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RESUMO

O café ¢ um dos produtos de maior importancia no mercado mundial, sendo o Brasil o
maior produtor e exportador desta commodity, cuja propagacao ¢ ainda realizada por mudas
produzidas a partir de sementes. No entanto, existe uma perda da viabilidade das sementes em
poucos meses apos a colheita. Um dos fatores que podem ter interferéncia na germinagdo e
emergéncia das sementes de café¢ ¢ o endosperma, rico em substancias fendlicas que podem
influenciar no processo de crescimento do embrido. A excisdo do embrido da semente e
posterior cultivo in vitro eliminaria o problema da oxidacgao por este tipo de composto. Contudo,
um numero substancial de plantas cultivadas in vitro ndo sobrevive a transferéncia para
condi¢gdes de ambientes ex vitro. A maioria das espécies cultivadas in vitro requerem um
processo de aclimatizagdo para assegurar que um numero suficiente de plantas sobreviva e
cres¢a vigorosamente quando transferido para o solo. Assim, objetivou-se com esse trabalho
desenvolver estudos sobre a cultura in vitro de embrides zigoéticos de sementes recém-colhidas
e sementes envelhecidas de Coffea arabica L., bem como a aclimatiza¢do de mudas de café
produzidas a partir dessas sementes. Dois estudos foram realizados, sendo que no primeiro
trabalho foi avaliada a cultura in vifro de embrides zigéticos exisados de sementes de café
recém-colhidas ou sementes que passaram pelo envelhecimento acelerado. Os embrides
zigbticos foram extraidos das sementes e colocados em contato com meio MS e, apos 60 e 120
dias, as plantas foram avaliadas por meio da germinacdo in vitro, contagem de plantulas
normais, anormais € mortas. No segundo estudo foram feitos testes de aclimatiza¢ao dessas
plantulas cultivadas. Foram avaliados dois tempos de cultura para transplantio da fase in vitro
para a ex vitro (60 e 120 dias), dois substratos (Tropstrato e fibra de coco); e dois ambientes
(camara de crescimento e casa de vegetacdo com nebulizagdo). Para comparar os resultados,
foram avaliados a altura das plantas, o didmetro do caule, o niimero de folhas e o teor de
clorofila, taxas de crescimento e indice de velocidade de crescimento. Conclui-se que a
germinagdo in vitro de embrides zigéticos vindos de sementes envelhecidas foi menor que as
recém-colhidas, mas ainda assim, foi satisfatério com 86%. Nao houve diferenca entre as
qualidades das sementes quanto ao o nimero de plantulas normais. As plantulas que foram
transplantadas aos 60 dias obtiveram melhor desempenho que aquelas transplantadas aos 120
dias. O ambiente casa de vegetacdo com nebulizagdo foi melhor para o crescimento das mudas,
possivelmente pela maior radiagdo e temperatura. O melhor substrato foi a fibra de coco, por
garantir melhor desenvolvimento, tanto para mudas de sementes recém-colhidas quanto para as
de sementes envelhecidas. Com isso, conclui-se que € possivel desenvolver mudas sadias a
partir de sementes com menor viabilidade, como as envelhecidas utilizadas nesse estudo.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Cultura in vitro. Substrato.



ABSTRACT

Coftee is one of the most important products on the world market, Brazil is the largest
producer and exporter of this commodity, whose propagation is still carried out by seedlings
produced from seeds. However, there is a loss of seed viability in a few months after harvest.
One of the factors that may interfere with the germination and emergence of coffee seeds is the
endosperm, rich in phenolic substances that can influence the embryo's growth process.
Excision of the embryo from the seed and subsequent cultivation in vitro would eliminate the
problem of oxidation by this type of compound. However, a substantial number of plants in
vitro do not survive the transfer to greenhouse or growth chamber conditions. Most species
grown in vitro require an acclimatization process to ensure that a sufficient number of plants
survive and grow vigorously when transferred to the soil. Thus, the objective of this work was
to develop studies on the in vitro culture of zygotic embryos from freshly harvested seeds and
aged seeds of Coffea arabica L., as well as the acclimatization of coffee seedlings produced
from these seeds. Two studies were carried out, the first study evaluating the in vitro culture of
freshly harvested coffee seeds or seeds that have undergone accelerated aging. The zygotic
embryos were extracted from the seeds and placed in contact with MS medium and, after 60
and 120 days, the plants were evaluated by counting normal, abnormal and dead seedlings. In
the second study, acclimatization tests were carried out on these seedlings grown in vitro. Two
times of culture were evaluated for transplanting from the in vitro to the ex vitro phase (60 and
120 days), two substrates (Tropstrato and coconut fiber); two environments (growth chamber
and greenhouse with fogging). To compare the results, plant height, stem diameter, number of
leaves and chlorophyll content were evaluated. It was concluded that the in vitro germination
of zygotic embryos from aged seeds was less than recently harvested, but it was still satisfactory
with 86%. But there was no difference between the qualities of the seeds in terms of the number
of normal seedlings. Plants that were transplanted at 60 days performed better than those
transplanted at 120 days. The greenhouse environment with fogging was better for seedling
growth, possibly due to higher radiation and temperature. The best substrate was coconut fiber,
as it ensures better development for both freshly harvested seedlings and aged seedlings. It is
possible to develop healthy seedlings from seeds with less viability, such as the aged ones used
in this study.

Keywords: Coffea arabica L. In vitro culture. substrate.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor de café¢ do mundo, sendo o Coffea arabica L. representante
de mais de 75% da estimativa de produgdo total de café do pais, o que corresponde a 81% da
area existente. Minas Gerais concentra a maior area com a espécie, 1,22 milhdo de hectares,
71% da area total de lavouras de café arabica no pais (CONAB, 2020). Ainda de acordo com a
CONAB (2020), a produgdo da safra de 2019 foi de 34,30 milhdes de sacas, contribuindo
substancialmente para a pauta de exportagdes brasileiras, sendo uma das culturas de maior
expressao, tanto no mercado interno quando no externo.

Para a formacao de novas lavouras € necessario a obtengdo de mudas de alto padrao de
qualidade para garantir a sua sobrevivéncia quando levadas ao campo, influenciando em um
estande ideal e uniforme. Essas mudas sdo comumente produzidas a partir de sementes, que
necessitam ter alta germinacao e vigor.

Entretanto, sementes de café¢ apresentam rdpida perda da viabilidade durante o
armazenamento. Um dos fatores que podem interferir na rapida perda da viabilidade ¢ o
endosperma, rico em substancias fendlicas que podem influenciar na germinagdo € no
desenvolvimento do embrido. Ademais, estudos tém demonstrado que o endosperma de
sementes de café possui uma maior suscetibilidade aos danos de deterioragdo do que o embrido
(DUSSERT et al., 2006, COELHO et al., 2015). Dessa forma, a excisdo do embrido zigdtico
da semente e seu cultivo in vitro poderia auxiliar na regeneracdo de plantulas de café
possibilitando a formacao de mudas a partir de sementes com baixa qualidade fisiologica.

Além disso, as mudas advindas de embrides extraidos de sementes armazenadas podem
ser produzidas em qualquer época do ano, dessa forma, possibilitam o transplantio para o campo
em épocas mais ideais, como em estagdes chuvosas. Possibilita também a multiplicagdo de um
grande nimero de plantas de gendtipos selecionados e com alto valor agregado. Essa técnica
envolve uma série de etapas que se iniciam no estabelecimento da cultura in vitro e vai até a
fase de aclimatizacgao.

A transferéncia do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro requer uma estratégia que
garanta a sobrevivéncia, crescimento € o estabelecimento das plantulas, sem grandes perdas
(HAZARIKA, 2006). No entanto, um niimero substancial de plantulas ndo sobrevive a essa fase

de transferéncia, sendo necessario um processo de aclimatizac¢do, ou seja, a transferéncia de
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plantulas cultivadas in vitro para um ambiente de transi¢cdo, com o objetivo de promover uma
adaptagdo gradativa ao ambiente externo.

Para auxiliar na adaptacdo das plantulas durante a aclimatiza¢do, as condigdes
ambientais climaticas precisam ser alteradas progressivamente, de forma a diminuir o estresse,
evitando a ocorréncia de deterioragdo e, consequentemente, senescéncia das plantulas
(HAZARIKA, 2006). Alguns dos fatores que também devem ser levados em considerag¢ao sdo
o tipo de substrato utilizado e as condi¢des do ambiente escolhido para uma melhor adaptagao
das plantas.

O substrato utilizado deve apresentar algumas caracteristicas ideais, como composi¢ao
uniforme, nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantulas, capacidade de retencao
de 4gua e de trocas gasosas entre o sistema radicular e o ar atmosférico, além de ser livre de
pragas e patogenos (CAMPINHOS et al., 1984; MELO, 1999; SILVEIRA et al., 2002), além
disso, devem garantir a manuteng¢do mecanica das raizes e a estabilidade da plantula.

As caracteristicas do ambiente de aclimatizagdo possuem grande influéncia na
adaptagao e sobrevivéncia das mudas, sendo o nivel de sombreamento, temperatura e umidade
do ar fundamentais para o sucesso da técnica. A luz também ¢ fator fundamental para o
crescimento das plantas, no entanto, o sombreamento a determinados niveis pode ser necessario
em plantas susceptiveis a radiagdo (MARTINS, 2015)

Mudas de café sdo geralmente produzidas em viveiros na presenc¢a de sombrite, devido
a grande sensibilidade a radiacdo solar direta (ASSIS et al., 2019; BRAUN et al., 2007,
DARDENGQO et al., 2013). Santos et al. (2014), ao estudarem o processo de aclimatizagao de
mudas de C. canephora oriundas do cultivo in vitro constataram uma maior sobrevivéncia de
plantas sob nivel de sombreamento de 50% quando comparado com o de 30% em viveiro.

A grande perda de 4gua durante o processo de aclimatizacao ¢ uma das razdes para a
baixa sobrevivéncia das plantulas produzidas por meio da cultura de tecidos, sendo preciso,
desta forma, promover a adaptagdo das plantulas em ambientes com baixa umidade relativa do
ar, visto que no ambiente in vitro ha uma alta umidade. Na aclimatizacdo de plantulas de café
¢ comum o plantio em estufas com sistema de nebulizagdo que promove a manutengdo da
umidade relativa do ar durante o processo de adaptacao (ALMEIDA et al., 2011; MACIEL et
al.,2016),

Ambientes com menores temperaturas, também diminuiriam as perdas de agua por
transpiracdo, visto que a transpiracdo das plantas tende a aumentar quando o gradiente de
pressao de vapor entre a folha e o ar atmosférico se eleva. Esse gradiente ¢ calculado em funcao

da temperatura e da umidade relativa do ar (HOPKINS, 1995).
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Segundo Paiva e Paiva (2001), a temperatura do ar no qual as plantulas devem ser
mantidas, durante a fase de aclimatizacdo, deve estar na faixa entre 13 e 30 °C, porém, ¢
determinada, primeiramente, pela espécie da planta em questdo. Varios estudos foram feitos a
respeito da temperatura ideal na aclimatizagao de café (SANTANA-BUZZY et al., 2007),
porém, poucos foram feitos especificamente para a aclimatizagdo de plantulas produzidas a
partir de embrides zigdticos de café.

