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RESUMO

PEREIRA, Alba Regina. Embriogênese somática direta em Coffea arábica L.
cv. Acaiá Cerrado. 2005. 60 p. Dissertação (Mestrado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A inexistência de metodologia para a propagação vegetativa de Coffea arábica
L. em escala comercial tem sido a maior restrição ao emprego desta técnica para
o uso de híbridos de cafeeiros obtidos pelo melhoramento genético. A técnica de
cultura de tecidos é uma opção viável para a obtenção de grande número de
plantas com alta qualidade genética e fitossanitária, em curto espaço de tempo.
Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de embriogênese
somática direta em Coffea arábica cv. Acaiá Cerrado. Na indução direta de
embriões somáticos avaliou-se a influência de cinetina (0; 1; 2; 4 e 8mg L'1) x
GA3 (0; 2,5; 5,0; 10 e 20mg L'1) em segmentos foliares, oriundos de plântulas
estabelecidas in vitro, com tamanho médio de lcm\ Avaliou-se a influência de
sacarose (0; 30; 60; 90 e 120g L'1) x BAP (0; 2; 4 e 8mg L'1) em embriões
somáticos oriundos da embriogênese direta. No desenvolvimento das plântulas,
testaram-se ANA (0; 0,25; 0,5 e Img L'1) x GA, (0; 2,5; 5,0; 10 e 20 mg L'1) em
brotações, com tamanho médio de 1 a 1,5cm, oriundas de embriões somáticos in
vitro. Durante a etapa de indução de embriões, o experimento foi conduzido em
sala de crescimento em condições de obscuridade e, na etapa de
desenvolvimento dos embriões e plântulas, os explantes foram submetidos à
irradiância em torno de 32uM m"2 s"\ temperatura de 25 ± 1°C e fotoperíodo de
16 horas. Na aclimatização, avaliou-se o efeito da presença e ausência de raízes
em plântulas de cafeeiro oriundas de embriogênese somática direta. A ação
combinada entre cinetina (5,6mg L1) e GAiOOmg L"1) estimula a indução de
embriões somáticos pela via direta. A adição de 90g L'1 de sacarose e 2mg L'1
de BAP ao meio de cultura proporciona melhor crescimento in vitro de embriões
de cafeeiro. Utilizando-se 0,5mg L'1 de ANA e 14,2mg L'1 de GA? obtém-se
maior comprimento da parte aérea de brotações de C. arábica L. cv. Acaiá
Cerrado. O enraizamento de brotações de cafeeiro cultivar Acaiá Cerrado pode
ocorrer simultaneamente ao processo de aclimatização.

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



ABSTRACT

PEREIRA, Alba Regina. Direct somatic embryogenesis in Coffea arábica L.
cv. Acaiá 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
arábica 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 arábica cv.
Acaiá Cerrado. In the direct induction of somatic embryos, the kinetin influence
was evaluated inconcentrations ranging (0; l; 2; 4 and 8mg L'1) combined with
GA3 (0; 2.5; 5.0; 10 and 20mg L"1) in leaf segments, originated from in vitro
established plantlets, with an average size of Icm2. The sucrose influence was
evaluated in concentrations of (0; 30; 60; 90 and 120g L'1) in association with
BAP (0; 2; 4 and 8mg L'1), 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'1) in
association with GA3 (0; 2.5; 5.0; 10 and 20mg L"1) inbuds with anaverage size
from 1 to l.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'2 s"1, 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"1) and GA3 (lOmg L'1) stimulated the induction of
somatic embryos in a direct way. The addition of 90g L"1 of sucrose and 2mg L'1
of BAP to the culture médium provided better in vitro growth of coffee
embryos. When using 0.5mg L'1 ofANA and 14.2mg L'1 ofGA3, longer lengths
of the aerial part of the buds of C. arábica L. cv. Acaiá Cerrado were obtained.
Rooting of coffee buds of the Acaiá Cerradocultivar can happen simultaneously
to the acclimatization process.

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



1INTRODUÇÃO

A cafeicultura é uma atividade de elevada importância no cenário do

agronegócio brasileiro, sendoo Brasil o maiorprodutor e exportadormundial de

café há, pelo menos, 150 anos.

Além de sua importância econômica, a cultura do cafeeiro tem

importante função social, pois é geradora de grande número de empregos,

diretos e indiretos, sendo responsável pela fixação de grande parte da população

na zona rural.

A cafeicultura tem sido grandemente beneficiada pelo sucesso dos

programas de melhoramento genético, que têm colocado à disposição dos

cafeicultores cultivares mais adaptadas, produtivas e que atendem às

necessidades dos consumidores. Entretanto, o melhoramento genético do

cafeeiro por meio de métodos convencionais, principalmente hibridação,

retrocruzamentos e cruzamentos interespecíficos, seguidos da seleção de

populações, avaliação de progênies, é um processo demorado, podendo levar

mais de trinta anos para se obter uma nova cultivar. Dessa forma, o

desenvolvimento de técnicas para propagação acelerada de plantas de cafeeiro é

fundamental para aumentar a taxa de multiplicação e possibilitar a rápida

difusão de novas cultivares.

Nessecontexto, a propagação vegetativa é indicada para a multiplicação

de cultivares de alta produtividade e resistentes a enfermidades, garantindo

uniformidade nos povoamentos e mantendo o ganho genético obtido na seleção.

No entanto, a multiplicação vegetativa pelos métodos convencionais deve

limitar-se à utilização de fragmentos de ramos ortotrópicos, em que o número é

sempre limitado para um clone recentemente selecionado. Em contrapartida, as

dificuldades de multiplicação podem ser minimizadas por meio da propagação

vegetativa in vitro.



As técnicas de cultivo in vitro têm possibilitado a obtenção de grande

número de plantas em curto espaço de tempo e garantia da uniformidade

genética do material. Assim, essa técnica é vantajosa quando aplicada em

variedades melhoradas ou híbridos F| que possuam pouco material disponível e

necessitam ser propagadas rápida e massivamente, com a finalidade de produção

de mudas.

Um importante método de multiplicação in vitro de plantas de Coffea é a

embriogênese somática, que consiste no desenvolvimento de embriões a partir

de células haplóides ou somáticas diplóides sem que haja a fusão de gametas e

que possibilita micropropagação acelerada de clones superiores e a manutenção

de híbridos interespecíficos.

Alguns protocolos de embriogênese somática já foram estabelecidos,

porém, há necessidade de otimização da técnica para que esta torne viável a

produção de mudas em escala comercial.

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

embriogênese somática direta de Coffeaarábica cultivar Acaiá Cerrado.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Aspectos gerais da cafeicultura brasileira

O cafeeiro pertence à família Rubiaceae, na qual destaca-se o gênero

Coffea, com cerca de 100 espécies. As mais importantes são Coffeaarábica L. e

Coffea canephora Pr., representando praticamente todo café produzido e

comercializado no mundo, com cerca de 70% de café arábica e 30% de robusta,

respectivamente (Guimarães et ai., 2002).

A espécie C. arábica é nativa do nordeste da África, em uma área que

compreende o sudoeste da Etiópia, sudeste do Sudão e norte do Quênia, sendo

atualmente cultivada em regiões tropicais com altitudes acima de 500 metros.

Esta espécie é a única tetraplóide (2n = 44) e autógama do gênero, com 10% a

12% de fecundação cruzada. A ausência de efeitos deletérios causados por

autofecundações sucessivas e a baixa porcentagem de alogamia fazem com que

sua forma predominante de propagação seja feita por sementes (Vieira &

Kobayashi, 2000). Apresenta raiz pivotante curta e grossa, freqüentemente

múltipla (Rena & Maestri, 1986) e raízes secundárias ramificadas. O caule único

e os ramos ortotrópicos podem dar origem às folhas e também aos ramos

plagiotrópicos, os quais dão origem às folhas e aos botões florais. As folhas

apresentam coloração verde-escuro, são elípticas e apresentam lâminas

brilhantes e domáceas visíveis. Os frutos são drupas, de cor amarela ou

avermelhada, possuindo superfície lisa, exocarpo delgado, mesocarpo camoso e

endocarpo fibroso. O endosperma possui uma película prateada e na base aloja-

se o embrião (Maciel, 2001).

A espécie C. arábica é a de maior importância econômica para o Brasil,

que está classificado como maior produtor, exportador e segundo maior

consumidor de café do mundo. No país, aproximadamente dez milhões de



trabalhadores envolvem-se direta ou indiretamente com a cultura, em todos os

segmentos do setor, desde a produção até a comercialização e industrialização

(Mendes, 1997).

O centro-sul é a principal região cafeeira do país e os estados de Minas

Gerais, São Paulo, Espírito Santo e Paraná somam mais de 90% da produção

nacional de café. Minas Gerais participa de forma importante nesse cenário,

destacando-se como maior produtor do Brasil, com cerca de 45% a 50% da

produção (Mendes, 1997).

