolisada e 400mg L' de extrato de malte.

Os embrides foram inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 15mL de meio de cultura. Apds a inoculagiio, os tubos contendo o0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento com irradidncia em tomo de
32uMm3ste fotoperiodo de 16 horas, com temperatura de 25 + 1°C.

O delincamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x5, com quatro repetigdes de trés tubos cada uma.

Apods 90 dias, o experimento foi avaliado em fun¢iio das seguintes
varidveis: ndmero de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca da parte

aérea.

3.1.3 Obtenciio de plintulas

Utilizaram-se como explantes brotos de Coffea arabica cv. Acaid
Cerrado com | a |,5cm de comprimento, provenientes de embrides somiticos
obtidos por via direta, estabelecidos in vitro durante 60 dias em meio ‘MS’ com
100% dos sais e acrescido de 9mg L™ de BAP, objetivando a homogeneidade do
material.

Os tratamentos consistiram da combinagio de cinco concentrages de
GA; (0; 2,5; 5,0; 10,0 ¢ 20,0mg LYe quatro concentragdes de ANA (0; 0,25;
0.50; 1,0mg L") adicionados ao meio ‘MS’ com 50% dos sais.

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 15mL de meio de cultura. Apds a inoculagdo, os tubos contendo os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com irradidncia em torno de
32 uM m”s” e fotoperiodo de 16 horas, A temperatura de 25 + 1°C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 5x4, com quatro repeti¢des de trés tubos cada uma.



Ap6s 60 dias, o experimento foi avaliado em fungiio das seguintes
varidveis: nimero de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca da parte

aérea.
3.2 Aclimatizagiio de plantulas

Plantulas de Coffea arabica cv. Acaid Cerrado, provenientes de
embriogénese somdtica direta, com aproximadamente 2cm de comprimento,
foram transplantadas para bandejas de isopor com 72 células e mantidas sobre
bancada de tela metdlica em casa de vegetacdo equipada com sistema de
nebulizagfio intermitente, com aproximadamente 90% de umidade relativa do ar
¢ temperatura média préxima de 25°C. A bancada ficou protegida na parte
superior, acima da tubulagdo de nebuliza¢iio e nas laterais com tela de

sombreamento 50% (sombrite®), durante o primeiro més.

3.2.1 Presenca ou auséncia de raizes na aclimatizagiio de plantulas

Segmentos nodais foram inoculados em meio ‘MS’ com 100% dos sais,
suplementado ou ndo com AIB conforme os tratamentos. Os explantes
permaneceram em sala de crescimento por 35 dias e, apés este periodo, foram
divididos em plantulas com raizes oriundas de meio ‘MS’+ AIB 10 mg L' (CR-
AIB), plantulas sem raizes oriundas de meio ‘MS’ (SR-MS) e imersas em
solugdio contendo AIB na concentragfio de S0 mg L' por 20 horas (SR-AIB).
Apés o tratamento, foram transferidas para bandejas de isopor contendo
Plantmax hortalicas® como substrato e mantidos em casa de vegetagio. O

fornecimento de minerais foi feito por meio da aplicagio semanal de ImL do
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meio ‘MS’ liquido, com 100% dos sais por plintula, iniciado no dia do plantio e
estendendo-se até o final do experimento (comunicagio pessoal)”.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com quatro repetigdes e cinco plantas por parcela. Os dados foram submetidos a
andlise estatistica. Apés a andlise de varidncia, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey. Foi adotado o seguinte modelo estatistico:

Yi =m + a; + €, em que:

Y;;: valor observado na parcela para o tratamento i na repeti¢io j;
m: média geral;
a;: efeito do tratamento i;

ejj: erro experimental na parcela i,j.

Apés 80 dias, as plantulas foram avaliadas em fungiio das seguintes
varidveis: nimero de pares de folhas, comprimento da parte aérea, comprimento

da maior raiz e massa fresca total.

" Adriana Madeira Santos Jesus, Eng. Agronoma, M.Sc.. D.Sc. - Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais. DAG/UFLA, Lavras-MG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Indugio de embrides somiticos

Os resultados da andlise de varidncia para as caracteristicas avaliadas

estdo apresentados na Tabela 2. Para a varidvel comprimento do embrido nio

houve interagiio significativa entre os reguladores de crescimento estudados.

Para as demais varidveis, a interagiio entre os reguladores de crescimento foi

significativa a 1% de probabilidade.