Como observado, apesar de diversos trabalhos abordarem a aclimatizacao de plantulas
de café, poucos ou inexpressivos sao os trabalhos que visam estudar os fatores que influenciam
na fase de aclimatizacdo de plantulas de café oriundas do cultivo in vitro de embrides zigbticos.
Com isso, o objetivo nesse trabalho foi avaliar o crescimento in vitro de plantulas oriundas de
embrides zigoéticos provenientes de sementes recém-colhidas ou de sementes envelhecidas e,
também, avaliar a aclimatizacao dessas plantulas em diferentes substratos e ambientes, a fim

de possibilitar a producdo mudas de C. arabica L bem desenvolvidas e aptas ao plantio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O café e sua importancia socio-economica

O café possui grande importancia no mercado nacional e mundial, sendo o Brasil, o
maior produtor e exportador desta commodity (CONAB, 2020). De acordo com o relatdrio de
estimativa da safra 2020 da CONAB, a produgao brasileira de café esta entre 57,2 milhdes e
62,02 milhdes de sacas beneficiadas, representando aumento em comparacdo ao volume
produzido na safra passada, entre 15,9% e 25,8%, respectivamente. No pais, os estados de
Minas Gerais e S3o Paulo s3o os maiores estados produtores de café arabica (CONAB, 2020)

O café, espécie arbustiva, pertence a familia botanica Rubiaceae, dentre as diversas
espécies existentes, as espécies C. arabica L. e C. canephora Pierre, do género Coffea, sdo as
que propiciam uma bebida de melhor qualidade, apresentando assim, maior importancia
econdmica (CARVALHO, 2007). O C. arabica L. detém 81 % da produgao total de café do
pais, sendo assim, ¢ a espécie mais importante do género (CONAB, 2020).

A espécie C. arabica ¢ um alotetraploide com 2n=4x=44 cromossomos ¢ autdgama,
com cerca de 10% de polinizagdo cruzada (CARVALHO; MONACO, 1964). Devido as
cultivares conhecidas atualmente serem derivadas de duas formas botanicas, typica e bourbon
(ANTHONY et al, 2001), sua base genética ¢ estreita.

Dentre as cultivares do C. arabica, uma das mais utilizadas no Brasil ¢ o Catuai, que
surgiu do cruzamento artificial de cafeeiros selecionados de ‘Caturra Amarelo’, de porte baixo,
e ‘Mundo Novo’. Essa variedade ¢ utilizada em larga escala porque apresenta uma boa
qualidade de bebida, além de ser uma planta com alta produtividade, rustica e amplamente
cultivada em livre crescimento (SOUZA et al., 2003).

Em 2019, ano de bienalidade negativa, houve um aumento de 12,2% na area em
formacao de lavouras (CONAB, 2019). E tanto para a renovagdo e/ou para a implantacdo das
lavouras, sdo utilizadas mudas que sd3o usualmente originadas de sementes. Com isso, a
producdo de mudas com alto padrao de qualidade, ¢ necessaria para a formagdo de lavouras

uniformes e produtivas, principalmente considerando-se tratar de uma cultura perene.

2.2 Caracterizacao das sementes de café

O fruto da espécie arabica ¢ uma drupa elipsoide que possui exocarpo (casca),

mesocarpo (mucilagem) e o endocarpo coridceo (pergaminho). O exocarpo ¢ a camada mais
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externa e pode ter coloragdo vermelha ou amarela, no fruto maduro, dependendo da cultivar. O
mesocarpo ¢ uma substancia gelatinosa rica em agucares e agua, existente entre o exocarpo € o
endocarpo. O endocarpo ou pergaminho ¢ coridceo, quando maduro (RENA; MAESTRI, 1986).
O fruto contém, normalmente, dois locus e duas sementes envolvidas individualmente pelo
pergaminho.

As sementes de café sdo plano-convexas, elipticas ou ovais, e na face plana dessas
sementes encontra-se um sulco longitudinal, sendo constituida de embrido, endosperma e um
envoltorio, também conhecido como pelicula prateada ou espermoderma (RENA; MAESTRI,
1986). O endosperma ¢ o principal tecido de reserva nas sementes de café, representando 95%
da matéria seca da semente, contendo cerca de 10 a 14% de proteinas e 0,5 a 2% de aminoacidos
(PIMENTA, 2003).

A semente de café arabica apresenta teores entre 55 a 65,5% de carboidratos; 8 a 11%
de acidos, dentre os quais se destaca: acido citrico, malico, clorogénico, acético, butirico e
valérico; 1 a 3% de lignina; 15 a 18% de lipideos; 11 a 15% de compostos nitrogenados; 8,5 a
12% de proteina; 0,8 a 1,4% de cafeina; 3 a 5,4% de minerais (PIMENTA, 2003). O embrido
do cafeeiro ¢ pequeno (3 a 4 mm) e se localiza na base da semente, na sua face convexa,
apresentando um hipocoétilo (eixo embriondrio) e dois cotilédones.

As sementes de café arabica sdo classificadas como intermedidrias, pois apresentam
sensibilidade a dessecagdo e a baixas temperaturas, ou seja, sdo capazes de tolerar niveis de
dessecagao relativamente mais baixos em comparacao as sementes recalcitrantes, porém, nao
toleram perdas de 4gua extremas como as sementes ortodoxas. Além disso, ndo toleram baixas
temperaturas de armazenamento, o que dificulta a sua conservagdo a longo prazo (DUSSERT
et al.,2003).

Sementes de café possuem também germinagdo lenta e desuniforme, o que dificulta a
obten¢do de mudas com alto padrdo de qualidade no momento ideal do plantio (ROSA et al.,
2010). O endocarpo ou “pergaminho” representa um entrave aos processos de germinacao na
semente, emergéncia e crescimento de plantulas de café, embora seja de extrema importancia
para a protecdo das sementes contra microrganismos e danos fisicos. Isso pode estar
relacionado, dentre outros fatores, a um impedimento a entrada de dgua durante as etapas
iniciais da germinacdo. A remoc¢do do endocarpo ¢ eficaz no aumento da velocidade de
germinagdo das sementes de café, contudo, ¢ de dificil emprego, podendo ser onerosa e pouco
pratica. (DUSSERT et al., 2006).

Pereira et al. (2002) concluiram que o espermoderma pode contribuir para a lenta

germinagdo da semente de café, possivelmente devido a presenca de cafeina. Em outra pesquisa,
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Rosa et al. (2003) estudaram o efeito da cafeina exdgena sobre a germinagao e desenvolvimento
de embrides das sementes de café e observaram que a germinagdo e o desenvolvimento de
embrides de C. arabica L. e C. canephora Pierre foram afetados, sendo esse efeito mais drastico
nas radiculas do que nos cotilédones.

Viérias pesquisas tém sido feitas para melhor elucidar as causas dessa perda rapida da
viabilidade das sementes de café. Uma vertente dessas pesquisas ¢ a de que o endosperma seria
mais sensivel a degradacao que o embrido da semente, portanto, quando os embrides zigoticos
sao isolados das sementes podem gerar plantulas sadias e mais vigorosas do que a semeadura
das sementes (PEREIRA, 2017; FIGUEIREDO, 2016; COELHO et al, 2015; DUSSERT et al.,
2006).

2.3  Embrides zigéticos

As sementes de café sdo constituidas do ponto de vista da propagagdo, por um embrido,
endosperma e um envoltério representado pela pelicula prateada. Pode se dizer que o embrido
¢ a parte mais importante da semente, pois € originado da fecundagdo de gametas e possui um
sistema de tecidos simples, altamente organizado, que pode produzir uma planta completa em
um meio de cultura adequado (VALIO, 1980).

O embrido ¢ originado de um processo natural de fecundagdo. A denominagdo ‘cultura
de embrides’ ¢ empregada para descrever os processos de crescimento e desenvolvimento do
embrido zigobtico in vitro, independentemente da idade, tamanho e estadio de desenvolvimento
em que o embrido foi excisado (FERREIRA; HU, 1998).

Diversos sdo os fatores que afetam a eficiéncia e o sucesso da cultura de embrides in
vitro, tais como a maturidade fisioldgica da semente, a desinfestacdo da semente, a remogao
inadequada do embrido, a escolha do meio nutritivo adequado, se h4 necessidade da utilizagao
de reguladores de crescimento, as substancias fenolicas liberadas e as condi¢cdes ambientais de
cultivo (ILLG, 1986).

O embrido pode ser excisado e cultivado em condigdes assépticas em meio de cultura
adequada. Para a remog¢ao do embrido, uma vez que ele esta alojado em regido estéril da
semente, deve-se desinfestar apenas a superficie externa da semente. Assim, o indice de
contaminagdo in vitro pode ser mais baixo em relacdo aos demais tecidos (ILLG, 1986).

Apesar de ser uma técnica de elevado custo financeiro, que demanda equipamentos
especificos e mao de obra qualificada, a cultura de embrides zigdticos tem varias vantagens,

como promover a quebra de dorméncia, produgdo de plantulas assépticas, elucidar problemas
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relacionados a nutricdo do embrido (COLLINS; GROSSER, 1984; FERREIRA; HU, 1998),
além de produzir mudas mais uniformes e em épocas adequadas para o plantio.

A técnica também pode ser utilizada para a recuperagao de sementes que passaram por
periodos de armazenamentos, onde pode ter ocorrido certa perda da viabilidade, como ocorre
nos casos de armazenamentos em bancos de germoplasma, ou no envio e transporte para lugares
mais longiquos, onde se demanda grande tempo de transporte em condi¢des nem sempre
adequadas.

Porém, apesar dos grandes avancos das técnicas de cultura de tecidos, um nimero
substancial de plantulas ndo sobrevive a transferéncia in vitro para um ambiente e/ou um
substrato diferente do inicial. Portanto, estabelecimento de protocolos eficientes que estimulem
a adaptacao gradativas dessas plantulas em outros ambientes e formacao de mudas normais para

posterior adaptacdo ao campo e formagao de plantas sadias e produtivas, se faz necessario.

24  Aclimatizacio das plantas

O termo aclimatizacdo ¢ comumente confundido com a aclimatagdo, sendo que o
procedimento de aclimatizacdo se refere a transferéncia de plantulas in vitro para um ambiente
protegido, como camaras de crescimento ou casas de vegetacao com telados, ou seja, ambientes
controlados, um processo basicamente artificial (GUERRA; NODARI, 2006). J4 a aclimatacao
esta atribuida ao processo de adaptagao progressiva em ambiente natural (GUERRA; NODARI,
2006; MOREIRA et al., 2006) para que haja o menor numero de perdas possiveis. Esse processo
representa uma etapa crucial dentro de um programa no qual se trabalha com cultura de
embrides. Em varias ocasides ¢ o fator limitante no processo de cultura in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

O processo de aclimatizagdo € necessario, pois as folhas de plantas cultivadas in vitro
possuem deficiente quantidade de ceras epicuticulares, cuticula fina e pouca funcionalidade dos
estomatos e, portando, dificilmente sobreviveriam sob condi¢des de baixa umidade relativa do
ar. J4 as raizes sao pouco funcionais na absor¢ao de agua e nutrientes, sendo, de modo geral,
quebradigas, e, regularmente, morrem ao serem transferidas para um substrato, ja que
normalmente existem poucas conexdes vasculares entre as raizes e a parte aérea (GEORGE,
1996).

Além disso, as plantas que crescem in vitro geralmente apresentam caules mais curtos
e delgados, reducao de tecidos de suporte, maior conteido de agua nas células e pequena

capacidade fotossintética. As raizes in vitro sdo fracas e pouco funcionais, e ¢ desejavel que se
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desenvolvam o mais rapidamente possivel. Porém, isso somente ocorrera se a planta for mantida
com baixa transpira¢ao (PIERIK, 1990).

Outro aspecto importante ¢ que o aprimoramento do processo de aclimatizagao envolve
suprimentos adequados de nutrientes, como o uso de substratos compativeis a ocasido

(CATUNDA, 2004).

2.4.1 Substrato

Entre as principais caracteristicas desejaveis de um substrato, pode-se citar a porosidade,
reten¢do da umidade, a densidade e a disponibilidade de nutrientes para a planta (MEEROW,
1995). O substrato deve garantir, por meio de sua fase s6lida, a manutencdo mecanica do
sistema radicular e assegurar um balango correto de agua-ar, além de nutrientes. Deve ainda
estar isento de elementos minerais ou qualquer outra substancia em concentragdo fitotoxica,
assim como de fitopatogenos, pragas e plantas indesejaveis (VAVRINA et al., 1996).