O Sul de Minas Gerais é a principal e mais tradicional região cafeeira do

estado, com aproximadamente 50% da produção estadual e 34% da produção

brasileira de café. A região compreende as áreas geográficas delimitadas pelos

paralelos 12°12' a 22°10' de latitude e 44°20' a 47°20' de longitude. Caracteriza-

se também por áreas de altitude elevada de 700 a 1080 m, temperatura amena,

sujeitas a geadas moderadas e capazes de produzir um café de excelente

qualidade de bebida (Ribeiro et ai., 1998).

2.2 Principais cultivares de Coffea arábica no Brasil

A introdução do cafeeiro no Brasil foi realizada em 1727, quando o

Sargento Francisco de Mello Palheta introduziu pequena quantidade de sementes

e mudas na região norte do país, mais precisamente em Belém, no estado do

Pará. A variedade introduzida foi a Typica e, posteriormente, em 1845, foi

introduzida a variedade Bourbon Vermelho e em 1850, a variedade Sumatra

(Guimarães et ai., 2002).

Até o início do ano de 1930, o melhoramento genético do cafeeiro era

feito apenas com introduções de novos germoplasmas, importados de outros

países e o processo de seleção não utilizava técnicas científicas, sendo, por isso,

considerado 'empírico'. Foi a partir de 1933, com a criação da Seção de



Genética do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), que o melhoramento

genético do cafeeiro no Brasil passou a serconduzido de maneira científica. Foi

estabelecido um amplo projeto de pesquisas, cujo objetivo era a obtenção de

plantas com alta capacidade produtiva, vigorosas, com resistência às doenças e

insetos pragas e boas características físicas e químicas do grão (Mendes &

Guimarães, 1997).

Nos primeiros trabalhos, avaliaram-se progênies das variedades em uso,

notadamente Bourbon Vermelho, Bourbon Amarelo e Sumatra. Posteriormente,

progênies foram selecionadas nesses materiais e lançadas para plantio comercial,

o que já constituiu um ganho para a cafeicultura.

A partir de 1940, grandes avanços foram obtidos pelo programa de

melhoramento genético do IAC, com a seleção da cultivar Mundo Novo (em

lavoura comercial, como produto de um provável cruzamento natural entre as

variedades Sumalra e Bourbon Vermelho) e, nos anos de 1950 e 1960, com a

obtenção da cultivar Catuaí (pela hibridação artificial entre as cultivares Mundo

Novo e Caturra Amarelo). A cultivar Icatu, resistente à ferrugem, foi obtida em

1950, pela hibridação artificial entre uma planta de Coffea arábica (cultivar

Bourbon Vermelho) e uma de Coffea canephora. Outro trabalho iniciado pelo

IAC e concluído pelo sistema estadual de pesquisa em Minas Gerais foi o de

obtenção da cultivar Rubi. Realizando-se retrocruzamentos dessa cultivar com a

Mundo Novo, obteve-se excelente vigor vegetativo e maior produtividade

(Guimarães et ai., 2002).

A partir de 1970, praticamente todoo parque cafeeiro brasileiro passoua

ser constituído por linhagens selecionadas nas cultivares Mundo Novo e Catuaí.

A cultivar Acaiá 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 diâmetro de copa e arquitetura adequada, a qual vem despertando o

interesse dos cafeicultores para o plantio adensado.

2.2.1 Cultivar Acaiá

Dentro da cultivar Mundo Novo foram selecionadas plantas com frutos

de sementes grandes. Acredita-se que esse fenótipo tenha sido herdado da

cultivar Sumatra, integrante do cruzamento que originou a cultivar Mundo Novo

(Guimarães et ai., 2002). Apresenta-se com boa produção de café beneficiado e

boa rusticidade. A altura média das plantas chega a atingir 4,2m e o diâmetro

médio da copa é de l,8m. A cor da brotação nova é geralmente bronze e os

ramos secundários são menos abundantes que nas demais cultivares de Mundo

Novo. A esse material foi dado o nome de Acaiá, termo originado do guarani,

que significa exatamente "frutos com sementes grandes".

Em Minas Gerais, em 1995, foi lançada uma cultivar derivada da Acaiá,

que recebeu a denominação de Acaiá Cerrado. O trabalho, realizado durante

quase 30 anos pelo Sistema Estadual de Pesquisa Agropecuária (EPAMIG-

UFLA-UFV), teve início em Viçosa, com a seleção de plantas individuais na

progênie LCP-474-1, que se mostrava muito heterogênea para vários caracteres

de interesse. Por meio da seleção entre e dentro de progênies, o material foi

avançado e as avaliações realizadas principalmente na região do Triângulo

Mineiro e Alto Paranaíba de Minas Gerais (região do "Café do Cerrado"). Ao

final de cinco ciclos de seleção, chegou-se à cultivar Acaiá Cerrado, que vem

exibindo excelente desenvolvimento vegetativo, com elevadas produções,

mesmo em condições de solos menos férteis. A altura média é inferior à do

Acaiá tradicional, em média 3,lm, com diâmetro de copa de l,88m (Guimarães

et ai., 2002).



De acordo com os mesmos autores, todas as seleções de Acaiá e Acaiá

Cerrado têm despertado o interesse dos cafeicultores para o plantio adensado,

em razão do seu reduzido diâmetro de copa e arquitetura adequada. São usados

espaçamentos entre 1,7 a 2,0mentre linhas e 0,5 a l,0m entre plantas. Emborao

material tenha porte alto, com o manejo por meio de podas programadas (a cada

4 a 5 colheitas), tem sido possível obter altas produtividades nessas condições de

plantio. No sistema convencional, para o livre crescimento, os espaçamentos

mais indicados se assemelham àqueles recomendados para a cultivar Mundo

Novo, podendo apenas ser um pouco mais reduzido o espaçamento entre linhas.

2.3 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas

quais um explante (célula, tecido ou órgão) é isolado e cultivado sob condições

de assepsia, em um meio nutritivo artificial (Pasqual, 2001a). Estas culturas são

tratadas adequadamente por meio de balanço nutricional e hormonal,

estabelecendo-se condições ambientais bem controladas (Bandel et ai., 1975). O

princípio básico da cultura de tecidos é a Hotipotencialidade' das células, ou

seja, qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informação genética

necessária à regeneração de uma planta completa e com constituição idêntica à

da planta matriz (Pasqual, 2001a).

As técnicas de cultivo de tecidos e células vegetais in vitro têm sido

consideradas como complementares aos métodos convencionais de

melhoramento genético. Por meio de técnicas como cultura de embriões, de

anteras, de protoplastos, de células somáticase da manipulação genética in vitro,

têm-se obtido resultados promissores na obtenção mais rápida de genótipos

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 espaço 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, têm evoluído juntamente com a própria ciência da biotecnologia.

Inicialmente, foram utilizados os mais diferentes tipos de meios e componentes.

Um grande passo foi dado em 1962, com a publicação do trabalho de Murashige

& Skoog, os quais determinaram a concentração de sais, estabelecendo o meio

'MS'(Pasqual, 2001b).

O meio nutritivo deve suprir tecidos e órgãos cultivados in vitro com

nutrientes necessários ao crescimento. Basicamente, o meio de cultura é

composto de uma fonte de carboidratos (normalmente a sacarose), macro e

micronutrientes e outras substâncias, como vitaminas, aminoácidos, agente

geleificante e reguladores de crescimento e, eventualmente, aditivos, como

antibióticos e carvão ativado. Suco e polpa de frutas, leite de coco, extrato de

leveduras (malte) e proteínas hidrolisadas são produtos que podem ser

adicionados ao meio de cultura como alternativa para substituir vitaminas e

aminoácidos ou mesmo como suplementos (Pasqual, 2001b).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas são controlados por

substâncias orgânicas naturais denominadas fitormônios, os quais são

sintetizados em pequenas concentrações e em determinadas regiões das plantas.

Eles são distribuídos em diferentes órgãos, nos quais exercem suas funções,

inibindo ou estimulando processos fisiológicos e ou bioquímicos vitais. Esses

fitormônios podem ser sintetizados em laboratório e são denominados de

substâncias reguladoras de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger,

2004).



Na cultura de tecidos, a adição de reguladores de crescimento ao meio

de cultura é de suma importância, pois reproduz o que ocorre naturalmente na

planta. Combinações entre essas substâncias propiciam melhor crescimento e

desenvolvimento do explante (Andrade, 1998).

Segundo Skoog & Miller (1957), um adequado balanço entre auxinas e

citocininas estabelece eficiente controle no crescimento e na diferenciação das

culturas in vitro sendo, conseqüentemente, os reguladores de crescimento mais

utilizados na cultura de tecidos.

As auxinas promovem o crescimento do caule, folhas e raízes, além de

serem responsáveis pela dominância apical (Taiz & Zeiger, 2004). Porém, na

fase de multiplicação, para muitas espécies não há a necessidade da adição de

auxina ao meio de cultura (Quoirin & Lepoivre, 1977). Neste caso, a auxina

pode ser prejudicial devido, provavelmente, a um desbalanço da relação

endógena de auxinas e citocininas dos explantes, reduzindo ou inibindo o

número de brotações ou favorecendo demasiadamente o enraizamento ou a

formação de calo em detrimento da multiplicação (Grattapaglia & Machado,

1998). Segundo Pasqual (2001b), as principais auxinas utilizadas são: ácido

indol acético (AIA), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido indol butírico

(AIB) e ácido naftaleno acético (ANA).