TABELA 2. Resumo da andlise de varidincia para as caracteristicas nimero total

de embrides somdticos (NE), nimero de embrides cotiledonares

(NEC), nimero de embrides torpedo (NET) e comprimento do
embrido (CE). UFLA, Lavras, MG, 2004,

Fontes de variacio

Quadrados médios

GL NE NEC NET CE
Cinetina 515,433** 374,986%* 12486** [, 878**
GA; 535,833** 383,453** 18,086%* 18,589**
Cinetina x GA; 16 274,683*%* 202,578** 15,295%* 0,345
Erro 50 13,733 15,013 3,266 0,427
C. V. (%) 17,10 23,12 36,84 20,98

"significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.



Numero total de embrides sométicos

O efeito das concentragbes de cinetina e GA; no nimero total de
embrides pode ser observado na Figura I. Foram formados 45 embrides
somdticos em explantes foliares quando se adicionou, ao meio de cultura,
cinetina na concentragio de 5,6mg L combinada com 10mg L' de GA; (Figura
1A). Com a utilizagio de 5,8mg L' de cinetina combinada com 20mg L' de
GA; pode-se observar a formagio de 44 embrides somdticos. Dessa forma,
como a diferenga é minima, justifica-se a utilizagio do meio de cultura com a
adi¢io de 10mg L' de GA;, com o objetivo de reducio de custos. Contudo,
concentracdes acima de 6mg L de cinetina associadas a 10 e 20mg L de GA;
promoveram inibi¢do e redu¢dio na formagio de embriGes, provavelmente
causada por desbalangco hormonal, da relacio enddégena entre auxinas e
giberelinas dos explantes.

Concentragtes superiores a 8mg L" de cinetina, quando combinadas
com 2,5 e 5,0mg L' de GA,, podem proporcionar um aumento no niimero de
embrides somdticos. Essas mesmas concentragdes de GA;, quando associadas a
valores entre 2 e 6mg L"' de cinetina, reduziram o mimero de embrides.

O niimero de embriSes somdticos obtidos na auséncia da cinetina, em
todas as concentragdes de GA;, foi inferior quando comparado aos demais
tratamentos, evidenciando-se assim a importincia desse fitorregulador para a
indugdo de embrides em Coffea arabica cv. Acaid Cerrado. A concentragiio de
2mg L™ de cinetina, quando combinada as concentrag¢des de 10mg L' e 20mg L'
de GA;, também mostrou-se menos eficiente na indugiio de embries sométicos.
Possivelmente, nesse caso, maiores concentragcdes de cinetina sdo requeridas

para se obter maior mimero de embrides somaticos.
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Y= 17.261 - 7.9614x + 5.4662x* -0.5633x* R*=0.98
Yao= 15993 - 8.923x + 5.4354x” -0.5301x* R*=0.94

FIGURA 1. Efeito de concentra¢Ses de cinetina ¢ GA; no nimero total de
embrides sométicos de C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Resultados similares foram obtidos por Hatanaka et al. (1991) que,
estudando a indugdo de embrides somdticos a partir da embriogénese direta em
folhas de Coffea canephora, obtiveram uma média de 100 embrides/explante
quando utilizaram cinetina na concentragio de Smg L. Demonstraram, ainda,
que 2-iP ¢ BAP também foram capazes de estimular o desenvolvimento de
embrides somadticos originados por via direta ¢ que as auxinas sio altamente
inibitérias para a formagiio de embrides. De acordo com Fuentes et al. (2000),
existe uma grande diferenga entre C. canephora e C. arabica quanto d indugio

de embriogénese direta em explantes foliares. A variagio entre espécies
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observadas, com relagio & maior ou menor habilidade natural em formar
embrides somdticos, tem demonstrado a importincia do controle genético. Tal
fato tem dificultado o estabelecimento de protocolos gerais e funcionais de
embriogénese (Vieira & Kobayashi, 2000).

Segundo Caldas et al. (1998), poucas culturas in vitro mostram respostas
as giberelinas. Porém, no presente trabalho, a adigio de 10mg L' ¢ 20mg L' de
GA; a0 meio de cultura, combinada  cinetina (5,6 e 5,8mg L") proporcionou os
melhores resultados para o nimero de embrides somdticos de C. arabica cv.
Acaid Cerrado. Kochba et al. (1974), trabalhando com Citrus sinensis,
observaram aumentou na porcentagem de embrides somdticos quando
adicionaram ao meio de cultura o GA;. Em muitas plantas, diferenciagio dos
calos em embrides somaticos foi produzida por giberelinas (Barrueto Cid, 2000).