Na escolha do substrato, devem ser levadas em conta também as suas caracteristicas
fisicas e quimicas, que devem ser adequadas a espécie a ser plantada, além dos aspectos
econdmicos, tais como baixo custo e disponibilidade (FONSECA, 2001). Dificilmente se
encontra um material com todas as caracteristicas para atender as condi¢des para o 6timo
crescimento e desenvolvimento das plantas (SOUZA et al., 1995). De modo geral, observa-se
que diferentes tipos de residuos agroindustriais vém sendo progressivamente aplicados como
substrato, visando oferecer alternativas para produtores de mudas e minimizando o impacto
ambiental provocado pelos residuos sélidos gerados (ROSA et al., 2002).

A utilizagdo da fibra de coco como substrato pode ser uma alternativa que garante uma
maior sustentabilidade do processo de producao, uma vez que proporciona o aproveitamento
de residuos da agroindustria. A fibra de coco ¢ derivada do processamento de cascas de coco
maduro, da espécie Cocos nucifera, a principal palmeira comercializada no mundo e muito
utilizada para projetos paisagisticos (ASSIS et al., 2005).

Bataglia e Fulani (2010) relataram que a fibra de coco proporciona uma boa capacidade
de aeracdo e a0 mesmo tempo maior retencao de dgua, mas pouca capacidade de retencdo de
nutrientes. Maciel (2011) ao comparar o substrato comercial Plantmax® com fibra de coco,
Plantmax® + areia, e com fibra de coco + areia, observou que o substrato proporcionou maior
porcentagem de conversdao de embrides somaticos de café em plantulas durante o processo de

aclimatizacdo. No entanto, nao existem relatos de trabalhos em que se avaliou o uso de fibra de
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coco como substrato na aclimatizag¢do de plantulas de café provenientes do cultivo in vitro de
embrides.

O substrato Tropstrato® ¢ largamente utilizado na aclimatizagao de plantulas oriundas
da micropropagacao, ele ¢ composto de vermiculita expandida e materiais organicos de origem
vegetal como a casca de pinus. Além disso, ¢ livre de pragas, doencas e plantas invasoras
(HOFFMANN, 1999). Alguns trabalhos utilizaram o substrato Tropstrato® e relataram
excelentes resultados em termos de pegamento e crescimento das mudas propagadas in vitro
(RODRIGUES et al., 2005, ZEMKE et al., 2003, PEREIRA et al., 2007). Hoffmann (1999)
constatou que o crescimento de plantulas apos a emissdo de raizes adventicias ¢ favorecido
pelas caracteristicas fisicas e quimicas do substrato.

Com isso, a grande finalidade de um substrato ¢ produzir uma planta (ou muda) de alta
qualidade, em menor tempo e a baixo custo (ABREU; ABREU; BATAGLIA, 2002). Mas
poucas pesquisas foram realizadas especificamente para a adaptagdo gradativa de culturas in
vitro de embrides zigoticos de café.

Por essa razao, estudos para superar dificuldades de adaptacdo dessas plantulas, como
determinagdo de substrato e ambientes que minimizem os impactos do cultivo para a fase de

aclimatizacdo sdo necessarios, pela problematica adaptagdo as condigdes ex vitro.

2.4.2 Luminosidade

Em geral, plantulas in vitro requerem baixa luminosidade relativa, e quando submetidas
ao aumento de luz, sofrem um processo de destrui¢ao das moléculas de clorofila, tornando-se
cloroticas e queimadas. Isso ocorre pelo pequeno desenvolvimento das plantas in vitro e a baixa
atividade fotossintética, pois todo o seu aparato fotossintético ¢ adaptado a um ambiente com
menor luminosidade (PAIVA; PAIVA, 2001). Para evitar esses problemas, as plantulas podem
ser transferidas gradualmente, para uma intensidade de luz sob a qual mantera seu crescimento.

As caracteristicas do ambiente de aclimatizagdo possuem grande influéncia na
adaptagao e sobrevivéncia das mudas, sendo o nivel de sombreamento, temperatura e umidade
do ar, fundamentais para o sucesso da técnica. Além disso, mudas de café oriundas de sementes,
sdo geralmente produzidas em viveiros na presenca de sombrite, devido a grande sensibilidade
a radiagao solar direta (ASSIS et al., 2019; BRAUN et al., 2007; DARDENGO et al., 2013).
Essa caracteristica da planta de café pode ser explicada devido a sua origem em ambientes

sombreados nas florestas da Africa (FAHL et al., 1994).
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As mudas de café¢ produzidas por meio da cultura de tecidos também precisam de
sombreamento, uma vez que sdo mais frageis quando comparadas as mudas produzidas por
sementes. Santos et al. (2014), ao estudarem o processo de aclimatizagdo de mudas de C.
canephora oriundas do cultivo in vitro, constataram uma maior sobrevivéncia de plantas sob
nivel de sombreamento de 50% quando comparado com o de 30%.

Além do sombrite, existem outras formas de fazer o controle da luminosidade, como
por meio de lampadas com diferentes comprimentos de ondas, telados com diferentes cores ou
camaras de crescimento vegetal (ASSIS et al., 2019; COOLEY et al., 2000; COOPER, 1967;
COSTA et al., 2019).

Apesar da maioria das lavouras de café no Brasil ser cultivada a pleno sol, estudos
apontam essa espécie como uma planta de sombra, especialmente na fase de muda (ALVES;

GUIMARAES, 2010).

2.4.3 Temperatura e umidade

A manutenc¢ao da alta umidade relativa, por alguns dias apos o transplantio da plantula
in vitro em meio de cultura para um substrato, ¢ considerada como ponto critico para a
sobrevivéncia das plantulas. Um ntimero significante de laboratérios comerciais tem evitado o
uso de um sistema automatico de irrigacdo para este proposito, por tornar o meio
excessivamente imido, favorecendo o crescimento de fungos e algas. O sistema preferencial €
0 fogging ou nebulizacdo, que pode evitar muitos dos problemas encontrados com sistemas de
irrigacdo (PAIVA; PAIVA, 2001).

Segundo DaMatta e Ramalho (2006), o valor adequado da temperatura varia com o
estagio fenologico do café. A temperatura ideal para a germinagdo do café arabica ¢ entre 30 e
32 °C, quando leva cerca de trés semanas para concluir o processo. Temperaturas acima ou
abaixo desse valor podem inibir a germinag¢do das sementes dessa espécie (BARROS et al.,
1999).

Durante as primeiras semanas de desenvolvimento da planta, a temperatura ideal ¢ de
cerca de 30/23 °C (dia/noite), mas com a produgdo dos primeiros ramos, os valores diminuem
para 26/20 °C e aproximadamente apds um ano, eles se aproximam dos indicados para plantas
maduras (MORAES, 1963; IARC, 1991; COSTE, 1992; BARROS et al., 1999). Além disso,
para o desenvolvimento adequado das raizes, 24-27 °C parece ser a melhor faixa de temperatura

do solo (IBC, 1985). Entretanto, de acordo com Paiva e Paiva (2001), a temperatura do ar no
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qual as plantulas devem ser mantidas durante a fase de aclimatizagdo, deve estar na faixa entre
13 e 30 °C, porém, ¢ determinada, primeiramente, pela espécie da planta em questao.

Em varios estudos envolvendo a aclimatiza¢ao de plantulas de café provenientes da
cultura de tecidos de embrides somaticos, a temperatura da cadmara de crescimento empregada
foi a de 25° C (CARVALHO et al., 1999; MACIEL et al., 2016). Santos et al. (2014),
aclimatizaram plantulas de café em casa de vegetacdo, em que foram registradas temperaturas
médias minimas de 22 °C e temperaturas maximas de 32 °C. Santana-Buzzy et al. (2007)
desenvolveram um protocolo para a aclimatizagdo de plantulas de café¢ e estabeleceram a
temperatura ideal entre 25 e 28 °C.

No entanto, apesar de varios estudos a respeito da temperatura ideal para plantulas de
café provenientes de sementes e de culturas de tecidos, poucos estudos foram feitos a respeito
de diferentes substratos utilizados e do ambiente ideal para o desenvolvimento das mudas

oriundas de embrides zigdticos de café.



20
REFERENCIAS

ABREU, M. F.; ABREU, C. A.; BATAGLIA, O. C. Uso da analise quimica na avaliagdo da
qualidade de substratos e componentes. /n: FURLANI, A. M. C. et al. Caracteriza¢dao, manejo

e qualidade de substratos para a producdo de plantas. Campinas: Instituto Agrondmico, 2002.
p. 17-28. (Documentos IAC, 70).

ALMEIDA, G. R. R. et al. Comportamento de cafeeiros propagados por embriogénese
somatica e por sementes em diferentes niveis de 4gua no solo. Coffee Science, Lavras, v. 6, n.
2,p. 114-119, maio/ago. 2011

ALVES, J. D.; GUIMARAES, R. J. Sintomas de desordens fisiologicas em cafeeiro. In:
GUIMARAES, R. J.; MENDES, A. N. G.; BALIZA, D. P. (ed.). Semiologia do cafeeiro:
sintomas de desordens nutricionais, fitossanitarias e fisioldgicas. Lavras: UFLA, 2010. p. 169-
215.

ASSIS, A. M. et al. Utilizagdo de substratos a base de coco no cultivo de Dendrobium nobile
(Orchidaceae). Acta Scientiarum. Agronomy, v. 27, n. 2, p. 255-260, 2005.

ASSIS B. P., et al. Growth response of four conilon coffee varieties (Coffea canephora Pierre
ex a. froehner) to different shading levels. Journal of Agricultural Science, [s. 1], v. 11,n. 7,
2019.

BATAGLIA, O. C.; FURLANI, P. R. Adubagao. /n: MATHES, L. A. F.; UZZO, R. P.
(orgs.). Palmeiras Ornamentais: producdo e cultivo. Campinas: Fundag, 2010. p. 43-47.

BARROS, R. S.; MAESTRI, M.; RENA, A. B. Physiology of growth and production of the
coffee tree - a review. J. Coffee Res., [s. 1.], v. 27, p. 1-54, 1999.

BENDANA, F. E. Fisiologia de los semillos de café I. Problemas relativos al
almacenamiento. Turrialba, Costa Rica, v. 4, n. 15, p. 93-96, 1962.

BRAUN, H. ef al. Producdo de mudas de café conilon propagadas vegetativamente em
diferentes niveis de sombreamento. Idesia (Arica), [s. l.], v. 25, n. 3, p. 85-91, dez. 2007.

CAMARGQO. A. P. O clima e a cafeicultura no Brasil. Inf. Agropec., [s. 1.], v. 11, p. 13-26.
1985.

CAMPINHOS JUNIOR, E.; IKEMORI, Y.; MARTINS, F. Determinac¢ao do meio de
crescimento mais adequado a formacao de mudas de Eucalyptus spp. (estaca e semente) e
Pinus spp.(semente) em recipientes plasticos rigidos. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL:
METODOS DE PRODUCAO E CONTROLE DE QUALIDADE DE SEMENTES E
MUDAS FLORESTALIS, Curitiba. Anais [...] Curitiba: LF.P./IUFRO, 1984. p. 350-365.

CARVAIJAL, J. F. Cafeto - Cultivo y Fertilizacion. Berna, Suiza: Instituto Internacional de
La Potassa, 1984.

CARVALHO, G. R.; PASQUAL, M.; RESENDE, E.; SCARANTE, M. J.; CARVALHO, G.
R. Aclimatizacdo de plantulas de cafeeiro (Coffea arabica L.) propagadas in vitro. Ciéncia e
agrotecnologia, Lavras, v. 23, n. 3, p. 483-490, 1999.