Embora as auxinas não sejam necessárias no cultivo in vitro de algumas

espécies, as citocininas são indispensáveis para a quebra da dominância apical e

indução de proliferação de gemas axilares. Além disso, promovem divisão,

alongamento e diferenciação celular e retardam a senescência das plantas (Taiz

& Zeiger, 2004). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o tipo de citocinina

e a sua concentração são os principais fatores que influenciam o sucesso da

multiplicação in vitro. Experimentos testando diversas combinações de

citocinina com outros reguladores de crescimento são muito comuns para o

ajustamento dos meios de cultura.



O BAP (6-benzilaminopurina) tem sido muito eficiente na multiplicação

de partes aéreas e indução de gemas adventícias em diversas espécies (Hu &

Wang, 1983) e é a citocinina mais utilizada, seguida pela cinetina e 2iP

(isopenteniladenina).

Apesar de a citocinina ser essencial à multiplicaçãoda parte aérea, o seu

excesso é tóxico e caracteriza-se, principalmente, por excessivo número de

brotos, redução no tamanho das folhas, encurtamento dos entrenós,

engrossamento exagerado dos caules e vitrificação (Leshem et ai., 1998). Qi-

Guang et ai. (1986) observaram que altas concentrações de BAP inibiram a

brotação das gemas e, conseqüentemente, o número de partes aéreas,

promovendo a formação de calo em Castaneamoilissima.

As giberelinas têm como principal efeito em cultura de tecidos o

alongamento das brotaçõesdurante a multiplicação ou antes do enraizamento. O

crescimento e a rediferenciação de calos podem ser promovidos pelas

giberelinas, mas isto não é observado em todas as espécies de plantas (Barrueto

Cid, 2000). Segundo Kochbaet ai. (1974), a presença de ácido giberélico (GA3)

no meio de cultura proporciona a iniciação de uma zona meristemálica radicular

e ou estimula o desenvolvimento de uma zona radicular existente. Todavia,

quando aplicado em concentrações relativamente elevadas, o ácido giberélico

impede a formação de raízes, especialmente se as auxinas forem aplicadas

simultaneamente.

Praticamente todas as células, tecidos e órgãos cultivados in vitro são

heterotróficos e dependem de uma fonte externa de energia. Portanto, torna-se

necessário incorporar ao meiode cultura uma fonte de carbono. Os carboidratos

fornecem energia e esqueletos de carbono, que são utilizados para a biossíntese

de polissacarídeos, aminoácidos e proteínas. 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 concentração da sacarose varia de acordo com a espécie cultivada in

vitro, como tem sido observado por diversos autores. Para a maioria das espécies

é utilizada a concentração indicada pelo meio "MS' de 30g L"1 (Caldas et ai..

1998).

2.4 Embriogênese somática em Coffea arábica L.

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro no Brasil têm

alcançado sucesso na obtenção de cultivares produtivas, elevando em cerca de

200% a produtividade das atuais cultivares em relação à primeira variedade

plantada no Brasil. Porém, o tempo gasto e os recursos dispendidos são fatores

limitantes para o melhoramento do cafeeiro por meio de métodosconvencionais.

uma vez que, nos últimos anos, surgiram novos problemas, como doenças,

pragas, nemalóides e maior exigência em qualidade pelo mercado consumidor

(Mendes. 1997). A multiplicação vegetativa in vitro é uma opção viável a curto

prazo, para a solução desses problemas.

A micropropagação ou propagação vegetativa in vitro é uma das

aplicações de mais larga utilização. Destina-se, principalmente, àquelas plantas

que sãode difícil propagação pelos métodos convencionais, permitindo obtenção

de grande número de plantas sadias e geneticamente uniformes em curto período

de tempo (Pasqual. 2001a).

A micropropagação pode ser conduzida por meio da proliferação de

gemas axilares. pela indução de gemas adventícias por organogênese e pela

embriogênese somática.

Técnicas de cultura de células e tecidos vegetais foram inicialmente

estudadas e estabelecidas para o cafeeiro a partir do trabalho pioneiro de

Staritsky (1970). que descreveu a indução de embriões somáticos e plântulas

oriundas de ramos ortotrópicos de Coffea canephora. Posteriormente, trabalhos
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envolvendo espécies de Coffea arábica foram desenvolvidos com o intuito de

aumentar a taxa de multiplicação, determinar o melhor meio de cultura e a

relação ideal entre reguladores de crescimento (Andrade 1998; Ribeiro 2001).

Diversos trabalhos foram realizados utilizando cultura de tecidos para a

propagação de variedades comerciais de café, regenerando plantas por meio de

ncoformação de gemas, de secção de entrenós verdes, de ramos ortotrópicos e

por indução de embriogênese somática a partir de explantes foliares (Herman &

Hass. 1975: Sondahl & Sharp, 1977: Dublin 1980).

O meio de cultura MS (Murashige & Skoog. 1962) é o mais utilizado na

propagação in vitro de C. arábica, promovendo resultados positivos na

multiplicação de segmentos nodais. desenvolvimento de embriões e indução de

embriogênese somática em explantes foliares (Cordeiro, 1999: Ribeiro. 2001).

O cafeeiro, como outras espécies lenhosas, libera substâncias fenólicas

e, por esta razão, devem ser adicionadas ao meio de cultura substâncias

antioxidantes. como carvão ativado, polivinilpirrolidona (PVP). ácido ascorbico

e ácido cítrico (Andrade, 1998).

Dentro das aplicações da micropropagação de plantas destaca-se a

embriogênese somática, apresentando grande potencial a serexplorado, capaz de

maximizar a propagação do cafeeiro, tanto de cultivares já recomendadas para

plantio como de híbridos vindos de programas de melhoramento genético

(Maciel. 2001).

A embriogênese somática pode ser definida como o processo de

desenvolvimento de embriões a partir de células haplóides ou somáticas

diplóides, sem que haja a fusão de gametas (Schultheis et ai.. 1990). Segundo

Sharp et ai. (1980), embriogênese somática in vitro apresenta dois padrões

básicos de desenvolvimento de embriões: a) direta, na qual os embriões

somáticos originam-se diretamente de tecidos de matrizes sem a formação de

estádios intermediários de calos: b) indireta, na qual os embriões somáticos se
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formam a partir de calos, que apresentam células em vários estádios de

diferenciação. Em ambos os padrões, o embrião somático segue a mesma

seqüência de desenvolvimento do zigótico, ou seja, a passagem pelos estádios

globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Guerra et ai., 1999).

Em explantes foliares de café, pela via direta, os embriões somáticos

originam-se, aparentemente, de células embriogênicas predeterminadas que

requerem apenas um regulador de crescimento ou condições favoráveis

(Williams & Maheswaran, 1986). No processo de embriogênese somática

indireta, os embriões surgem: a) de calos primários não diferenciados, que são

formações de coloração marrom, globulares e mais ou menos compactas,

situadas nos bordos dos explantes e contendo no máximo 20 embriões/explante;

b) calos secundários embriogênicos friáveis, que originam cerca de 100 a 300

embriões/explante, quando cultivados em meio de cultura semi-sólido (Sondahl

& Sharp, 1977).

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), uma característica diferencial

entre estes dois padrões de desenvolvimentoembriogênico é a resposta à ação de

reguladores de crescimento. Enquanto a embriogênese direta caracteriza-se pelo

cultivo dos explantes em um único meio de cultura com a adição de apenas uma

citocinina, a indireta requer alta relação auxina/citocinina para a formação de

calos não diferenciados em um meio de cultura inicial e baixa relação para a

indução de calos embriogênicos durante culturas subseqüentes.

Os primeiros trabalhos conhecidos de embriogênese somática no gênero

Coffea foram realizados por Starisky (1970), que obteve rápida proliferação de

calos na espécie C. arábica e embriões e plântulas com explantes de C.

canephora. Desde então têm sido desenvolvidas pesquisas sobre a embriogênese

somática no cafeeiro em diversos países (Cordeiro, 1999; Sreenath, 2000).

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

embriogênese (porcentagem de explantes que produzem embriões) e o número
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de embriões produzidos por explante dependem de vários fatores, como origem

e tamanho do explante, composição do meio de cultura e reguladores de

crescimento, órgão fornecedor de explante, idade e época do ano em que é

colhido o material propagativo da planta doadora.

A implementação da embriogênese somática ocorre a partir de explantes

de origens diversas, como fragmentos de ramos ortotrópicos, ramos

plagiotrópicos, folhas e tegumentos de óvulos, destacando-se as folhas, por

serem mais abundantes e de fácil desinfestação (Dublin, 1991).

A indução da embriogênese somática em explantes vegetais, assim como

a multiplicação e crescimento de plântulas, é altamente dependente da

composição dos nutrientes minerais no meio de cultura (Monteiro-Hara, 2000).