De acordo com Carvalho et al. (1998), o GA; contribui para o
desenvolvimento de embrides de cafeeiro.

O nimero de embrides somdticos diretos de C. arabica cv. Acaid
Cerrado obtido no presente trabalho, utilizando cinetina e GA;_ foi inferior
quando comparado aos resultados de embriogénese indireta em C. arabica cv.
Obata obtidos por Maciel et al. (2003), os quais obtiveram proliferagio de calos
utilizando 2,4-D e cinetina, alcangando, na etapa posterior, uma média de 310
embrides/explante. Este comportamento estd de acordo com Vieira & Kobayashi
(2000), que asseguram que a embriogénese indireta é preferencialmente utilizada
para estudos de multiplicagiio clonal de plantulas de cafeeiro, pois, geralmente,
proporciona a formagio de maior nlimero de embrides somaticos/explante.
Entretanto, a embriogénese direta pode manter melhor a estabilidade genética do

gendétipo doador (Dublin, 1981).
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Niimero de embrides cotiledonares

Analisando-se o efeito das concentragGes de cinetina e GA3; no ntimero
de embrides cotiledonares (Figura 2), observa-se que a utilizagio de 20mg L' de
GA,, associada a 5,9mg L' de cinetina, promoveu a formagdo de maior nimero
de embrides cotiledonares (38). Porém, concentragbes de cinetina superiores a
6mg L', associadas a 10 e 20mg L™ de GA;, proporcionaram reduciio no niimero
de embrides, provavelmente devido ao desbalango hormonal causado por esses
reguladores de crescimento. Observa-se, ainda, que concentragdes acima de 8mg
L' de cinetina, quando combinadas com 2,5 e 5,0mg L' de GA; podem

proporcionar um incremento no nilimero de embrides cotiledonares.
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FIGURA 2. Efeito de concentragdes de cinetina ¢ GA; no nimero de embrides
cotiledonares de C. arabica cv. Acaiid Cerrado. UFLA, Lavras,
MG, 2004.
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Segundo Gray (1992), os embrides somiticos que se formam a partir de

complexos pré-embriondrios tendem a se desenvolver de forma assincronica,
sendo que, em determinado momento, virios estidios ontogénicos (globular,
cordiforme, torpedo ¢ cotiledonar) sio observados nas culturas. Quando o
embriiio apresenta o desenvolvimento do cotilédone conseqilientemente possul
maior tamanho. Nesse estidio podem ser isolados e cultivados em meios de
cultura mais simples que contenham menores quantidades de nutrientes.
Comparando-se os resultados do nimero total de embrides somiticos
com o niimero de embrides cotiledonares, observa-se que as tendéncias foram

idénticas, visto que dos embrides somiticos formados, a maioria foi cotiledonar.

Nimero de embrides torpedo

Maior nimero de embrides no estidio torpedo (11) foi formado em
explantes foliares quando se adicionou, ao meio de cultura, cinetina na
concentragio de 8mg L' combinada com S5Smg L' de GA; (Figura 3).
Concentragdes de cinetina superiores a 8mg L', quando combinadas com 2,5mg
L' de GA;, podem proporcionar um incremento no nimero de embrides torpedo.
Nessa mesma concentragio de GAs, quando associada a 2mg L de cinetina,
pode-se observar a formacio de 8,39 embrides.

Na auséncia de cinetina, para ambas as concentragdes de GAj;, pode-se
observar um menor niimero de embrides e que, com Smg L' de GA;, foi maior
que com 2.5mg L. Estes resultados corroboram aqueles obtidos para o nimero
total de embrides somiticos e para os embrides cotiledonares. Constata-se,
assim, a importancia da utilizagdo da cinetina no meio de cultura para a indugio

de embrides de cafeeiro.
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FIGURA 3. Efeito de concentragoes de cinetina e GA; no nimero de embrides
torpedo de C. arabica cv. Acaia Cerrado. UFLA, Lavras, MG,
2004,

Comprimento do embriao

Para a varidvel comprimento do embrido, verifica-se que nido houve
interacio entre as concentracdes de cinetina e GA; (Tabela 2).