21
CARVALHO, C. H. S. Cultivares de café. Brasilia: EMBRAPA, 2007. 247 p.

CATUNDA, P. H. A. Aclimatiza¢do de plantulas micropropagadas. 2004. Monografia
(Especializagdo em Cultura de Tecidos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 2004.

COELHO, S. V. B. et al. Alteracdes fisiologicas e bioquimicas em sementes de café¢ secas em
silica gel e solucdes salinas saturadas. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 50, n.
6, p. 483-491, jun. 2015.

COLLINS, G. B.; GROSSER, J. W. Culture of embryos. /n: VASIL, I. K. (ed.). Cell culture
and somatic cell genetics of plants. New York: Academic Press, 1984. v.1, p. 241- 57.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra brasileira de
café, Safra 2019 - Quarto levantamento, dezembro 2019. Brasilia: CONAB, 2019. v. 5. n. 4.
p. 1-65.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra brasileira de
café, Safra 2019 — Primeiro levantamento, janeiro 2020. Brasilia: CONAB, 2020. v. 6, n. 1, p.
1-65, 2020.

COOLEY, N. M., et al. Outdoor ultraviolet polychromatic action spectra for growth responses
of Bellis perennis and Cynosurus cristatus. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, [s.1], v. 59, n. 1-3, p. 64-71, 2000.

COOPER, C. S. Relative growth of alfalfa and Birdsfoot trefoil seedlings under low light
intensity 1. Crop Science, [s.1.], v. 7, n. 3, p. 176-8, 1967.

COSTA A. F. et al. Efeito da qualidade de luz no desenvolvimento da moringa sob telados de
diferentes cores. Revista Internacional de Ciéncias, [s.l.], v. 9, n. 2, p. 103-14, set. 2019.

COSTE, R. Coffee - The Plant and the Product. London: MacMillan Press, 1992.

DA MATTA, F. M.; RAMALHO, J. D. C. Impacts of drought and temperature stress on
coffee physiology and production: a review. Brazilian Journal of Plant Physiology, [s.l.], v.
18, n. 1, p. 55-81, 2006.

DARDENGO, M. C,, et al. Crescimento e qualidade de mudas de café conilon produzidas em
diferentes recipientes e niveis de sombreamento. 2013.

DEBERGH, P. C. Aclimatization techniques of plants from in vitro. Acta Horticulturae, v.
289, p. 291-300, 1991.

DUSSERT, S. et al. Oxidative stress, phospholipid loss and lipid hydrolysis during drying
and storage of intermediate seeds. Physiologia Plantarum, Poznan, v. 127, p. 192-204, 2006.

DUSSERT, S. et al. Basis of coffee seed sensitivity to liquid nitrogen exposure: oxidative
stress or imbibitional damage? Physiologia Plantarum, Malden, v. 119, n. 4, p. 534-543,
2003.



22

FAHL, J. L. et al. Nitrogen and irradiance levels affecting net photosynthesis and growth of
young coffee plants (Coffea arabica L.). Journal of Horticultural Science, [s.1.], v. 9, n. n.
69. p. 161-169, jan. 1994.

FERREIRA, A. G.; HU, C.Y. Cultura de Embrides. /n: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.;
BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacio genética de plantas. Brasilia: Embrapa -
SPI/Embrapa - CNPH, 1998. p. 371-393.

FIGUEIREDO, M. A. de. Secagem e resfriamento de sementes de Coffea arabica L.
visando a criopreservacao. 2016. 198 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 2016.

FONSECA, T. G. Produciao de mudas de hortalicas em substratos de diferentes
composicoes com adicio de CO2 na agua de irrigacio. 2001. 72 p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia) Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP, 2001.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture. /n: ; Pratice. 2nd. ed. Edington:
Exegectis, 1996. 1361 p. Part 2.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S. Técnicas e
aplicacoes da cultura de tecidos de plantas. Brasilia: ABCTP/EMBRAPA-CNPH, 1990. p.
99-170.

GUERRA, M. P.; NODARI, R. O. Material didatico de apoio a disciplina de
biotecnologia, Santa Catarina: Universidade Federal de Santa Catarina, 2006.

HAZARIKA, B. N. Morpho-physiological disorders in in vitro culture of plants. Scientia
horticulturae, v. 108, n. 2, p. 105-120, 2006.

HOFFMANN, A. Enraizamento e aclimatizacao de mudas micropropagadas dos
porta-enxertos de macieira '"Marubakaido e 'M-26'. 1999. 240 p. Tese (Doutorado
em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 1999.

IARC. International Agency for Research on Cancer. Coffee, Tea, Mate, Methylxanthines and
Methylglyoxal. Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. World
Health Organization, Lyon, France, 1991. v. 51.

IBC. Instituto Brasileiro do Café. Cultura do Café no Brasil - Manual de Recomendagdes.
Rio de Janeiro: IBC; G.E.R.C.A., 1985.

ILLG, R. D. Metodologia de sele¢do in vitro para resisténcia a fatores causadores de estresse.
In: SIMPOSIO NACIONAL DE CULTURA DE TECIDOS VEGETALIS, 1. 1985, Brasilia.
Anais [...]. Brasilia: ABCTP/ EMBRAPA, 1986. p. 45-47.

MACIEL, A. L. R. Micropropagacao do cafeeiro por embriogénese somatica via
biorreator de imersao temporaria. 2011.Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 2011.

MACIEL, A. L. R. et al. Acclimatization of coffee ('Coffea racemosa'x'Coffea arabica')
somaclones obtained from temporary immersion bioreactor system (RITA). Australian
Journal of Crop Science, [s.1.], v. 10, n. 2, p. 169, 2016.



23

MELO, B. D. Estudos sobre producio de mudas de cafeeiro (Coffea arabica L..) em
tubetes. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Uninversidade Federal de Lavras, Lavras, MG,
1999.

MEEROW, A. W. Growth of two tropical foliage plants using coir dust as a container
medium amendment. Hort Technology, Alexandria, n. 5, p. 237-239, 1995.

MORAES, F. R. Meio ambiente e praticas culturais. /n: Cultura e Adubagado do Cafeeiro. Sao
Paulo: Instituto Brasileiro da Potassa, 1963. p. 77-126.

MOREIRA, M. A_; CARVALHO, J. G.; PASQUAL, M; FRAGUAS, C. B.; SILVA, A.
Efeito de substratos na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola.
Ciéncia e Agrotecnologia, [s.1.], v. 30, p. 875-879, 2006.

PAIVA, R.; PAIVA, P.D.O. Cultura de Tecidos. Lavras: UFLA FAEPE, 2001. 97 p.: il.
PASQUAL, M. Propagacao de plantas ornamentais. Lavras: UFLA/FAEPE, 2000. 80 p.

PEREIRA, C. E. et al. Determinagao de inibidores da germina¢do no endosperma de sementes
de café (Coffea arabica L.). Revista Brasileira de Sementes, Brasilia, v. 24, n. 1, p. 306-311,
2002.

PEREIRA, A. R. et al. Embriogénese somatica direta em explantes foliares de Coffea arabica
L. cv. acaié cerrado: efeito de cinetina e acido giberélico. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras,
v. 31, n. 2, p. 332-336, mar./abr. 2007.

PEREIRA, C. C. Cultura de embrides e germinacdo de sementes de diferentes niveis de
qualidade para a produgao de mudas de café. 2017. Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 2017.

PIERIK, R.L.M. Cultivo in vitro de las plantas superiores. Madrid: Ediciones MudiPrensa,
1990. 326 p.

PIMENTA, C. J. Qualidade de café. Lavras: UFLA, 2003. 304 p.

PINTO, M. S. et al. Cryopreservation of coffee zygotic embryos: dehydration and osmotic
rehydration. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 40, n. 4, p. 380-389, Aug. 2016.

RENA, A. B.; MAESTRI, M. Fisiologia do cafeeiro. In: RENA, A. B. et al. Cultura do
cafeeiro: fatores que afetam a produtividade. Piracicaba: Potafos, 1986. p. 13-85.

RODRIGUES, P. H. V. et al. Acclimatization of micropropagated Heliconia bihai
(Heliconiaceae) plants. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 62, n. 3, p. 299-301, 2005.

ROSA, S. D. V. F. et al. Staging coffee seedling growth: a rationale for shortening the coffee
seed germination test. Seed Science and Technology, Zurich, v.38, n.2, p.421-431, 2010.

ROSA, M. F.; BEZERRA, F. C.; CORREIA, D.; SANTOS, F. J. S.; ABREU, F. A. P.;
FURTADO, A. A. L.; BRIGIDO, A. K. L.; NOROES, E. R.V. Utilizaciio de coco como
substrato agricola. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 2002. 24 p.



24

ROSA, S. D. V. F. et al. Cafeina exdgena inibe o desenvolvimento /n Vitro de embrides de
Coffea arabica L. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS, 28.,
2002, Caxambu. Anais [...] Caxambu, 2003. p. 164-166.

SANTOS, M. R. A. et al. Aclimatizagao de mudas micropropagadas de Coffea canephora.
Journal of Biotechnology and Biology, v. 5, n. 1, p. 12-19, 2014.

SANTANA-BUZZY, N. et al. Advances in coffee tissue culture and its practical applications.
In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, Chesterfield, v. 43, n. 6, p. 507-520,
2007.

SILVEIRA, E. B.; RODRIGUES, V. J. L. B.; GOMES, A. M. A.; MARIANO, L.R. L
MESQUITA, J. C. P. P6 de coco como substrato para produ¢ao de mudas de tomateiro.
Horticultura Brasileira, [s.1.], v. 20, n. 2, p. 211-216, 2002.

SOUZA, F. F. et al. Caracteristicas das principais variedades de café cultivadas em
Rondonia. Porto Velho, 2003. 23 p.

SOUZA, M. M. et al. Avaliagdo de substratos para o cultivo de crisantemo (Chrysanthemum
morifolium Ramat., compositae) ‘white polaris’ em vasos. Revista Brasileira de
Horticultura e Ornamental, [s.l.], v. I, n. 2, p. 71-77, 1995.

ZEMKE, J. M. et al. Avaliagao de substratos para inoculagdo micorrizica e aclimatizag¢ao de
dois porta-enxertos de videira micropropagados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, v. 38, n. 11, p. 1309-1315, nov. 2003.

VALIO, 1. F. M. Inhibition of germination of coffee seeds (Coffea arabica L. cv. Mundo
Novo) by the endocarp. Journal of Seed Technology, East Lansing, v. 5, n. 1, p. 32-39,
1980.

VAVRINA, C. S.; ARMBRESTER, K.; ARENAS, M.; PENA, M. Coconut coir as an
alternative to peat media for vegetable transplant production. SSWFREC Station Rpt.-
VEQG, 1996.