Normalmente são empregados pelo menos dois diferentes meios de cultura,

sendo o primeiro otimizado visando à indução da embriogênese somática,

enquanto o segundo meio permite o desenvolvimento dos embriões somáticos

(Guerra et ai., 1999).

A sacarose tem sido a fonte de carboidratos mais usada no cultivo in

vitro de cafeeiro, embora outros mono e dissacarídeos possam ser utilizados. A

concentração de sacarose influencia nos processos de iniciação e de

diferenciação dos embriões, uma vez que o seu metabolismo em plantas é

regulado por um grupo de genes por meio das enzimas sacarose sintetase e

sacarose invertase, cujas respostas são moduladas de acordo com a variação de

sua concentração (Guerra et ai., 1999).

Maciel et ai. (2003), trabalhando com embriogênese somática indireta

em cafeeiro cv. Obatã observaram que a utilização de 30g L'1 de sacarose no

meio de cultura promoveu uma média de 202 embriões globulares e cordiformes

até o máximo de 3,3mg L"1 de BAP, registrando-se redução na presença de

concentrações mais elevadas. Para embriões cotiledonares, os melhores

resultados foram alcançados utilizando-se 45g L'1 de sacarose, combinados com
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2,0mg L'1 da citocinina BAP. Entretanto, Pereira et ai. (2002), estudando a

formação de embriões somáticos indiretos de cafeeiro cv. Acaiá Cerrado

cultivado sob diferentes concentrações de BAP e sacarose, observaram que o

melhor resultado, tanto para embriões globulares como para cordiformes, foi

obtido utilizando 8,0mg L1 de BAP associados a 60g L'1 de sacarose,

proporcionando um total de 247 embriões formados.

As auxinas e citocininas têm papel fundamental na embriogênese

somática de várias espécies de plantas. Algumas necessitam de meio de cultura

suplementado com ácido giberélico ou ácido abscísico para o desenvolvimento

de embriões somáticos, enquanto outras não precisam dessa suplementação uma

vez estabelecido o processo de indução (Maciel, 2001).

Embora a maioria dos trabalhos em micropropagação de café por meio

da embriogênese somática direta utilize a estratégia de embriogênese indireta,

combinando auxinas e citocininas em um sistema bifásico para induzir

primeiramente a calogênese e, em seguida, a embriogênese, este sistema requer

um longo período para a obtenção de plantas regeneradas. Em multiplicação

clonal, a existência de uma longa fase para produção de calos indiferenciados no

processo de embriogênese é considerada indesejável em virtude da maior

probabilidade de ocorrência de variação somaclonal nas plantas regeneradas.

Apesar de não haver estudos específicos determinando a relação entre variação

somaclonal e o tipo de embriogênese somática, Michaux-Ferriere &

Schwendiman (1992) apontam que, em comparação ao sistema indireto, o risco

de ocorrência de variantes somaclonais no sistema de embriogênese direta seria

menor em função do tempo relativamente mais curto em cultura requerido para a

formação de embriões. Dublin (1981) também levantou a possibilidade de que a

propagação de café via embriogênese somática direta pode manter com maior

segurança a estabilidade do genótipo doador.
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Os trabalhos pioneiros desenvolvidos na tentativa de eliminar ou

diminuir a formação de calos em cafeeiro foram relatados por Staritsky & Van

Hasselt (1980). Estes autores mostraram que a resposta aos reguladores de

crescimento utilizados é extremamente dependente da espécie doadora e da

origem dos explantes, mas estabeleceram, como regra geral, que altas

concentrações de citocinina estimulam o desenvolvimento de embrióides e que

as auxinas favorecem a formação de calos.

Estudando os efeitos de vários reguladores de crescimento na indução da

embriogênese somática direta a partir de folhas de C. canephora, Hatanaka et ai.

(1991) demonstraram que as auxinas ANA, AIB, AIA e 2,4-D são altamente

inibitórias para a formação dos embrióides. Por outro lado, na ausência de

auxinas no meio de cultura, todos os tipos de citocinina testadas foram capazes

de estimular o desenvolvimento de embriões somáticos, sendo que 2-iP, na

concentração de 5mM, foi a mais efetiva.

Nakamura et ai. (1992), utilizando somente cinetina como regulador de

crescimento, observaram uma pequena proliferação de calos nas bordas dos

explantes foliares e, após 60-90 dias, foi possível verificar embriões somáticos

oriundos desses calos embriogênicos. Utilizando explantes derivados de folhas

maduras, esta formação de calos não ocorreu. É possível que, em tecidos de

folhas jovens, auxinas endógenas estejam presentes em quantidades suficientes

para permitir a formação dessa pequena massa de calos e a regeneração de

embrióides.

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), C. canephora tem sido utilizada

como espécie modelo na grande maioria dos trabalhos em embriogênese direta.

Existe grande diferença entre C. canephora e C. arábica quanto à indução de

embriogênese direta em explantes foliares. Para a primeira, é relativamente fácil

desencadear a formação de embriões somáticos em meio de cultura

suplementado somente com citocininas (Fuentes et ai., 2000), mas há poucos
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relatos da obtenção de embriogênese somática direta em C. arábica. A diferente

resposta entre espécies e entre cultivares, aliada a baixa freqüência de formação

de embriões, indica que este sistema ainda não apresenta grande potencial para

ser utilizado em processos de produção de mudas de cafeeiro em larga escala.

Em contrapartida, provavelmente, as plantasserão idênticasà planta matriz.

Apesar da variabilidade genotípica para a resposta aos protocolos de

embriogênese somática encontrada em diversas cultivares de café,

principalmente de C. arábica, esta técnica tem sido fundamental para a obtenção

de plantas de cafeeiro transformadas tanto via Agrobacterium quanto via

bombardeamento de partículas (Ribas et ai., 2001).

2.5 Aclimatização de plântulas de cafeeiro micropropagadas

Aclimatização é o processo pelo qual as plântulas produzidas em

condições controladas são transferidas para um ambiente em condições

climáticas naturais ou de transição, como a casa de vegetação. Esta fase deve

ocorrer progressivamente de forma que as plântulas sofram pouco estresse,

evitando injúrias ou até mesmo a morte (Brainerd & Fuchigami, 1981).

Segundo Read & Fellman (1985), um dos maiores obstáculos à

aplicação prática da cultura de tecidos na propagação de plantas é a dificuldade

de transferir com sucesso as plântulas da condição in vitro para a casa de

vegetação e para o campo, devido à grande diferença entre as condições

ambientais.

O principal fator limitante na aclimatização é o baixo rendimento, ou

seja, produz-se um número muito grande de plântulas micropropagadas em sala

de crescimento, entretanto há perdas significativas quando estas são transferidas

para outro ambiente. Dessa forma, poucas estarão em condições de serem
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levadas ao campo. Assim, cada planta apta para o plantio apresentará alto custo

que, inevitavelmente, será repassado para o consumidor final.

É no período de aclimatização que a plântula vai começar a ativar seus
fotossistemas I e II e a formação de cloroplastos, responsáveis pela

transformação de energia luminosa em química, entre outros fatores fisiológicos,

para que todo este processo seja perfeito e a planta se constitua de todas as suas

estruturas funcionais, essenciais para seu desenvolvimento (Carvalho, 1997).

Segundo Sutter (1988), no transplantio, o estresse hídrico das plântulas

é, geralmente, o maior problema. Embora as plântulas sejam aparentemente

perfeitas, elas apresentam uma série de deficiências anatômicas, induzidas pela

condição in vitro, que dificultam o controle da transpiração e ocasionam rápida

perda de água. Entre essas deficiências estão: pobre formação de cera

epicuticular e deficiência no mecanismo de fechamento estomático (Sutter,

1988), aumento na densidade estomática (Wetzstein & Sommer, 1982),

localização mais superficial dos estômatos na epiderme da folha (CapeNades et

ai., 1990), reduzida diferenciação do mesofilo das folhas e alta proporção de

espaços intercelulares (Capeilades et ai., 1990; Dimassi-Theriou & Bosabalidis,

1997) e deficiente conexão entre o sistema vascular do caule e raízes (Grout &

Aston, 1977).

Vários fatores são limitantes durante a fase de aclimatização: 1) a

plântula passa de uma situação de reduzido fluxo transpiratório, devido à baixa

intensidade de luz e à elevada umidade relativa, para um ambiente que demanda

um incremento na taxa de transpiração, ficando muito susceptível ao estresse

hídrico; 2) a plântula passa de uma existência heterotrófica, na qual depende de

um suprimento externo de energia (sacarose no meio), para um estado

autotrófico, no qual precisa realizar fotossíntese para sobreviver; 3) a plântula

passa a ter que incrementar a absorção de sais rapidamente e 4) a plântula passa
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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 aclimatização, vários

estudos vêm sendo desenvolvidos para favorecer o crescimento das plântulas

nessa fase limitante da cultura de tecidos (Araújo, 2004). Preece & Sutter (1991)

citam que as técnicas de aclimatização podem ser iniciadas ainda durante o

cultivo in vitro. Segundo Fráguas (2003), um método eficiente que é utilizado, é

destampar os recipientes por alguns dias antes da transferência das plântulas

para a casa de vegetação.