Maior comprimento do embrido (3,6mm) foi observado quando foram
utilizados 8mg L' de cinetina (Figura 4). Quando utilizaram-se 4mg L' de
cinetina, obteve-se um comprimento de 3,2mm. Dessa forma, como a diferenga
¢ minima, justifica-se a adicio de 4mg L™ de cinetina ao meio de cultura, com o
objetivo de redugdo de custos. Na auséncia de cinetina observou-se que o

comprimento do embrido foi inferior a 2,.8mm. Segundo Hu & Ferreira (1998),



em cultura de embrides jovens, as citocininas sdio usadas para estimular o ripido

crescimento embriondrio.
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FIGURA 4. Efeito de concentragdes de cinetina no comprimento de embrites
somdticos da C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA, Lavras, MG,
2004.

A medida que concentragbes de GA; foram aumentadas, observou-se
aumento no comprimento do embrido (Figura 5) até o valor de 4,47mm, quando
utilizaram-se 17mg L' de GA;. A partir desse ponto houve redugio,
provavelmente devido ao efeito fitotéxico do regulador de crescimento. Quando
o comprimento do embrifio formado é muito pequeno, ¢ necessario maior tempo
de permanéncia no meio de cultura e, quando esse € reduzido no laboratério, ha

otimizaciio da producio e reduciio de gastos.
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FIGURA 5. Efeito de concentragbes de GA; no comprimento de embrides s

somdticos da C. arabica cv. Acaia Cerrado. UFLA, Lavras,
MG, 2004.

4.2 Desenvolvimento de embriges somiticos
Os resultados da andlise de variincia para as caracteristicas avaliadas
estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que a interagfo entre os fatores foi

significativa, a 1% de probabilidade, para todas as varidveis.
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TABELA 3. Resumo da andlise de variincia para as caracteristicas nimero de
folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca da
parte aérea (MFPA) de plintula de C. arabica cv. Acaid Cerrado.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Fontes de variacdo Quadrados médios

GL NF CPA MFPA
Sacarose 4 2,434** 1,001 ** 0,047%*
BAP 3 2,446** 0,728 0,205**
Sacarose x BAP 12 0.514** 0,583%* 0,175%*
Erro 60 0,137 0,198 0,011
C.V. (%) 15,28 26,76 24,63

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Niimero de folhas

Observa-se que o maior ntiimero de folhas (3,8) foi obtido com 5,9mg L'
de BAP associado a 90g L™ de sacarose (Figura 6). A partir desse ponto houve
redugiio, provavelmente devido 2 elevagdio do potencial osmético no meio de
cultura, A alta concentragiio de sacarose afeta a assimilagfio de nutrientes e o

efeito de reguladores de crescimento (Pasqual, 2001b).
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FIGURA 6. Efeito de concentragdes de BAP e sacarose no niimero de folhas de

embrides somdticos da C. arabica cv. Acaii Cerrado. UFLA,

Lavras, MG, 2004.

Resultados contrastantes foram obtidos por Santos et al. (2001), que
obtiveram o maior ntimero de folhas (3,6) com a utilizagio de 9mg L' de BAP e
30g L' de sacarose na cultura in vitro de embrides zigéticos de C. arabica cv.
Topézio. Isso implica que a utilizagio de BAP na concentragiio de 9mg L nio
incrementou significativamente o nimero de folhas, quando comparado ao
melhor resultado do presente trabalho. Dessa forma, justifica-se a utilizagfo de
5,9mg L' de BAP no meio de cultura, com o objetivo de reduzir os custos do
laboratério. Entretanto, deve-se observar que, entre espécies e cultivares

ocorrem comportamentos distintos. Possivelmente, a cultivar Topdzio requer um
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meio de cultura mais rico em sacarose para se desenvolver melhor, quando
comparada A cultivar Acaid Cerrado.

Segundo Sharp et al. (1980), a concentragdo de sacarose € um fator
importante para o cultivo de embries e, na fase de desenvolvimento, estes
necessitam de concentragdes celevadas de sacarose (9%-12%).