25

CAPITULO 2 CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE CAFE
PROVENIENTES DE SEMENTES RECEM COLHIDAS E
SEMENTES ENVELHECIDAS

RESUMO

O café ¢ um dos principais produtos agricolas do Brasil, e s6 no ano de 2019, houve um
aumento de 1,3 mil hectares de lavouras novas instaladas no pais. Para a implantagdo e
renovacdo de lavouras, ¢ necessario a utilizacdo de sementes com elevado desempenho
germinativo e alta qualidade fisioldgica, para a obtencdo de mudas sadias. No entanto, sementes
de café apresentam rapida perda de viabilidade e, sendo o endosperma mais sensivel a
deterioragdo, a retirada do embrido da semente e seu cultivo in vitro poderia eliminar esse
problema. Com isso, este estudo teve como objetivo avaliar a germinagdo e o crescimento de
embrides zigdticos de café oriundos de sementes recém-colhidas e sementes submetidas ao
envelhecimento acelerado. Para a realizacdo do envelhecimento, parte das sementes foi
colocada em telados sobre o gerbox, contendo 40 ml de agua destilada em seu interior, e
colocados em BOD a 42 °C durante 6 dias. As sementes envelhecidas foram inicialmente
avaliadas pelo teste de germinacdo, juntamente com as sementes recém-colhidas. Logo apos o
envelhecimento, os embrides das sementes envelhecidas e recém-colhidas foram extraidos em
camara de fluxo laminar e inoculados em meios de cultura MS. Apds 60 e 120 dias da
inoculagdo dos embrides, foi avaliado a porcentagem de plantulas anormais e mortas. Além
disso, foram também realizadas as avalia¢des de altura (cm), didmetro do caule (mm), nimero
de folhas formadas e matéria seca de plantulas (mg) das plantulas normais. O experimento foi
realizado utilizando-se o delineamento inteiramente casualizados, sendo oito repeti¢des de 40
embrides cada. Foi utilizado esquema fatorial 2 x 2, duas qualidades de sementes (recém-
colhida e envelhecida) x dois tempos de cultivo (aos 60 e aos 120 dias). As sementes
envelhecidas obtiveram um percentual menor (52%) no teste de germinacdo do que as de
sementes recém colhidas (95%). Os embrides de sementes envelhecidas apresentaram menor
sobrevivéncia de plantulas normais, porém, ainda assim foi alta (86%). Apesar disso, ndo
ocorreram diferengas estatisticas significativas no nimero de plantulas anormais, mortas e nos
parametros de crescimento, entre as sementes com diferentes qualidades. O percentual de
plantulas anormais foi maior aos 120 dias que aos 60 dias da inoculacdo. Portanto, a excisao de
embrides zigoticos de sementes e seu cultivo in vitro por 60 dias, possibilita a formagdo de
plantulas normais a partir de sementes envelhecidas e o periodo in vitro, 120 dias, pode
ocasionar anormalidades.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Cultura de embrides. Plantulas. Germinagao. Vigor.
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ABSTRACT

Coftee is one of the main agricultural products in Brazil, in 2019 there was an increase
of 1.3 thousand hectares of new crops installed in the country. For the implantation and crops
renovation, it is necessary to use seeds with high germinates performance and high
physiological quality, to obtain healthy seedlings. However, coffee seeds show rapid loss of
viability and, the endosperm is more sensitive to deterioration, so the removal of the embryo
from the seed and its cultivation in vitro could eliminate this problem. Thus, this study aimed
to evaluate the germination and growth of zygotic coffee embryos from freshly harvested seeds
and seeds submitted to accelerated aging. The aged seeds were initially evaluated by the
germination test together with the freshly harvested seeds. To perform aging, part of the seeds
were placed on screens over the gerbox, containing 40 ml of distilled water inside, and placed
in BOD at 42°C for 6 days. The the aged embryos and freshly harvested seeds were extracted
in a laminar flow chamber and inoculated in MS culture media. After 60 and 120 days after
embryo inoculation, the percentage of abnormal and dead seedlings was evaluated. In addition,
height (cm), stem diameter (mm), number of leaves formed and seedling dry mass (mg) of
normal seedlings were also evaluated. The experiment was carried out using a completely
randomized design, with eight replications of 40 embryos each. A 2 x 2 factorial scheme, two
seed qualities (freshly harvested and aged) x two growth times (at 60 and 120 days) was used.
The aged seeds obtained a lower percentage (52%) in the germination test than those of freshly
harvested seeds (95%). The aged seed embryos showed less survival than normal seedlings, but
it was still high (86%). Despite this, there were no statistically significant differences in the
number of abnormal, dead plants and in the growth parameters in the different seed qualities.
The percentage of abnormal seedlings was higher at 120 days than at 60 days of inoculation.
Therefore, the excision of zygotic embryos from seeds and their cultivation in vitro for 60 days
allows the formation of normal seedlings from aged seeds and the longest time in vitro, 120
days, can cause abnormalities.

Keywords: Coffea arabica L. Embryo culture. Seedlings. Germination. Vigor.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ um dos principais produtos agricolas do pais, e tanto para a implantacao quanto
para a renovacgao das lavouras de C. arabica L. sdo utilizadas mudas provenientes de sementes.
Desta forma, a utilizagdo de sementes com elevado desempenho germinativo e alta qualidade
fisiologica ¢ considerada como um dos principais fatores na obtencdo de mudas vigorosas no
campo, e, posteriormente, maior produtividade da lavoura (ROSA et al., 2007).

No entanto, sementes de café¢ apresentam algumas limitagdes, pois perdem a sua
viabilidade em poucos meses, além de terem germinagao lenta e desuniforme. Essa dificuldade
de armazenamento das sementes por periodos prolongados conflita também no estabelecimento
das mudas em campo, pois, podem ficar aptas ao plantio em épocas nao favoraveis, como em
periodos de escassez de chuvas (THOMAZIELLO, 2000).

Um dos fatores que pode ter interferéncia na viabilidade das sementes de café
armazenadas ¢ a deteriora¢do do endosperma, proporcionando a liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e substancias fendlicas que podem prejudicar a germinagdo e o
desenvolvimento do embrido e, consequentemente, a formagao da plantula (DUSSET et al.,
2006). Entdo, a retirada do embrido da semente e seu cultivo in vitro poderia eliminar o
problema da oxidagdo por esses tipos de compostos liberados pelo endosperma.

Os eixos embrionarios constituem bons explantes para a aplica¢do da técnica de cultivo
in vitro, visto que apresentam variabilidade genética necessaria para os programas de
melhoramento (SANTANA-BUZZY et al., 2007) e os tecidos que formam o eixo sdo mais
tenros e possuem germinagdo mais uniforme e rapida em relagdo as sementes. Além disso, a
cultura in vitro dos embrides pode propiciar a producao de mudas em periodos mais adequados
do ano.

A cultura in vitro de embrides zigoticos de café a partir de sementes envelhecidas ainda
¢ pouco estudada, e isso poderia possibilitar a formag¢ao de mudas sadias a partir de sementes
armazenadas que apresentam baixo vigor. Com isso, objetivou-se com este trabalho avaliar a
germinagdo € o crescimento in vitro de embrides zigdticos de café oriundos de sementes

envelhecidas e recém-colhidas, avaliando-se o potencial para geracao de mudas sadias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Sementes, do Departamento de
Agricultura, e no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de Biologia,
Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas

sementes da safra 2017, da espécie Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo IAC 62.

2.2 Colheita, selecdo e processamento das sementes

Os frutos de café foram colhidos na Fazenda Experimental da Fundagdo Procafé, em
Varginha, MG. Os frutos no estddio de maturacdo cereja foram seletivamente colhidos nos
ramos médios das plantas e nas partes medianas dos ramos. Apos a colheita dos frutos, esses
foram lavados para a separacao de frutos chochos, malformados e muito danificados por brocas,
além de impurezas, antes de serem despolpados mecanicamente. As sementes foram
desmuciladas por fermentacdo em agua, em temperatura de 30 °C, por 24 horas e, em seguida,
foram lavadas em agua corrente e submetidas a secagem a sombra, em peneiras, para a retirada
da umidade superficial. Apos esses processos, as sementes foram secadas em secador
estacionario a 25 °C. A temperatura da massa de sementes foi monitorada com termometro de
mercurio e as sementes reviradas a cada 1h até atingirem um teor de dgua de 12%.

A determinagdo do teor de 4dgua inicial das sementes foi realizada pelo método de estufa
a 105 °C, durante 24 horas (BRASIL, 2009), com duas repeti¢des de 10 sementes. Os resultados
foram expressos em porcentagem com base no peso imido das sementes.

As sementes foram armazenadas em camara fria, com temperatura de 10 °C e UR de
55%, em sacos plasticos, até a realizacdo dos testes, quando foram homogeneizadas e tiveram

os pergaminhos retirados manualmente.
2.3 Obtencio dos lotes de sementes
Foram utilizados dois lotes de sementes com diferentes niveis de qualidade fisioldgica,

sendo um de melhor qualidade, constituido de sementes recém colhidas e o outro de mais baixa

qualidade, obtidos pelo envelhecimento acelerado das sementes.
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A técnica do envelhecimento acelerado (DELOUCHE, 1965) consiste em colocar as
sementes em uma camada Uinica e uniforme sobre telado, no interior de caixas plasticas, do tipo
gerbox contendo 40 mL de d4gua e manter em temperatura de 42 °C, em BOD, por seis dias. As
sementes recém-colhidas também foram colocadas sobre telados de caixas do tipo gerbox
contendo 40 mL de dgua destilada, em BOD a uma temperatura de 25 °C, por seis dias para

umedecimento e padronizacdo da umidade dos niveis de qualidade.

2.4  Assepsia das sementes

Antes da extra¢do dos embrides, as sementes passaram por um processo de assepsia,
sendo embebidas em formaldeido por 20 minutos em agitagdo, lavadas trés vezes com agua
destilada e autoclavada e colocadas para embeber em 4cido borico a 0.5% em agitagdo por 72
horas. O 4cido bérico tem diversas propriedades, desde micronutriente essencial para as plantas,
antisséptico, bacteriostatico, controle de bactérias, algas, fungos e insetos, e controle da
biodeterioracdo (LLOYD, 1998). Também, segundo Freitas et al. (2016) e Pereira (2017), o
acido borico promove um maior amolecimento das sementes, auxiliando assim, o processo de
retirada do embrido.

Antes da extracdo dos embrides, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada

¢ autoclavada.

2.5 Extracao e cultura in vitro dos embrioes

Somente para as sementes em que foram extraidos os embrides, realizou-se a assepsia
das sementes. Os embrides foram extraidos em camara de fluxo laminar com auxilio de pingas
e foram inoculados em meio de cultura Murasshige e Skoog, mais conhecido como sais (micro
e macro nutrientes MS (MURASSHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L! de
sacarose, solidificado com 2,5 g L' de Phytagel® e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
realizada a 121 °C durante 20 minutos. Foram inoculados oito blocos de 40 embrides em tubos
de ensaio com 10 ml de meio de cultura, os quais foram mantidas em BOD com fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 25 + 2 °C, durante 60 ou 120 dias.

Os tempos de crescimento in vitro foram definidos com base em que somente aos 60
dias as platulas apresentavam folhas verdadeiras, porém, ainda estavam com tamanho muito
reduzido, entdo escolhemos também o tempo de 120 dias, onde se observou um incremento em

altura, nimero de folhas e tamanho de raizes.



30

Aos 60 dias e aos 120 dias, as plantulas foram avaliadas por meio da porcentagem de
plantulas normais, anormais, mortas, altura de plantulas, didmetro do caule e nimero de folhas.
Os resultados das avaliagdes de plantulas cultivadas por 120 dias apresentaram maior nimero
de anormalidades e, assim, apenas as de 60 dias de cultivo foram utilizadas para os estudos de

aclimatagao.

2.6 Avaliacoes

2.6.1 Teste de germinagio das sementes

As sementes dos lotes com diferentes niveis de qualidade, recém-colhidas e
envelhecidas, foram avaliadas por meio do teste de germinacao. Para isso, quatro repeti¢des de
25 sementes de cada tratamento, foram semeadas em papel de germinacdo umedecidos com
agua destilada, na quantidade de duas vezes e meia o peso do papel seco. Os rolos de
germinagdo foram acondicionados em germinador, regulado a 30 °C, na presenca de luz
(BRASIL, 2009). Foram realizadas avaliagdes aos 15, 30 e 45 dias.