Outro fator que pode favorecer a aclimatização é o enraizamento in

vitro, embora alguns autores citem que o sistema radicular formado in vitro é,

em geral, pouco ramificado, quebradiço e isento de pêlos radiculares, o que

dificulta a absorção de água e nutrientes durante a aclimatização, reduzindo a

taxa de sobrevivência das plântulas (Leite, 1995; Zimmerman, 1981; Grout &

Aston, 1977). Além disso, as raízes que se desenvolvem in vitro são passíveis de

serem danificadas quando as plântulas são removidas da cultura ou quando são

transplantadas e isso aumenta as chances de infecção com doenças fúngicas e

bacterianas (George, 1996). Entretanto, alguns autores comprovam a eficiência

do sistema radicular formado in vitro e o aumento da sobrevivência após

transferência para condições ex vitro (Hicks, 1987; Sutter & Luza, 1993; Díaz-

Pérezetal., 1995).

As auxinas compreendem o grupo de fitorreguladores com maior

efetividade na promoção do enraizamento e o AIB é a auxina sintética mais

comumente utilizada na indução do enraizamento adventício (Teixeira, 1981).

O tratamento de segmentos caulinarcs com reguladores de crescimento

acelera consideravelmente o processo de enraizamento e induz maior formação

de raízes. 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. Raízes ainda

curtas são mais desejáveis, 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 não irá suprir a taxa de

transpiração (Carvalho et ai., 1998).

Carvalho (1997), avaliando o efeito de reguladores de crescimento e

presença ou ausência de raízes na aclimatização de plântulas de cafeeiro

propagadas in vitro, observou que houve 100% de enraizamento em todos os

tratamentos testados, indicando que a aclimatização de plântulas de cafeeiro

pode ser feita sem a necessidade do enraizamento in vitro. A eliminação dessa

etapa é extremamente desejável sob o aspecto econômico e de qualidade, pois a

regeneração de raízes diretamente no substrato tende a produzir um sistema

radicular mais completo e funcional.

20



3 MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de

Tecidos Vegetais e em casa de vegetação do Departamento de Agricultura da

Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

3.1 Fase de cultivo in vitro

No preparo dos meios de cultura foram utilizadas soluções-estoque do

meio 'MS' (Tabela I) armazenadas em frascos de vidro escuro, a temperaturas

cm 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 adição de 6g L"1 de ágar. Os meios foram vertidos

em tubos de ensaio (25mm x 150mm), vedados com tampas plásticas

translúcidas e autoclavados à pressão de 1,1 atm e à temperatura de I21"C,

durante 20 minutos.

Os explantes de Coffea arábica cv. Acaiá Cerrado foram inoculados em

câmara de fluxo laminar horizontal desinfestada com álcool (etanol) a 70%. Os

instrumentos (pinças e bisturis) foram autoclavados e periodicamente flambados,

durante o seu uso, com etanol 96"GL. Após a inoculaçao, os tubos de ensaio

contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura

de25± 1"C.

Para a avaliação das variáveis respostas dos experimentos foram

utilizadas: a) lupa estereoscópica, na determinação do número e estádios de

desenvolvimento dos embriões, b) balança analítica de precisão, na

determinação da massa fresca da pane aérea das plântulas e c) régua graduada,

na determinação do comprimento da parte aérea das plântulas.

Utilizou-se o delineamenlo experimental inteiramente casualizado. Os

dados obtidos foram submetidosà análiseestatística,com aplicação do teste F.
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TABELA I. Solução nutritiva MS (Murashige & Skoog. 1962).

Solução estoque
(SE)

Composios Concentração
daSE (mg L1)

Volume cia SE

adicionada ao
meio (niL)

Concentração
final

(mgL1)
A NH4NO3 82500 20 1650.00

B KNO, 95000 20 1900.00

c

I)

H3B03
KH;P04

Kl

Na2MoO,.2H:0

C0CI1.6H5O

CuCI>2IEO

MgSO ,711.0

MnSO,.4H20

ZnS04.7H20

CuSO,5H:0

1240

34(KX)

166

50

5

8800

74000

4460

1720

5

50

6.20

170.00

0.83

0.25

0.025

440.00

370,00

22.30

8.60

0.025

F NaEDTA.2ll:()

FeS047H20

7450

5570

5 37.25

27.85

HEXITOL Mio-Inositol 2000 50 100.00

VITAMINAS Tiamina-HCI 50

Ác. nicotínico 50

Piridonina- HCl 50

10

0.50

0.50

0.50

Aminoácido G liei nu so 25 2.00

AÇÚCAR Sacarose (3%) - - 300(X).0()

AGAR 0,6% - -
6000.00
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Os fatores foram analisados por meio de regressão polinomial,

utilizando-se o programa estatístico Sisvar (Ferreira, 2000). Foi adotado o

seguinte modelo estatístico:

Yijk = m + aj+ bk + abik + eijk, em que:

Yjjk: valor observado na dose do fitorregulador i, dose do fitorregulador k e

repetição j;

m: média geral;

a^ efeito da dose do fitorregulador i;

bk: efeito da dose do fitorregulador k;

abik: efeito da interação entre a dose do fitorregulador i e a dose do

fitorregulador k;

eijk: erro experimental na parcela i,k,j.
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3.1.1 Indução de embriões somáticos

Os explantes utilizados foram folhas de Coffea arábica cv. Acaiá

Cerrado, com tamanho médio de Icm2, provenientes de partes aéreas de

plântulas micropropagadas, originadas de cultura de embriões zigóticos e

estabelecidas in vitro durante 60 dias, em meio 'MS' 100% dos sais.

Os tratamentos consistiram da combinação de cinco concentrações de

cinetina (0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0mg L'1) e cinco concentrações de GA3 (0; 2,5; 5,0;

10,0 e 20,0mg L'1) adicionados ao meio 'MS' com 50% dos sais, 8,0mg.L'' de

ANA, lOOmg.L"1 de caseína hidrolisada e400mg.L"' de extrato de malte.

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio

contendo 15mL de meio de cultura. Após a inoculaçao, os tubos contendo os

explantes foram mantidos em sala de crescimento sob condições de obscuridade,

com temperatura de 25 ± l°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

em esquema fatorial 5x5, com quatro repetições de três tubos cada uma.

Após 150 dias, o experimento foi avaliado em função das seguintes

variáveis: número total de embriões, número de embriões no estádio torpedo,

número de embriões no estádio cotiledonar e comprimento do embrião.

3.1.2 Desenvolvimento de embriões somáticos

Os explantes utilizados foram embriões somáticos de Coffeaarábica cv.

Acaiá Cerrado, provenientes da embriogênese somática direta, estabelecidos

durante 30 dias em meio 'MS' com 100% dos sais, objetivando a

homogeneidade do material.

Os tratamentos consistiram da combinação de quatro concentrações de

BAP (0; 2,0; 4,0e 8,0mg L'1) e cinco concentrações de sacarose (0; 30; 60; 90e
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I20g L'1) adicionados ao meio 'MS' com 50% dos sais, lOOmg L' de caseína

hidrolisada e 400mg L'1 de extrato de malte.

Os embriões foram inoculados individualmente em tubos de ensaio

contendo l5mL de meio de cultura. Após a inoculaçao, os tubos contendo os

explantes foram mantidos em sala de crescimento com irradiância em tomo de

32uM m"2 s'1 e fotoperíodo de 16 horas, com temperatura de 25± 1°C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 4x5, com quatro repetições de três tubos cada uma.

Após 90 dias, o experimento foi avaliado em função das seguintes

variáveis: número de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca da parte

aérea.

3.1.3 Obtenção de plântulas

Utilizaram-se como explantes brotos de Coffea arábica cv. Acaiá

Cerrado com I a l ,5cm de comprimento, provenientes de embriões somáticos

obtidos por via direta, estabelecidos in vitro durante 60 dias em meio 'MS' com

100% dos sais e acrescido de 9mg L'1 de BAP, objetivando a homogeneidade do

material.

Os tratamentos consistiram da combinação de cinco concentrações de

GA3 (0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0mg L'1) e quatro concentrações de ANA (0; 0,25;

0,50; l,0mg L'1) adicionados ao meio 'MS' com 50% dossais.

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio

contendo ISmL de meio de cultura. Após a inoculaçao, os tubos contendo os

explantes foram mantidos em sala de crescimento com irradiância em tomo de

32 uM m'2 s'1 e fotoperíodo de 16 horas, à temperatura de25± l°C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 5x4, com quatro repetições de três tubos cada uma.
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Após 60 dias, o experimento foi avaliado em função das seguintes

variáveis: número de folhas, comprimento da parte aérea e massa fresca da parte

aérea.