A medida que aumentaram as concentragdes de BAP, até a concentragio
de 5,9mg L', combinadas as concentragdes de 30 e 90g L' de sacarose, um
incremento no niimero de folhas foi observado (Figura 6). Porém, Hu & Ferreira
(1998) afirmam que os reguladores de crescimento ndo necessitam ser
adicionados ao meio de cultura de embrides, exceto quando o objetivo do
trabalho é a multiplicagiio rdpida. Em contrapartida, Maciel et al. (1999),
estudando o cultivo in vitro de embrides zigéticos de C. arabica cv. Catuai
Vermelho, obtiveram os melhores resultados para nimero de folhas quando
adicionaram ao meio de cultura 7,4mg L' de BAP. Em fungio do resultado
obtido, pode-se constatar a importincia da utilizacio de reguladores de

crescimento no meio de cultura para o desenvolvimento de embrides de cafeeiro.

Comprimento da parte aérea

Maior comprimento da parte aérea (2,78cm) foi observado com 2mg L™
de BAP associado a 90g L' de sacarose, observando-se menores valores quando
utilizadas concentracdes entre 2,1 ¢ 6mg L' de BAP (Figura 7), devido,
provavelmente, ao desbalango hormonal, em resposta a elevagdo das
concentragdes desse fitorregulador. Esses resultados estio de acordo com
Pasqual (2001b), que comenta que altas concentrages de citocininas podem
reduzir o comprimento das brotagdes e estimular a ocorréncia de vitrificagiio. No
entanto, concentragdes superiores a 6mg L' de BAP incrementaram o
comprimento da parte aérea. Neste caso, justificando essa informagao, resultados

apresentados por Santos et al. (2001) evidenciaram maior comprimento da parte
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aérea com a utilizag@o de 12mg L' de BAP na cultura in vitro de embrides

zigéticos de C. arabica cv. Topizio e cv. Acaid.

3
§ 355
w .
2 28
g i
sz 2,1 1
2214
-]
E o7 1
[-%
§ 0! ‘ ‘ , ‘
0 2 4 6 8
BAP (mg.L")
W Sacarose (902]
Y||= ns
Y= ns
Yw= ns
Yoo = 1,13 +2,0308x - 0,7244x" + 0,0607x> R*=0,98
Y|'m= ns

FIGURA 7. Efeito de concentragdes de BAP e sacarose no comprimento da
parte aérea de embrides somdticos da C. arabica cv. Acaid

Cerrado. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Massa fresca da parte aérea
A medida que aumentaram as concentragdes de BAP, na auséncia de
sacarose, maior massa fresca da parte aérea (1,14g) foi observada (Figura 8).
Utilizando-se 30g L' de sacarose podem-se observar menores valores
quando foram adicionadas concentragSes mais altas do fitorregulador, devido,
provavelmente, a uma osmolaridade inadequada do meio de cultura. Segundo
Hu & Ferreira (1990), de maneira geral, quanto mais jovem for o embridio, mais

alta serd a osmolaridade requerida do meio de cultura. Hu & Ferreira (1998)
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afirmam ainda que, na maturidade, o embrido pode crescer em meio de cultura

desprovido de sacarose.

Massa fresca da parte aérea (g)

BAP (mg.L")

® Sacarose (0) A Sacarose (30) ]

Y= 02822 - 0,1022x + 0,0261x> R*=099
Y= 0,6657 - 0,1448x + 0,0165x> R*=0.82
Y(,{F ns
Y|~)= ns
Y = ns

FIGURA 8. Efeito de concentragoes de BAP e sacarose na massa fresca da parte
aérea de embrides somdticos da C. arabica cv. Acaid Cerrado.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

4.3 Obtengiio de plantulas de cafeeiro

Os resultados da andlise de varidncia para as caracteristicas avaliadas
estiio representados na Tabela 4. Para a varidavel massa fresca da parte aérea, nio
houve interagiio significativa entre os reguladores de crescimento estudados.
Observa-se que a interagdo entre os reguladores de crescimento foi significativa

a 1% de probabilidade para as demais varidveis.
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TABELA 4. Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas niimero de
folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca da
parte aérea (MFPA). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Fontes de variagio Quadrados médios

GL NF CPA MFPA
GA; 4 7,281** 0,451 ** 0,0003
ANA 3 2,583** 1,144%* 0,002**
GA; x ANA 12 5,239** 0,546** 0,0005
Erro 60 1,983 0,125 0,0003
C.V. (%) 26,20 23,57 34,58

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Numero de folhas

Maior mimero de folhas (7,1) foi obtido quando foram utilizados
11,5mg L' de GA; na auséncia de ANA (Figura 9). A partir desse ponto houve
uma redugiio no nimero de folhas, provavelmente devido ao efeito fitotéxico
desse regulador de crescimento. Na concentragfio de 0,5mg L' de ANA na
auséncia de GA;, obtiveram-se explantes com 7 folhas. Como ndo hd diferenga
significativa no niimero de folhas, justifica-se utilizar 0,5mg L™ de ANA, que é
o regulador de crescimento de menor custo. Na concentragio de 0,25mg L™ de
ANA, combinada com Smg L' de GA;, foram observadas 6 folhas.