Aos 15 dias foi determinada a porcentagem de protrusdo radicular. Aos 30 dias da
semeadura foi determinada a porcentagem de plantulas normais, sendo consideradas como
plantulas normais, aquelas que apresentavam raiz principal e pelo menos duas raizes laterais
sadias e bem formadas. Apds 45 dias da semeadura, foi computada a porcentagem de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas. Para a avaliacdo de matéria seca, as plantulas normais
aos 45 dias tiveram suas partes aéreas separadas das raizes, com auxilio de um bisturi, € o
material vegetal colocado em sacos de papel e submetido a secagem em estufa de circulacio
forgada de ar a 60 °C por 3 dias, até peso constante. A matéria seca foi determinada em balanca

de precisao, sendo os resultados expressos em gramas/plantula.

2.6.2 Germinacao in vitro

Apds 60 e 120 dias da inoculagdo dos embrides, foram avaliadas a porcentagem de
germinagdo dos eixos embriondrios, plantulas normais, porcentagem de plantulas anormais e
embrides mortos. Para serem consideradas plantulas normais, os eixos embrionarios deveriam
apresentar folhas cotiledonares e uma raiz principal. Foram considerados anormais aqueles

embrides que nao apresentavam protrusao radicular, formagao de cotilédones, ou ma formagao,
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e geotropismo invertido (raizes para cima e cotilédones para baixo), e foram consideradas

mortas as plantulas e embrides que apresentavam coloragdo marrom.

2.6.3 Analise de crescimento

Foram realizadas avaliagdes de diametro do caule (mm) e altura (cm) e nimero de folhas
aos 60 e 120 dias ap6s a inoculacao dos embides. O didmetro na altura do colo foi medido com
paquimetro (precisdao de 0,05 cm) e a altura com régua graduada, tomando-se como padrado a
gema terminal (meristema apical). Para a contagem do numero de folhas, foram contabilizadas
somente as folhas completamente expandidas.

Para a matéria seca das plantulas, elas foram colocadas em sacos de papel devidamente
identificados e, posteriormente, foram alocadas em estufa a 70 °C por um periodo de
aproximadamente 72 horas (até adquirirem peso constante). A determinagao do peso da matéria

seca foi feita em balanca digital de precisao.

2.7  Delineamento experimental e analises estatisticas

No teste de germinagdo das sementes foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizados (DIC), com quatro repeticdes de 25 sementes. A cultura de embrides também foi
realizada em DIC, divididos em oito repeti¢des de 40 embrides cada, em esquema fatorial 2 x
2, dois lotes de sementes (recém colhidas e envelhecidas) x dois tempos de avaliacao (aos 60 e
aos 120 dias da inoculacdo dos embrides em meio de cultura). Para as avali¢cdes de altura e
diametro do caule de plantulas e nimero de folhas, foram utilizadas 8 repeti¢des de 20 plantulas.
Todos os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o software estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2019) e as médias avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Qualidade das sementes dos lotes utilizados

De acordo com a andlise de varidncia (ANEXO) dos resultados do teste de germinacao
das sementes, houve efeito significativo do nivel de qualidade das sementes, ou seja, diferenca
estatistica entre as sementes que passaram pela metodologia do envelhecimento acelerado e as
sementes recém-colhidas. As sementes envelhecidas apresentaram menor desempenho
fisioloégico em todas as varidveis analisadas, demonstrando que o processo de envelhecimento
acelerado proporcionou perda da qualidade das sementes, se comparada aquelas que nao

passaram por esse estresse, ou seja, sementes recém-colhidas (TABELA 1).

Tabela 1 - Porcentagem de protrusdo radicular, germinagao, folhas cotiledonares expandidas
e matéria seca de plantulas, oriundas de sementes recém-colhidas e sementes que
passaram pelo envelhecimento acelerado.

~ Plantulas com L.
Protrusao Matéria seca

Lote de semente  radicular Germolnac;éo 'folhas da parte Matépa seca
(%) (%) cotlle(bnares aérea (mg) de raiz (mg)
expandidas (%)
Recém-colhida 98 a 95a 90 a 0,167 a 0,144 a
Envelhecida 75b 52b 48 b 0,078 b 0,066 b
CvV 7,73 16,74 21,3 23,17 25

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), o tempo de exposi¢ao das sementes as condigdes
do teste de envelhecimento artificial causa aumento da umidade e, consequentemente, aumento
da temperatura das sementes e dos processos respiratdrios, favorecendo também maior
atividade de microrganismos. Isso resulta em uma maior deterioragdo das sementes em
comparagdo com as ndo envelhecidas.

Fantazzini et al. (2018) relacionaram os tempos do envelhecimento acelerado com o
tempo de armazenamento das sementes de café e obtiveram resultados de correlagdo positiva
entre esses fatores. As sementes que passaram por envelhecimento acelerado durante quatro
dias, apresentaram germinacdo estatisticamente igual aquelas sementes armazenadas por dois
meses em sacos de papel trifoliado, em condi¢do ndo controlada.

No presente estudo, obteve-se reducdo de 43% na germinagdao com o envelhecimento

acelerado das sementes de café¢, ou seja, de 95% de germinagdo antes, para 52% apos o
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procedimento. Isso demostra a eficiéncia da técnica em se obter sementes com um padrao de
qualidade inferior aquelas que ndo passaram por esse processo, sendo, portanto, um método que
reproduz eficientemente a perda de viabilidade natural ocorrida em sementes de café
armazenadas.

Além dos danos causados pelo envelhecimento das sementes, a alta umidade, somada
as temperaturas mais elevadas, contribui para a elevacdo da incidéncia de patdgenos nas
sementes (BRACCINI et al., 2008), podendo causar a deterioragao e até a morte das mesmas,
dificultando a avaliagdo do teste de germinacdo, e comprometendo consideravelmente a
germinagdo e a formagao de mudas (CLEMENTE et al., 2011).

De acordo com Silva et al. (2010), o envelhecimento acelerado tem sido regularmente
utilizado em programas de controle de qualidade adotados pelas empresas de sementes, pois,
fornece, em apenas alguns dias, informacdes confiaveis sobre o potencial de armazenamento
dos lotes produzidos. Além disso, Camargo et al. (2000), Freitas et al. (2006) e Santos e Paula
(2007) afirmaram que existe também uma correlagdo entre o envelhecimento natural e artificial
de sementes de diferentes espécies, como as de Eucalyptus grandis, Gossypium hirsutum e

Sebastiania commersoniana.

3.2 Germinacio in vitro

De acordo com a analise de variancia (ANEXO) dos resultados do teste de germinagao
in vitro dos embrides zigoticos retirados das sementes de café, ndo houve interagao significativa
entre os fatores nivel de qualidade das sementes (recém-colhidas e envelhecidas artificialmente)
e o tempo de crescimento in vitro (60 e 120 dias da inoculagdo dos embrides em meio de
cultura), para as varidveis plantulas normais, plantulas anormais, altura, didmetro do caule e
numero de folhas das plantulas. Houve efeito significativo dos fatores isolados, qualidade das
sementes e dias apos a inoculacdo (FIGURA 1). No entanto, ndo houve diferengas estatisticas
para o numero de plantulas mortas, nem para as qualidades das sementes e nem para o tempo

de crescimento in vitro.
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Para o resultado da anélise de plantulas normais, apenas o fator qualidade de sementes
foi significativo, como mostra a Figura 1. As plantulas oriundas das sementes envelhecidas
obtiveram uma menor porcentagem de plantulas normais (86%) que aquelas vindas de sementes
recém colhidas (92%) (FIGURA 1A). Entretanto, a diferenca entre esses dois tratamentos foi
pequena. A média de 86% de plantulas normais obtidas das sementes envelhecidas ¢ um
resultado significativo, uma vez que alcanca a porcentagem minima estabelecida para
germinacdo em um lote de sementes de café (MAPA, 2012).

Ja para as varidveis porcentagem de plantulas anormais, altura, didmetro do caule e
numero de folhas das plantulas, apenas o fator dias apds a inoculagao foi significativo (FIGURA
1). Nao apresentando diferencas entre as qualidades das sementes. Observa-se que o numero de
plantas anormais aumentou com o tempo, indicando que, quanto maior o tempo que o embrido
permanece na cultura in vitro, maior a possibilidade de ocorrerem anomalias nas plantulas de
café (FIGURA 1B).

Quanto ao crescimento das plantulas, medidas pela varidvel altura aos 120 dias, as
plantulas de café obtiveram maiores valores quando comparado aos 60 dias, o que ja era de se
esperar, uma vez que os embrides permaneceram por mais tempo em contato com o meio de
cultura (FIGURA 1C).

J& com a variavel didmetro do caule das plantulas, ocorreu uma diminui¢ao dos valores
com o aumento do tempo de crescimento in vitro (FIGURA 1D). Isso pode ter ocorrido pela
remobilizacdo das reservas energéticas para outros locais de crescimento, como, por exemplo,
as folhas. O numero de folhas das plantulas foi maior aos 120 dias (FIGURA 1E).

Na Figura 2 sdo apresentadas fotos ilustrativas das plantulas avaliadas durante o periodo
de desenvolvimento in vitro dos embrides excisados das sementes recém-colhidas, de melhor
qualidade fisiologica, e as de sementes submetidas ao envelhecimento acelerado. As Figuras
2A e 2B ilustram plantulas com trinta dias da inoculagao em meio de cultura in vitro. A Figura
2A representa as plantulas que foram consideradas normais, que apresentavam pelo menos uma
raiz principal e folhas. Ja a Figura 2B, retrata uma plantula in vitro considerada anormal, pois
apresentou geotropismo invertido, sendo que, nesse caso, as chances de se tornar uma muda

normal e sadia sdo menores.



37

Figura 2 - (A) Plantula normal oriunda de embrido zigdtico de C. arabica L., cultivado em meio
de cultura; (B) Plantula anormal oriunda de embrido zigoético de C. arabica L. em
contato com meio de cultura; (C) Plantula de café oriunda de sementes recém-
colhidas, aos 60 dias; (D) Plantula de café oriunda de sementes envelhecidas, aos 60
dias; (E) Plantula de café oriunda de sementes recém-colhidas, aos 120 dias; (F)
Plantula de café oriunda de sementes envelhecidas, aos 120 dias.

A i B\' e T —

Fonte: Da autora (2020).

Na Figura 2 C e D, observa-se as plantulas com 60 dias de inoculagdo em meio de
cultura, contendo todas as estruturas necessarias para o transplantio, como folhas e raizes. Nas
plantulas com 60 dias, as sementes recém-colhidas (FIGURA 2C) e de sementes envelhecidas
(FIGURA 2D), de forma geral, nao apresentaram muitas diferengas entre si de acordo com os

resultados das analises estatisticas (FIGURA 1 A). Ja na Figura 2 E e F, estdo representadas as
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plantulas com 120 dias da inoculagdo em meio de cultura, podendo constatar certa diferenca
entre as plantulas com 60 dias, como no maior comprimento de raiz, porém, essa caracteristica
nao foi medida no atual experimento.

No processo natural de deterioragdo de sementes armazenadas, ocorre a formacao de
radicais livres, que causam oxida¢ao dos tecidos vegetais, resultando em danos as membranas
celulares e na geragdo de subprodutos toxicos (DUSSERT et al. 2006). Os danos oxidativos
induzidos por radicais livres podem resultar na peroxidagao de lipideos da membrana, seguida
da desintegracao desta, levando a morte celular (BARREIROS et al., 2006; HENDRY et al.,
1993).

No caso da metodologia do envelhecimento acelerado, quanto mais tempo as sementes
sdo expostas as condi¢des do teste, maior seu teor de umidade, ocasionando um aumento da
temperatura das sementes devido aos mecanismos respiratérios € a maior atividade de
microrganismos. Isso resulta em um aumento na deterioragdo das sementes, em comparacao
com as nao envelhecidas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012)

No presente estudo, danos ao vigor das sementes podem ser evidenciados na menor
porcentagem de germinacdao das sementes que passaram pelo processo de envelhecimento
acelerado. Porém, quando retirado o embrido zigdtico dessas sementes envelhecidas e
cultivados em meio de cultura, estes se desenvolveram bem, formando plantulas normais, assim
como as plantulas oriundas das sementes recém-colhidas, ndo submetidas ao envelhecimento
acelerado.