3.2 Aclimatização de plântulas

Plântulas de Coffea arábica cv. Acaiá Cerrado, provenientes de

embriogênese somática direta, com aproximadamente 2cm de comprimento,

foram transplantadas para bandejas de isopor com 72 células e mantidas sobre

bancada de tela metálica em casa de vegetação equipada com sistema de

nebulização intermitente, com aproximadamente 90% de umidade relativa do ar

e temperatura média próxima de 25°C. A bancada ficou protegida na parte

superior, acima da tubulação de nebulização e nas laterais com tela de

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

3.2.1 Presença ou ausência de raízes na aclimatização de plântulas

Segmentos nodais foram inoculados em meio 'MS' com 100% dos sais,

suplementado ou não com AIB conforme os tratamentos. Os explantes

permaneceram em sala de crescimento por 35 dias e, após este período, foram

divididos em plântulas com raízes oriundas de meio 'MS'+ AIB 10 mg L' (CR-

AIB), plântulas sem raízes oriundas de meio 'MS* (SR-MS) e imersas em

solução contendo AD3 na concentração de 50 mg L'1 por 20 horas (SR-AIB).

Após o tratamento, foram transferidas para bandejas de isopor contendo

Plantmax hortaliças® como substrato e mantidos em casa de vegetação. O

fornecimento de minerais foi feito por meio da aplicação semanal de ImL do
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meio 'MS' líquido, com 100% dos sais porplântula, iniciado nodiado plantio e

estendendo-se até o final do experimento (comunicação pessoal)*.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,

com quatro repetições e cinco plantas por parcela. Os dados foram submetidos à

análise estatística. Após a análise de variância, as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey. Foi adotado o seguinte modelo estatístico:

Yy = m + aj + ejj, em que:

Yy: valor observado na parcela parao tratamento i na repetiçãoj;

m: média geral;

aj: efeito do tratamento i;

ejj: erro experimental na parcela i,j.

Após 80 dias, as plântulas foram avaliadas em função das seguintes

variáveis: número de pares de folhas, comprimento da parte aérea, comprimento

da maior raiz e massa fresca total.

Adriana Madeira Santos Jesus, Eng. Agrônoma. M.Sc, D.Sc. - Laboratório de Cultura
de Tecidos Vegetais. DAG/UFLA. Lavras-MG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Indução de embriões somáticos

Os resultados da análise de variância para as características avaliadas

estão apresentados na Tabela 2. Para a variável comprimento do embrião não

houve interação significativa entre os reguladores de crescimento estudados.

Para as demais variáveis, a interação entre os reguladores de crescimento foi

significativa a 1% de probabilidade.

TABELA 2. Resumo da análise de variância para as características número total

de embriões somáticos (NE), número de embriões cotiledonares

(NEC), número de embriões torpedo (NET) e comprimento do

embrião (CE). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Fontes de variação Quadrados médios
GL NE NEC NET CE

515,433** 374,986** 12,486** 1,878**

535,833** 383,453** 18,086** 18,589**

274,683** 202,578** 15,295** 0,345

13,733 15,013 3,266 0,427

C. V. (%) PÃTÕ 23j2 36M 2Õ98

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

Cinetina 4

GA3 4

Cinetina x GA3 16

Erro 50
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Número total de embriões somáticos

O efeito das concentrações de cinetina e GA3 no número total de

embriões pode ser observado na Figura I. Foram formados 45 embriões

somáticos em explantes foliares quando se adicionou, ao meio de cultura,

cinetina na concentração de 5,6mg L' combinada com lOmg L' de GA3 (Figura

IA). Com a utilização de 5,8mg L'1 de cinetina combinada com 20mg L"1 de

GA3, pode-se observar a formação de 44 embriões somáticos. Dessa forma,

como a diferença é mínima, justifica-se a utilização do meio de cultura com a

adição de lOmg L"1 de GA3, com o objetivo de redução de custos. Contudo,

concentrações acima de 6mg L"1 de cinetina associadas a 10 e 20mg L'1 de GA3

promoveram inibição e redução na formação de embriões, provavelmente

causada por desbalanço hormonal, da relação endógena entre auxinas e

giberelinas dos explantes.

Concentrações superiores a 8mg L'1 de cinetina, quando combinadas

com 2,5 e 5,0mg L'1 de GA3, podem proporcionar um aumento no número de

embriões somáticos. Essas mesmas concentrações de GA3, quando associadas a

valores entre 2 e 6mg L'1 de cinetina, reduziram o número deembriões.

O número de embriões somáticos obtidos na ausência da cinetina, em

todas as concentrações de GA3, foi inferior quando comparado aos demais

tratamentos, evidenciando-se assim a importância desse fitorregulador para a

indução de embriões em Coffea arábica cv. Acaiá Cerrado. A concentração de

2mg L'1 decinetina, quando combinada àsconcentrações de lOmg L"1 e 20mg L"1

de GA3, também mostrou-se menos eficiente na indução de embriões somáticos.

Possivelmente, nesse caso, maiores concentrações de cinetina são requeridas

para se obter maior número de embriões somáticos.
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2 4 6 8

Cinetina (mg.L"')

IGA{2,5) AQA(5,0) «GA(10.0) ♦GA(20,O)

Y„ =ns
Y,5= 8.2902 + 29.463x - 9.0942x: +0.7417x5 R: = 0.53
Y,(F 17.757 + 10,25x - 3,5407x: + 0.3238x3 R2 = 0.90
YMI„= 17.261 - 7.96I4X + 5.4662x: -0.5633x' R: = 0.98
Y3I0= 15.993 - 8.923x + 5.4354x: -0.5301x3 R: = 0.94

FIGURA 1. Efeito de concentrações de cinetina e GA3 no número total de

embriões somáticos de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA,

Lavras, MG, 2004.

Resultados similares foram obtidos por Hatanaka et ai. (1991) que,

estudando a indução de embriões somáticos a partir da embriogênese direta em

folhas de Coffea canephora, obtiveram uma média de 100 embriões/explante

quando utilizaram cinetina na concentração de 5mg L'1. Demonstraram, ainda,

que 2-iP e BAP também foram capazes de estimular o desenvolvimento de

embriões somáticos originados por via direta e que as auxinas são altamente

inibitórias para a formação de embriões. De acordo com Fuentes et ai. (2000),

existe uma grande diferença entre C. canephora e C. arábica quanto à indução

de embriogênese direta em explantes foliares. A variação entre espécies
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observadas, com relação à maior ou menor habilidade natural em formar

embriões somáticos, tem demonstrado a importância do controle genético. Tal

fato tem dificultado o estabelecimento de protocolos gerais e funcionais de

embriogênese (Vieira & Kobayashi, 2000).

Segundo Caldas et ai. (1998), poucas culturas in vitro mostram respostas

àsgiberelinas. Porém, no presente trabalho, a adição de lOmg L'1 e 20mg L'1 de

GA3 ao meio de cultura, combinada à cinetina (5,6 e 5,8mg L'1) proporcionou os

melhores resultados para o número de embriões somáticos de C. arábica cv.

Acaiá Cerrado. Kochba et ai. (1974), trabalhando com Citrits sinensis,

observaram aumentou na porcentagem de embriões somáticos quando

adicionaram ao meio de cultura o GA3. Em muitas plantas, diferenciação dos

calos em embriões somáticos foi produzida por giberelinas (Barrueto Cid, 2000).

De acordo com Carvalho et ai. (1998), o GA3 contribui para o

desenvolvimento de embriões de cafeeiro.

O número de embriões somáticos diretos de C. arábica cv. Acaiá

Cerrado obtido no presente trabalho, utilizando cinetina e GA3. foi inferior

quando comparado aos resultados de embriogênese indireta em C. arábica cv.

Obatã obtidos por Maciel et ai. (2003), os quais obtiveram proliferação de calos

utilizando 2.4-D e cinetina, alcançando, na etapa posterior, uma média de 310

embriões/explante. Este comportamento está de acordo com Vieira & Kobayashi

(2000), que asseguram que a embriogênese indireta é preferencialmente utilizada

para estudos de multiplicação clonal de plântulas de cafeeiro, pois, geralmente,

proporciona a formação de maior número de embriões somáticos/explante.