J4 Andrade et al. (2001), trabalhando com embribes zigéticos de Coffea
arabica cv. Catuai Vermelho, observaram melhores resultados para o niimero de
folhas com a utilizagio de Img L' de ANA.

Altas concentragdes de GA;, independentemente das concentragGes de

ANA, proporcionaram folhas alongadas, estreitas e retorcidas (Figura 2A).
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FIGURA 9. Efeito de concentragdes de ANA ¢ GA; no niimero de folhas de
plantulas de C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA, Lavras, MG,
2004.

Massa fresca da parte aérea

Para a varidvel massa fresca da parte aérea de plantulas, verifica-se que
ndo houve interacdo significativa entre as concentragoes de ANA e GA; (Tabela
4).

Melhor resultado para massa fresca da parte aérea de embrides (0,079g)
foi verificado quando se utilizou 0,75mg L' de ANA (Figura 10). Entretanto, na
auséncia desse mesmo fitorregulador, foram obtidos 0,060g de massa fresca da
parte aérea. Nesse caso, justifica-se utilizar o meio de cultura com o
fitoregulador ANA ausente, com o objetivo de redugiio de custos. Jd Andrade et

al. (2001), estudando embrides zigéticos de Coffea arabica cv. Catuai
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Vermelho, obtiveram melhores resultados para massa fresca com a adicio de

0,53mg L' de ANA ao meio de cultura.
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ANA (mg.L™")

Y = 0,062 - 0.2247x + 0,68x° -04693x> R*=0,98

FIGURA 10. Efeito de concentragdes de ANA na massa fresca da parte aérea de
plantulas de C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA, Lavras, MG,
2004.

Comprimento da parte aérea

Melhor resultado para comprimento da parte aérea (2,75cm) foi obtido
com a utilizagio de 0,5mg L' de ANA e 142mg L' de GA; (Figura 11).
Entretanto, na auséncia de ANA associada a 20mg L' de GA; obtiveram-se
plantulas de cafeeiro com 2,55cm. O incremento das concentragdes de GA3 na
auséncia de ANA promoveu aumento no comprimento da parte aérea.
Entretanto, Andrade et al. (2001) obtiveram melhor resultado para comprimento
da parte aérea de Coffea arabica cv. Catuai Vermelho quando adicionaram, ao

meio de cultura, Img L' de ANA.



Observa-se que, com a concentragio de 0,5mg L' de ANA, houve um
decréscimo no comprimento de plantulas com a adigio de concentragGes
superiores a 14,5mg L' de GA;, provavelmente devido ao efeito fitotoxico desse

regulador.
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FIGURA 11. Efeito de concentragdes de ANA e GA; no comprimento da parte
aérea de plantulas de C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA, Lavras,
MG, 2004.

H4 poucos relatos da obtengdo de embriogénese somitica direta em C.
arabica. Entretanto, C. canephora tem sido utilizada como espécie modelo para
o emprego dessa técnica. Esta diferenca de resposta entre espécies, aliada a
baixa freqii€ncia de formagio de embrides, indica que alguns problemas ainda
precisam ser resolvidos antes do uso pritico da micropropagagio via
embriogénese direta em cafeeiro. Portanto, para a utilizagdo em larga escala,

pesquisas ainda sdo necessdrias para desenvolver protocolos de embriogénese
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direta que permitam aumentar a amplitude de gendtipos capazes de produzir
embrides somdticos em alta freqiiéncia e estabilidade genética do genétipo do

doador.

4.4 Presenca ou auséncia de raizes na aclimatizagiio de plintulas

Os resultados da andlise de varifincia para as caracteristicas avaliadas
estdo apresentados na Tabela 5. Para a varidvel massa fresca total houve efeito

significativo para os fatores estudados.