Pereira (2017), estudando a formagao de mudas de café a partir de sementes com baixos
niveis de qualidade, constatou que ¢ possivel formar plantulas normais a partir do cultivo de
embrides extraidos destas sementes, havendo fortes indicios de que os endospermas sdo mais
sensiveis do que os embrides ao processo de deterioracao (COELHO et al., 2017).

Em pesquisa recente, Fantazzini et al. (2018) verificaram, ao comparar os dados do teste
de tetrazolio com os de formacao de plantulas normais de café, que houve melhor desempenho
fisiologico dos embrides em comparagdo as sementes inteiras. Resultados de trabalhos de
Dussert et al. (2006), também mostraram que ocorre maior sensibilidade dos endospermas a
secagem e a baixas temperaturas, em comparagdo aos embrides zigéticos, evidenciando, mais
uma vez, a maior sensibilidade do endosperma quando comparado aos embrides das sementes
de café.

No estudo do comportamento das sementes de C. arabica L. submetidas a secagem
rapida em silica em gel e a secagem lenta em solugdes salinas, Coelho et al. (2015) verificaram

porcentagem de plantulas normais proximas de zero no teste de germinagdo de sementes
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secadas até 5% de umidade. Entretanto, nessa mesma umidade, os embrides ainda apresentavam
viabilidade, pelo teste de tetrazolio, indicando que os danos de secagem estdo mais relacionados
aos endospermas. Dussert e Engelmann (2006) e Figueiredo (2016) trabalhando com sementes
de C. arabica L. criopreservadas, verificaram maior sensibilidade do endosperma ao
resfriamento do que do embrido.

Com isso, tem sido confirmado que o endosperma ¢ mais sensivel ao processo de
deterioragdo do que o embrido. Portanto, pode-se dizer que embrides zigoticos retirados de
sementes envelhecidas de café cultivados em meio de cultura, apresentam desempenho similar

ao de embrides de sementes recém-colhidas.
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4 CONCLUSOES

O cultivo in vitro por 60 dias se mostra mais vantajoso, pois as plantulas ja apresentam
todas as caracteristicas necessarias para o transplantio e com 120 dias tem-se o aumento do
aparecimento de plantulas anormais.

A excisdo do embrido zigdticos da semente e seu cultivo in vitro possibilita a obtengdo alta

porcentagem de germinagado e formagao de plantulas normais a partir de sementes envelhecidas.
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ANEXOS

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia do
germinagdo, plantulas normais com

teste de germinagdo para protusdo radicular,
folhas cotiledonares expandidas, matéria seca

da parte aérea e matéria seca de raiz de sementes com diferentes qualidades, recém-

colhidas ou envelhecidas.

Protusao Germinagao Plantulas com  Matéria seca Matéria seca
radicular folhas da parte aérea  da raiz
cotiledonares
expandidas
Qualidade das  ** ok *ok *k *k
sementes
CV 7,73 16,74 21,3 23,17 25

*Significativo (p>0,5); ** Altamente significativo (p>0,1).
Fonte: Da autora (2020).

Tabela 2 - Resumo da andlise de varidncia da germinagdo in vitro para plantulas normais,

anormais, mortas, altura, didmetro

do caule e numero de folhas, de embrides

zigdticos de café cultivados in vitro, adivindos de sementes com diferentes
qualidades, recém-colhidas ou envelhecidas e diferentes tempos de cultivo, 60 e

120 dias.

Plantulas
anormais

Plantulas

normais mortas

Plantulas

Altura de
plantulas

Numero de
folhas de
plantuas

Diametro

*

Qualidade
das
sementes

Tempo in ok

vitro

ok kk

Qualidade
das
sementes X
Tempo in
vitro

Cv 5,16 44,57 41,96

13,20 9,11 17,37

*Significativo (p>0,5); **Altamente significativo (p>0,1).
Fonte: Da autora (2020).
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CAPITULO 3 ACLIMATIZACAO DE MUDAS DE CAFE OBTIDAS DE CULTURA
DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE SEMENTES ENVELHECIDAS

RESUMO

O café ¢ a segunda bebida mais consumida no mundo, e o Brasil se destaca como o
maior produtor, o que contribui substancialmente para a pauta de exportacdes brasileiras. Para
a implantagdo das lavouras € necessario a obten¢do de mudas de alto padrio de qualidade, a
partir de sementes que necessitam ter alto vigor, germinagdo e uniformidade para,
consequentemente, haver a formagdo de uma planta produtiva. Porém, ha uma rapida perda de
viabilidade das sementes de café. A baixa qualidade das sementes armazenadas ocorre devido
a deterioracao, e alguns estudos tém demonstrado que em sementes de café, o endosperma pode
ter uma maior sensibilidade a deterioracdo do que os embrides, sendo que, quando excisados,
esses embrides cultivados in vitro podem germinar e gerar plantulas normais. Contudo, um
numero substancial de plantas cultivadas in vitro nao sobrevive a transferéncia para ambiente
de estufa ou de campo. Com isso, o objetivo neste trabalho foi avaliar a aclimatizagdo de
plantulas oriundas de embrides zigdticos de café retirados de sementes envelhecidas, em
diferentes substratos e ambientes, para a producdo de mudas bem desenvolvidas e aptas ao
plantio. Para tanto, plantulas foram obtidas a partir do cultivo in vitro de embrides retirados de
sementes com dois niveis de qualidade, sementes recém-colhidas ou sementes que passaram
pelo envelhecimento acelerado. Os embrides zigdticos foram extraidos das sementes e
colocados em contato com meio MS e, apds 60 e 120 dias, as plantas foram avaliadas por meio
da contagem de plantulas normais, anormais € mortas. As plantulas cultivadas in vitro por 60
dias, com melhor qualidade, foram transplantadas utilizando-se dois diferentes substratos
(Tropstrato e fibra de coco) e levadas para aclimatizacdo em dois ambientes (camara de
crescimento e casa de vegetacdo com nebuliza¢do). Para comparar os resultados, foram
avaliados a altura das plantas, o diametro do caule, o numero de folhas, teor de clorofila e taxas
de crescimento. Conclui-se que o ambiente casa de vegetagao com nebulizagao foi melhor para
o crescimento das plantulas, possivelmente pela maior radiagdo e temperatura. O melhor
substrato foi a fibra de coco, por garantir melhor desenvolvimento tanto para plantulas oriundas
de sementes recém-colhidas, quanto para as de sementes envelhecidas. E possivel desenvolver
mudas sadias a partir de sementes com menor viabilidade, como as envelhecidas utilizadas
nesse estudo.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Cultura in vitro. Aclimatizacdo. Camara de crescimento.
Casa de vegetacao. Substratos.
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ABSTRACT

Coftee is the second most consumed beverage in the world and Brazil is the largest
producer, which contributes substantially to the list of Brazilian exports. For the implantation
of the crops, it is necessary to obtain seedlings of high quality standard, made from seeds, which
need to have high vigor, germination and uniformity to consequently have the formation of a
productive stand. However, there is a rapid loss of viability of coffee seeds. The low quality of
stored seeds is due to deterioration. Some studies have shown that in coffee seeds, the
endosperm may have a greater sensitivity to deterioration than embryos, and when excised these
embryos grown in vitro can germinate and generate normal seedlings. However, a substantial
number of plants grown in vitro do not survive transfer to a greenhouse or field environment.
Thus, the objective in this work was to evaluate the acclimatization of seedlings from zygotic
coffee embryos taken from aged seeds, in different substrates and environments, for the
production of well developed seedlings suitable for planting. For this purpose, seedlings were
obtained from the in vitro cultivation of embryos taken from seeds with two levels of quality,
freshly harvested seeds or seeds that have undergone accelerated aging. The zygotic embryos
were extracted from the seeds and placed in contact with MS medium and, after 60 and 120
days, the plants were evaluated by counting normal, abnormal and dead seedlings. Seedlings
grown in vitro for 60 days, with better quality, were transplanted using two different substrates
(Tropstrato and coconut fiber) and taken to acclimatization in two environments (growth
chamber and greenhouse with fogging). To compare the results, plant height, stem diameter,
number of leaves and chlorophyll content were evaluated. Thus, it is concluded that the
greenhouse environment with fogging was better for seedling growth, possibly due to higher
radiation and temperature. The best substrate was coconut fiber, as it ensures better
development for both freshly harvested seedlings and aged seedlings. It is possible to develop
healthy seedlings from seeds with less viability, such as the aged ones used in this study.

Keywords: Coffea arabica L. In vitro culture. Acclimatization. Different environments.
Substrates.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ a segunda bebida mais consumida no mundo, ¢ o Brasil se destaca como o
maior produtor. Segundo a CONAB (2020), as exportagdes de café¢ no pais, de janeiro a
novembro de 2019, totalizaram US$ 4.691 milhdes, sendo uma das culturas de maior expressao,
tanto no mercado interno quando no externo. Para o ano 2020, estima-se uma area total plantada
de aproximadamente 2,16 milhdes hectares, um acréscimo de 1,4% em relagao ao ano anterior
(CONAB, 2020).

Para a implantagdo das lavouras ¢ necessario a obten¢do de mudas de alto padrao de
qualidade para garantir a sua sobrevivéncia quando levadas ao campo. Essas mudas sdo feitas
a partir de sementes, que necessitam ter alto vigor, germinac¢ao e uniformidade para,
consequentemente, haver a formagao de um estande produtivo e de qualidade (ROSA, 2007).

Porém, existe uma preocupacao com a rapida perda de viabilidade das sementes de café
(Coffea arabica L.). A baixa qualidade das sementes armazenadas ocorre devido a deterioragao,
que ¢ um processo natural, entretanto, pode ser potencializado na pos-colheita. O
processamento, a secagem € o armazenamento sdo exemplos de atividades que podem acelerar
a degradacdo das sementes devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio, que causam
danos nos tecidos vegetais (SANTOS, 2004).

Alguns estudos tém demonstrado que, em sementes de café, o endosperma pode ter uma
maior sensibilidade a deterioracdo que os embrides, sendo que, quando excisados esses
embrides podem germinar e gerar plantulas normais (PEREIRA, 2017; FIGUEIREDO, 2016;
COELHO et al., 2015; DUSSERT et al., 2006).

Os eixos embriondrios constituem um bom explante para o cultivo in vitro, pois,
possuem uma germinac¢ao mais uniforme e rapida em relagdo as sementes. A cultura in vitro de
embrides zigoticos, também permite estudos detalhados sobre nutricao e fisiologia do embrido.
No caso de culturas como o cafeeiro, pode ser usada com o objetivo de adequé-las a melhor
época de plantio (HU; FERREIRA, 1998), como estacdes chuvosas, e cultivo de embrides de
sementes armazenadas que apresentam baixa viabilidade.

Contudo, um numero substancial de plantas cultivadas in vifro ndo sobrevive a
transferéncia para ambiente de estufa ou de campo. As plantulas sdo desenvolvidas em tubos
de ensaio sob baixo nivel de luz, condi¢cdes assépticas, em um meio contendo aglcares e
nutrientes para permitir o crescimento heterotr6fico e em uma atmosfera com alto nivel de
umidade (PAIVA; PAIVA, 2001). Essas condi¢des dificultam a adaptacdo das plantulas as

novas condi¢des ambientais.
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Para auxiliar na adapta¢do das plantulas durante a aclimatizagdo, as condicdes
climaticas precisam ser alteradas progressivamente, de forma a diminuir o estresse, evitando a
ocorréncia de danos e, consequentemente, senescéncia das plantulas. Condi¢des como umidade
relativa, temperatura, intensidade de luz, além de um substrato que auxilie no processo
autotrofico sdo importantes caracteristicas a serem estabelecidas para a adaptagdo
(HAZARIKA, 20006).