Entretanto, a embriogênese direta pode manter melhor a estabilidade genética do

genótipo doador (Dubl in, 1981).
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Número de embriões cotiledonares

Analisando-se o efeito das concentrações de cinetina e GA3 no número

deembriões cotiledonares (Figura 2), observa-se que a utilização de 20mg L"1 de

GA3, associada a 5,9mg L'1 de cinetina, promoveu a formação de maior número

de embriões cotiledonares (38). Porém, concentrações de cinetina superiores a

6mg L'1, associadas a 10 e 20mg L"' de GA3, proporcionaram redução no número

de embriões, provavelmente devido ao desbalanço hormonal causado por esses

reguladores de crescimento. Observa-se,ainda, que concentrações acima de 8mg

L"1 de cinetina, quando combinadas com 2,5 e 5,0mg L'1 de GA3, podem

proporcionar um incremento no número de embriões cotiledonares.
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Cinetina (mg.L1)
• GA(2,5) AGA(5,0) »GA(10,0) ♦GA(20,0)

Y„= ns
Y,j= 6.3957 + 22.677x - 7.024x2 + 0.5836x3 R: = 0.57
Y,,p 11.813 + 12.094x - 4.1336x2 +0.3584x3 R: = 0.78
YI(I(f 11.303 - 5.0036x + ^OOSx2 -0.4387x3 R2 = 0.97
Y^10= 12.901 -9.6032x + 5.4847x:-0,5288x3 R: = 0.94

FIGURA 2. Efeito de concentrações de cinetina e GA3 no número de embriões

cotiledonares de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras,

MG, 2004.
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Segundo Gray (1992), os embriões somáticos que se formam a partir de

complexos prô-embrionários tendem a se desenvolver de forma assincrônica,

sendo que. em determinado momento, vários estádios ontogênicos (globular.

cordiforme, torpedo e coliledonar) são observados nas culturas. Quando o

embrião apresenta o desenvolvimento do cotilédonc conseqüentemente possui

maior tamanho. Nesse estádio podem ser isolados e cultivados em meios de

cultura mais simples que contenham menores quantidades de nutrientes.

Comparando-se os resultados do número total de embriões somáticos

com o número de embriões cotiledonares, observa-se que as tendências foram

idênticas, visto que dos embriões somáticos formados, a maioria foi cotiledonar.

Número de embriões torpedo

Maior número de embriões no estádio torpedo (II) foi formado em

explantes foliares quando se adicionou, ao meio de cultura, cinetina na

concentração de 8mg L"' combinada com 5mg L"1 de GA3 (Figura 3).

Concentrações de cinetina superiores a 8mg L '. quando combinadas com 2,5mg

L" de GA3l podem proporcionar um incremento no número de embriões torpedo.

Nessa mesma concentração de GA-,. quando associada a 2mg L" de cinetina.

pode-se observar a formação de 8.39 embriões.

Na ausência de cinetina. para ambas as concentrações de GA-, pode-se

observar um menor número de embriões e que. com 5mg L"' de GA3, foi maior

que com 2,5mg L"1. Estes resultados corroboram aqueles obtidos para o número

total de embriões somáticos e para os embriões cotiledonares. Constata-se.

assim, a importância da utilização da cinetina no meio de cultura para a indução

de embriões de cafeeiro.
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Y2js 1,8926 +6.6436x - 2.0l46x:+O.I532x'
Ys.„ =5.4338 - 0.8034x + 0.1892x:
Y|,mf ns
Y;1M)= ns

R- = 0.52

R2= 0.92

FIGURA 3. Efeito de concentrações de cinetina e GA-, no número de embriões

torpedo de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras, MG,

2004.

Comprimento do embrião

Para a variável comprimento do embrião, verifica-se que não houve

interação entre as concentrações de cinetina e GA3 (Tabela 2).

Maior comprimento do embrião (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 diferença

é mínima, justifica-se a adição de 4mg L'1 de cinetina ao meio de cultura, com o

objetivo de redução de custos. Na ausência de cinetina observou-se que o

comprimento do embrião foi inferior a 2,8mm. Segundo Hu & Ferreira (1998).
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em cultura de embriões jovens, as citocininas são usadas paraestimular o rápido

crescimento embrionário.

Y= 2.8153 + 0.1003x :0.8l

FIGURA 4. Efeito de concentrações de cinetina no comprimento de embriões

somáticos da C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras, MG,

2004.

À medida que concentrações de GA3 foram aumentadas, observou-se

aumento no comprimento do embrião (Figura 5) até o valor de 4,47mm, quando

utilizaram-se 17mg L"1 de GA3. A partir desse ponto houve redução,

provavelmente devido ao efeito fitotóxico do regulador de crescimento. Quando

o comprimento do embrião formado é muito pequeno, é necessário maior tempo

de permanência no meio de cultura e, quando esse é reduzido no laboratório, há

otimização da produção e redução de gastos.
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FIGURA 5. Efeito de concentrações de GA3 no comprimento de embriões s

somáticos da C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras,

MG, 2004.

4.2 Desenvolvimento de embriões somáticos

Os resultados da análise de variância para as características avaliadas

estão apresentados na Tabela 3. Observa-se que a interação entre os fatores foi

significativa, a 1% de probabilidade, para todas as variáveis.
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TABELA 3. Resumo da análise de variância para as características número de

folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca da

parte aérea (MFPA) de plântula de C. arábica cv. Acaiá Cerrado.

UFLA, Lavras, MG, 2004.

Fontes de variação 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

CV. (%) 15,28 26,76 24,63

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

Número de folhas

Observa-se que o maior número de folhas (3,8) foi obtido com5,9mg L"1

de BAP associado a 90g L"1 de sacarose (Figura 6). A partir desse ponto houve

redução, provavelmente devido à elevação do potencial osmótico no meio de

cultura. A alta concentração de sacarose afeta a assimilação de nutrientes e o

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

embriões somáticos da C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA,

Lavras, MG, 2004.

Resultados contrastantes foram obtidos por Santos et ai. (2001), que

obtiveram o maior número de folhas (3,6) com a utilização de9mg L'1 de BAP e

30g L"1 de sacarose na cultura in vitro de embriões zigóticos de C. arábica cv.

Topázio. Isso implica que a utilização de BAP na concentração de 9mg L'1 não

incrementou significativamente o número de folhas, quando comparado ao

melhor resultado do presente trabalho. Dessa forma, justifica-se a utilização de

5,9mg L'1 de BAP no meio de cultura, com o objetivo de reduzir os custos do

laboratório. Entretanto, deve-se observar que, entre espécies e cultivares

ocorrem comportamentos distintos. Possivelmente, a cultivar Topázio requer um
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meio de cultura mais rico em sacarose para se desenvolver melhor, quando

comparada à cultivar Acaiá Cerrado.

Segundo Sharp et ai. (1980), a concentração de sacarose é um fator

importante para o cultivo de embriões e, na fase de desenvolvimento, estes

necessitam de concentrações elevadas de sacarose (9%-12%).

À medida que aumentaram as concentrações de BAP, atéa concentração

de 5,9mg L1, combinadas às concentrações de 30 e 90g L'1 de sacarose, um

incremento no número de folhas foi observado (Figura 6). Porém, Hu & Ferreira

(1998) afirmam que os reguladores de crescimento não necessitam ser

adicionados ao meio de cultura de embriões, exceto quando o objetivo do

trabalho é a multiplicação rápida. Em contrapartida, Maciel et ai. (1999),

estudando o cultivo in vitro de embriões zigóticos de C. arábica cv. Catuaí

Vermelho, obtiveram os melhores resultados para número de folhas quando

adicionaram ao meio de cultura 7,4mg L' de BAP. Em função do resultado

obtido, pode-se constatar a importância da utilização de reguladores de

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

Comprimento da parte aérea

Maior comprimento da parte aérea (2,78cm) foi observado com 2mg L'1

de BAP associado a 90g L"1 de sacarose, observando-se menores valores quando

utilizadas concentrações entre 2,1 e 6mg L'1 de BAP (Figura 7), devido,

provavelmente, ao desbalanço hormonal, em resposta à elevação das

concentrações desse fitorregulador. Esses resultados estão de acordo com

Pasqual (2001b), que comenta que altas concentrações de citocininas podem

reduzir o comprimento das brotações e estimular a ocorrência de vitrificação. No

entanto, concentrações superiores a 6mg L"1 de BAP incrementaram o

comprimento da parte aérea. Neste caso, justificando essa informação, resultados

apresentados por Santos et ai. (2001) evidenciaram maior comprimento da parte
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aérea com a utilização de I2mg L'1 de BAP na cultura in vitro de embriões

zigóticos de C. arábicacv. Topázio e cv. Acaiá.
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FIGURA 7. Efeito de concentrações de BAP e sacarose no comprimento da

parte aérea de embriões somáticos da C. arábica cv. Acaiá

Cerrado. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Massa fresca da parte aérea

À medida que aumentaram as concentrações de BAP, na ausência de

sacarose, maior massa fresca da parte aérea (l,14g) foi observada (Figura 8).

Utilizando-se 30g L'1 de sacarose podem-se observar menores valores

quando foram adicionadas concentrações 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 embrião, mais

alta será a osmolaridade requerida do meio de cultura. Hu & Ferreira (1998)

40



afirmam ainda que, na maturidade, o embrião pode crescer em meio de cultura

desprovido de sacarose.

BAP(mg.L1)

I Sacarose (0) A Sacarose (30)

Y„ = 0.2822 - 0,1022x + 0,026 tx:
Yj,f 0.6657-0.1448x+0,0165x:

R2 = 0.99
R: = 0.82

Y«)= ns
Y.«f ns

Yi2o= ns

FIGURA 8. Efeito de concentrações de BAP e sacarose na massa fresca da parte

aérea de embriões somáticos da C. arábica cv. Acaiá Cerrado.

UFLA, Lavras, MG, 2004.