TABELA 5. Resumo da andlise de variincia para as caracteristicas nimero de
pares de folhas (NPF), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da maior raiz e massa fresca total de planta (MFT).
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Fontes de variagiio Quadrados médios

GL NPF CPA CMR MFT
Tratamentos 2 0,9033 0,6440 0,0102 0,0193%*
Erro 9 0,3044 0,2401 0,2604 0,0014
C. V. (%) 8,95 10,15 11,05 12,72

“significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

As varidveis nimero de pares de folhas, comprimento da parte aérea e
comprimento da maior raiz nio apresentaram significincia para os fatores
estudados (Tabela 5) e, dessa forma, para as varidveis em questio, nio houve
diferenca entre os tratamentos. Isso implica que a utilizagdo de AIB, ex vitro ou
in vitro, para o enraizamento de plintulas de cafeeiro, é desnecessdria para
incrementar o crescimento € o desenvolvimento da parte aérea e raizes.

Observou-se que houve 100% de enraizamento em todos os tratamentos testados
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(Figura 3A). Esse comportamento estd de acordo com Carvalho (1997) que,
estudando a aclimatizagiio de cafeeiro cv. Acaid, observou que nio havia
necessidade do enraizamento in vitro com a utiliza¢do de AIB.

Segundo George (1996), apesar do interesse para a aclimatizagio de
plintulas enraizadas in vitro, tem-se observado que as raizes formadas nesta
condi¢io nio se tornam suficientemente desenvolvidas para estimular o
crescimento de plantas lenhosas. Além disso, o enraizamento in vitro é
extremamente indesejivel sob o aspecto econdmico. O gasto extra com o
enraizamento in vitro apenas se justifica caso este resulte em plantulas de methor

qualidade final ou se perdas durante a aclimatizagio puderem ser reduzidas.

Massa fresca total

Melhor resultado para massa fresca total (0,341g) foi obtido quando
aclimatizaram-se brotagdes sem raizes (Tabela 6). Provavelmente, devido a
regeneragiio de raizes diretamente no substrato, tende-se a produzir um sistema
radicular mais completo e funcional. Segundo Leite (1995), o sistema radicular
formado in vitro €, em geral, pouco ramificado, quebradigo e isento de pélos
radiculares, o que dificulta a absor¢io de 4gua e nutrientes durante a
aclimatizagiio.

O enraizamento in vitro ou ex vitro, com a utilizacio de AIB, niio
contribuiu para mator massa fresca total de plintulas de cafeeiro cv. Acaid
Cerrado. Embora o AIB seja a auxina mais utilizada na indugio de
enraizamento, misturas de diferentes auxinas tém apresentado melhores
resultados do que quando utilizadas isoladamente (Assis & Teixeira, 1998).
Segundo Carvalho et al. (1999), a imersdo de brotagdes de cafeeiro em solugio
contendo AIB prejudica o desenvolvimento das plintulas durante a fase de

aclimatizagiio.
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TABELA 6. Efeito de AIB e presenga ou auséncia de raizes na massa fresca
total de plantulas de C. arabica cv. Acaid Cerrado. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

Tratamentos Massa fresca total (g)
SR-MS (sem raiz + MS) 0,341 a
CR-AIB (com raiz + AIB) 0,273 b
SR-AIB (semraiz + AIB) 0,202 ¢

Médias seguidas pela mesma letra niio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSOES

E possivel a obtengiio de plantulas micropropagadas de Coffea arabica
L. cultivar Acaid Cerrado pela embriogénese somdtica direta.

A agdo combinada entre cinetina ¢ GA; estimula a indugiio de embrides
somdticos pela via direta.

O enraizamento de brotagdes de cafeeiro cv. Acaid Cerrado pode ocorrer

simultaneamente ao processo de aclimatizagdo.
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FIGURA [A. Desenvolvimento de embrides somiticos
de cafeeiro cv. Acaid Cerrado pela via direta. UFLA,

Lavras, MG, 2004,

i b

10mg L' de GA,

FIGURA  2A.  Altas
independentemente  das

20 mg L de GA;

concentragoes  de
concentragoes  de

GA;,
ANA,

proporcionam folhas alongadas, estreitas e retorcidas.

UFLA, Lavras, MG, 2004.
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FIGURA 3A. 100% de enraizamento em todos os tratamenlos.
UFLA, Lavras, MG, 2004.