4.3 Obtenção de plântulas de cafeeiro

Os resultados da análise de variância para as características avaliadas

estão representados na Tabela 4. Para a variável massa fresca da parte aérea, não

houve interação significativa entre os reguladores de crescimento estudados.

Observa-se que a interação entre os reguladores de crescimento foi significativa

a 1% de probabilidade para as demais variáveis.
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TABELA 4. Resumo da análise de variância para as características número de

folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA) e massa fresca da

parte aérea (MFPA). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Fontes de variação Quadrados médios
GL NF CPA MFPA

GA3 4 7,281** 0,451** 0,0003

ANA 3 2,583** 1,144** 0,002**

GA3 x ANA 12 5,239** 0,546** 0,0005

Erro 60 1,983 0,125 0,0003

CV. (%) 26,20 23,57 34,58

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

Número de folhas

Maior número de folhas (7,1) foi obtido quando foram utilizados

11,5mg L"1 de GA3 na ausência de ANA (Figura 9). A partir desse ponto houve

uma redução no número de folhas, provavelmente devido ao efeito fitotóxico

desse regulador de crescimento. Na concentração de 0,5mg L"1 de ANA na

ausência de GA3. obtiveram-se explantes com 7 folhas. Como não há diferença

significativa no número de folhas, justifica-se utilizar 0,5mg L'1 de ANA, que é

o regulador de crescimento de menor custo. Na concentração de 0,25mg L"1 de

ANA, combinada com 5mg L"1 deGA3, foram observadas 6 folhas.

Já Andrade et ai. (2001), trabalhando com embriões zigóticos de Coffea

arábica cv. Catuaí Vermelho, observaram melhores resultados para o número de

folhas com a utilização de Img L'1 de ANA.

Altas concentrações de GA3, independentemente das concentrações de

ANA, proporcionaram folhas alongadas, estreitas e retorcidas (Figura 2A).
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FIGURA 9. Efeito de concentrações de ANA e GA3 no número de folhas de

plântulas de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras, MG,

2004.

Massa fresca da parte aérea

Para a variável massa fresca da parte aérea de plântulas, verifica-se que

não houve interação significativa entre as concentrações de ANA e GA3 (Tabela

4).

Melhor resultado para massa fresca da parte aérea de embriões (0,079g)

foi verificado quando se utilizou 0,75mg L"1 de ANA (Figura 10). Entretanto, na

ausência desse mesmo fitorregulador, foram obtidos 0,060g de massa fre.sca da

parte aérea. Nesse caso, justifica-se utilizar o meio de cultura com o

fitoregulador ANA ausente, com o objetivo de redução de custos. Já Andrade et

ai. (2001), estudando embriões zigóticos de Coffea arábica cv. Catuaí
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Vermelho, obtiveram melhores resultados para massa fresca com a adição de

0,53mg L'1 de ANA ao meio de cultura.
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FIGURA IO. Efeito de concentrações de ANA na massa fresca da parte aérea de

plântulas de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras, MG,

2004.

Comprimento da parte aérea

Melhor resultado para comprimento da parte aérea (2,75cm) foi obtido

com a utilização de 0,5mg L'1 de ANA e 14,2mg L"1 de GA3 (Figura 11).

Entretanto, na ausência de ANA associada a 20mg L"1 de GA3 obtiveram-se

plântulas de cafeeiro com 2,55cm. O incremento das concentrações de GA3 na

ausência de ANA promoveu aumento no comprimento da parte aérea.

Entretanto, Andrade et ai. (2001) obtiveram melhor resultado para comprimento

da parte aérea de Coffea arábica cv. Catuaí Vermelho quando adicionaram, ao

meio decultura, 1mg L'1 de ANA.
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Observa-se que, com a concentração de 0,5mg L'1 de ANA, houve um

decréscimo no comprimento de plântulas com a adição de concentrações

superiores a 14,5mg L"1 de GA3, provavelmente devido aoefeito fitotóxico desse

regulador.

5? 3.6

S * 27C CB *"'
« «

E -S 1.8
~ «

|£ 0.9 \
o a .
ü O- 0 -r

5 10 15

GAj(mg.L1)

20

IANA(0) A ANA (0,5)

Y(I,2J
Y(U

1,3834 +

= ns

=1.7307-

0.0563x

0.3448x

+ 0,0001 x2

+ 0,0636.x2 - 0.0024x3

R2

R2
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FIGURA II. Efeito de concentrações de ANA e GA3 no comprimento da parte

aérea de plântulas de C. arábica cv. Acaiá Cerrado. UFLA, Lavras,

MG. 2004.

Há poucos relatos da obtenção de embriogênese somática direta em C.

arábica. Entretanto, C. canephora tem sido utilizada como espécie modelo para

o emprego dessa técnica. Esta diferença de resposta entre espécies, aliada à

baixa freqüência de formação de embriões, indica que alguns problemas ainda

precisam ser resolvidos antes do uso prático da micropropagação via

embriogênese direta em cafeeiro. Portanto, para a utilização em larga escala,

pesquisas ainda são necessárias para desenvolver protocolos de embriogênese
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direta que permitam aumentar a amplitude de genótipos capazes de produzir

embriões somáticos em alta freqüência e estabilidade genética do genótipo do

doador.

4.4 Presença ou ausência de raízes na aclimatização de plântulas

Os resultados da análise de variância para as características avaliadas

estão apresentados na Tabela 5. Para a variável massa fresca total houve efeito

significativo para os fatores estudados.

TABELA 5. Resumo da análise de variância para as características número 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 variação Quadrados médios

GL NPF CPA CMR MFT

Tratamentos

Erro

2

9

0,9033

0,3044

0,6440

0,2401

0,0102

0,2604

0,0193**

0,0014

C. V. (%) 8,95 10,15 11,05 12,72

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

As variáveis número de pares de folhas, comprimento da parte aérea e

comprimento da maior raiz não apresentaram significância para os fatores

estudados (Tabela 5) e, dessa forma, para as variáveis em questão, não houve

diferença entre os tratamentos. Isso implica que a utilização de AIB, ex vitro ou

in vitro, para o enraizamento de plântulas de cafeeiro, é desnecessária para

incrementar o crescimento e o desenvolvimento da parte aérea e raízes.

Observou-se que houve 100% de enraizamento em todos os tratamentos testados
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(Figura 3A). Esse comportamento está de acordo com Carvalho (1997) que,

estudando a aclimatização de cafeeiro cv. Acaiá, observou que não havia

necessidade do enraizamento in vitrocom a utilização de AIB.

Segundo George (1996), apesar do interesse para a aclimatização de

plântulas enraizadas in vitro, tem-se observado que as raízes formadas nesta

condição não se tornam suficientemente desenvolvidas para estimular o

crescimento de plantas lenhosas. Além disso, o enraizamento in vitro é

extremamente indesejável sob o aspecto econômico. O gasto extra com o

enraizamento in vitro apenas se justifica caso este resulte em plântulas de melhor

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

Massa fresca total

Melhor resultado para massa fresca total (0,34lg) foi obtido quando

aclimatizaram-se brotações sem raízes (Tabela 6). Provavelmente, devido à

regeneração de raízes diretamente no substrato, tende-se a produzir um sistema

radicular mais completo e funcional. Segundo Leite (1995), o sistema radicular

formado in vitro é, em geral, pouco ramificado, quebradiço e isento de pêlos

radiculares, o que dificulta a absorção de água e nutrientes durante a

aclimatização.

O enraizamento in vitro ou ex vitro, com a utilização de AIB, não

contribuiu para maior massa fresca total de plântulas de cafeeiro cv. Acaiá

Cerrado. Embora o AIB seja a auxina mais utilizada na indução de

enraizamento, misturas de diferentes auxinas têm apresentado melhores

resultados do que quando utilizadas isoladamente (Assis & Teixeira, 1998).

Segundo Carvalho et ai. (1999), a imersão de brotações de cafeeiro em solução

contendo AIB prejudica o desenvolvimento das plântulas durante a fase de

aclimatização.
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TABELA 6. Efeito de AIB e presença ou ausência de raízes na massa fresca

total de plântulas de C. arábica cv. Acaiá 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 (sem raiz + AIB) 0,202 c

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSÕES

É possível a obtenção de plântulas micropropagadas de Coffea arábica

L. cultivar Acaiá Cerrado pela embriogênese somática direta.

A ação combinada entre cinetina e GA3 estimula a indução de embriões

somáticos pela via direta.

O enraizamento de brotações de cafeeiro cv. Acaiá Cerrado pode ocorrer

simultaneamente ao processo de aclimatização.
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ANEXOS



:

FIGURA IA. Desenvolvimenio de embriões somáticos

de cafeeiro cv. Acaiá Cerrado pela via direta. UFLA,
Lavras. MG. 2004.

lOma L'dcGA, 20 mg L'1 de OA3

FIGURA 2A. Altas concentrações de GA3,
independentemente das concentrações de ANA.
proporcionam folhas alongadas, estreitas e retorcidas.
UFLA, Lavras, MG, 2004.
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FIGURA 3A. 100% de enraizamento em todos os tratamentos.

UFLA. Lavras, MG, 2004.
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