Vérios estudos sao realizados sobre aclimatizacdo de plantulas de café in vitro
(ALMEIDA, 2010; CARVALHO et al, 1999; FAHL et al., 1994; MACIEL et al., 2016;
PEREIRA et al., 2007; SANTOS, 2014) e de estabelecimento de mudas (ASSIS et al., 2011;
BRAUM, 2007; DANDENGO, 2013; MELO, 1999), porém, trabalhos relacionados com a
aclimatizacdo de plantulas advindas de embrides zigéticos de café cultivados in vitro sao
€SCassos.

Com isso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar a aclimatizagdo de plantulas oriundas de
embrides zigbticos de café retirados de sementes envelhecidas ou recém colhidas em diferentes

substratos e ambientes, para a producao de mudas bem desenvolvidas e aptas ao plantio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratorio Central de Sementes, do Departamento de
Agricultura, e no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de Biologia,
Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas

sementes da safra 2017, da espécie Coffea arabica L., cultivar Catuai Amarelo IAC 62.

2.2 Colheita, selecdo e processamento das sementes

Os frutos de café foram colhidos na Fazenda Experimental da Fundagdo Procafé, em
Varginha, localizada a aproximadamente 110 Km de Lavras. Os frutos no estddio de maturagado
cereja foram seletivamente colhidos nos ramos médios das plantas e nas partes medianas dos
ramos. Apds a colheita dos frutos, esses foram lavados para a separagcdo de frutos chochos,
malformados e brocados, além de impurezas, antes de serem despolpados mecanicamente. As
sementes foram desmuciladas por fermentagdo em agua, em temperatura de 30 °C, por 24 horas
e, em seguida, foram lavadas em 4gua corrente e submetidas a secagem a sombra, em peneiras,
para a retirada da umidade superficial. Apos a pré-secagem, as sementes foram secadas em
secador estacionario a 25 °C por cerca de 10h por dia. A temperatura da massa de sementes foi
monitorada com termdémetro de merctrio e as sementes reviradas a cada lh até atingirem um
teor de agua de 12%.

A determinacdo do teor de dgua foi realizada pelo método de estufa a 105 °C, durante
24 horas (BRASIL, 2009), com duas repeti¢des de 10 sementes. Os resultados foram expressos
em porcentagem com base no peso imido das sementes.

As sementes foram armazenadas em camara fria com temperatura de 10 °C e com UR
de 55%, em sacos plésticos até¢ a realizagdo dos testes, quando foram homogeneizadas e tiveram

os pergaminhos retirados manualmente.
2.3 Obtencao dos lotes de sementes
Foram utilizados dois lotes de sementes com diferentes niveis de qualidade fisiologica,

sendo um de melhor qualidade, constituido de sementes recém-colhidas, e o outro, de mais

baixa qualidade, obtidos pelo envelhecimento acelerado das sementes.
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A técnica do envelhecimento acelerado consiste em colocar as sementes em uma
camada tnica e uniforme sobre telado, no interior de caixas plasticas, do tipo gerbox contendo
40 mL de dgua e manter em temperatura de 42 °C, em BOD, por seis dias. As sementes recém-
colhidas também foram colocadas sobre telados de caixas do tipo gerbox contendo 40 mL de
agua destilada, em BOD a uma temperatura de 25 °C, por seis dias para umedecimento e

padronizagdo da umidade dos niveis de qualidade.

2.4  Assepsia das sementes

Antes da extra¢do dos embrides, as sementes passaram por um processo de assepsia,
sendo embebidas em formaldeido por 20 minutos em agitagdo, lavadas trés vezes com agua
destilada e autoclavada e colocadas para embeber por 72 horas em &cido borico. Antes da

extracdo dos embrides as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

2.5 Extracao e cultura in vitro dos embrioes

Apos a assepsia das sementes, os embrides foram extraidos em camara de fluxo laminar
com auxilio de pincas e foram inoculados em meio de cultura Murasshige e Skoog, mais
conhecido como sais (micro ¢ macro nutrientes MS (MURASSHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L™! de sacarose, solidificado com 2,5 g L' de Phytagel® e pH ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121 °C durante 20 minutos. Foram inoculados oito
blocos de 40 embrides em tubos de ensaio com 10 ml de meio de cultura, os quais foram
mantidas em BOD com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2 °C, durante 120 dias.

Aos 60 dias e aos 120 dias, as plantulas foram avaliadas por meio da porcentagem de
plantulas normais, anormais, mortas, altura de plantulas, diametro do caule e nimero de folhas.
Os resultados das avaliagdes de plantulas cultivadas por 120 dias apresentaram maior namero
de anormalidades e, assim, apenas as de 60 dias de cultivo foram utilizadas para os estudos de

aclimatizacao.
2.6 Aclimatizacio das mudas
As plantulas iniciaram o processo de aclimatizacdao apds 60 dias de desenvolvimento

em meio de cultura, quando foram transferidas para saquinhos plasticos contendo dois

diferentes substratos, Tropstrato café ou Fibra de coco, sendo utilizados 20 saquinhos por
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tratamento, divididos em quatro blocos de cinco saquinhos de cada tratamento. Foram
adicionados aos saquinhos com as mudas 5 g do adubo de liberacao lenta Osmocote® a cada
dois meses.

Para manter as plantulas umidas nos primeiros dias do transplantio, os saquinhos com
as plantulas foram envolvidos com sacos plésticos transparentes, que foram cortados uma das
duas pontas a cada sete dias, até que ficassem totalmente abertos com trés semanas. Apods esse
periodo, o restante dos sacos plasticos foi removido, e as plantulas permaneceram desta forma
até o final do experimento.

As plantulas oriundas de embrides zigéticos de café excisados de sementes envelhecidas
ou ndo, transplantadas para dois tipos diferentes de substratos, foram entdo alocadas em dois
diferentes ambientes:

a) Em camara de crescimento vegetal com 12 horas de luz, a 25 °C.
b) Em casa de vegetacdo com aproximadamente 90% de umidade relativa do ar com
sistema de nebuliza¢do automatico, temperatura média préxima de 30 °C, e coberta com

sombrite de 75% de luminosidade natural.

2.7  Avalia¢oes das mudas de café

Ap6s cinco meses de crescimento foram realizadas as avaligdes dos indices descritos
abaixo.
a) Matéria seca
Para avaliagdo da matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de raizes (MSR) e
matéria seca total (MST), foi feita a separacdo da parte aérea e de raiz com auxilio de bisturi e
embaladas em sacos de papel com identificagdo, depois, foram colocadas em estufa a 70 °C por
um periodo de aproximadamente 72 horas (até adquirirem peso constante). A determinagao do
peso da matéria seca foi feita em balanga digital de precisdo. Com os dados dessas avaliagdes
foi possivel obter o indice morfolégico Razdo parte aérea/raiz (MSPA/MSR).
b) Altura, diametro do caule, nimero de folhas e area foliar
Foram realizadas avaliagdes de diametro do caule (mm) e altura (cm) e nimero de folhas
a cada 30 dias apos o transplantio. O diametro no colo na altura do solo foi medido com
paquimetro (precisdo de 0,05 cm) e a altura com régua graduada, tomando-se como padrao a
gema terminal (meristema apical). Para a contagem do numero de folhas, foram contabilizadas
somente as folhas completamente expandidas.

Apos cinco meses do transplantio foi analisado a area foliar, obtido pela formula:
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AF=0,667xCxL (M

Onde C ¢ o comprimento da folha, L ¢ a largura da folha e 0,667 o fator de corregao.
¢) Indice de clorofila

Os indices de clorofila A, B e Total foram obtidos por meio do aparelho digital
ClorofiLOG® modelo CFL 1030 (Falker). As medigdes foram realizadas das nove as onze
horas da manha, em folhas completamente expandidas, localizadas no terceiro par de folhas a
partir do apice do ramo. Com esses dados, foi calculada também a razdo clorofila A e B.

Clorofilog® - E um aparelho portatil que mede de modo ndo destrutivo e instantaneo, a
transmitancia de luz através da folha, no comprimento de onda com pico em 650 nm, regido de
alta absorbancia pelas moléculas de clorofila, e com pico em 940 nm, na qual a absorbancia
pela folha ¢ baixa, servindo como um fator de corre¢dao para o teor de agua ou espessura da

folha (FALKER AUTOMACAO AGRICOLA, 2008).
2.8  Analise de crescimento das plantulas de café

A cada trinta dias apos o transplantio da fase in vitro, foram feitas as avaliagdes de
crescimento, como altura, didmetro do caule e nimero de folhas, por cinco meses nas mudas
alocadas no ambiente casa de vegetacdo. Com os dados de crescimento foi possivel obter:

a) Taxa de crescimento absoluto caulinar (cm/dia),

TCAC=(H2-HI1)/(T2-T1)

Onde H ¢ a altura da planta e T ¢ o tempo em dias.

b) Taxa de crescimento absoluto de espessura caulinar (mm/dia),

TCAD=(D2-D1)/(T2-T1)

Onde H ¢ a altura da planta, T € o tempo em dias e D ¢ o didmetro caulinar.

¢) Taxa de crescimento absoluto em fitomassa fresca (cm?/dia),
TCAFFA = (H2 x D2%) - (H1 x D1%) /(T2 - T1)

Onde H ¢ a altura da planta, T ¢ o tempo em dias e D ¢ o didmetro caulinar.
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2.9 Indice de velocidade de crescimento em altura

Foi determinado utilizando-se da formula de Edmond e Drapala (1958).

l - (\11 (l])+ (Vz (—iz) + ... + (N” (J'n) (2)
(G Gzt +G)

Onde:

N1 = niimero de dias da primeira medigao;

G = altura das plantulas na primeira medig¢ao;

N> = niimero de dias da segunda medigao;

G = altura das plantulas emergidas na segunda medi¢ao;
Nn = niimero de dias da tltima medi¢ao.

Gn = numero de plantulas emergidas na tltima contagem.

2.10 Delineamento experimental e analises estatisticas

A cultura de embrides foi realizada em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
divididos em oito repeticdes de 40 embrides cada, em esquema fatorial 2 x 2, niveis de
qualidade de sementes (recém colhidas e envelhecidas) e 2 tempos de avaliagao (aos 60 e aos
120 dias da inoculagao dos embrides em meio de cultura). Para as avali¢des de altura e diametro
do caule de plantulas e nimero de folhas, foram utilizadas 8 repeti¢cdes de 20 plantulas.

O processo de aclimatizag¢do das plantulas oriundas de embrides zigbticos foi realizado
no delineamento em blocos casualizados (DBC), com quatro blocos de cinco plantulas, em
esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo 2 niveis de qualidade das sementes (recém-colhida e
envelhecida), 2 tipos de substrato (tropstrato e fibra de coco) e 2 ambientes (camara de
crescimento e casa de vegetagdo).

As andlises de crescimento foram feitas somente nas mudas da casa de vegetagao, foi
montado em DBC com quatro blocos de cinco plantulas, em esquema fatorial 2 x 2 x 6, sendo
2 niveis de qualidade das sementes (recém-colhida e envelhecida), 2 tipos de substrato
(tropstrato e fibra de coco) e 6 tempos de avaliacdo (0; 30; 60; 90; 120; 150 dias apds o
transplantio).

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o software estatistico

SISVAR (FERREIRA, 2019) e as médias avaliadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacio in vitro

Para o estudo da aclimatizacdo de mudas de café¢ oriundas de embrides zigoticos,
plantulas foram cultivadas in vitro, por periodos de 60 e 120 dias. De acordo com a analise de
variancia (ANEXO) da germinacao in vitro dos embrides zigbticos retirados das sementes de
café, ndo houve interagdo entre os fatores qualidade das sementes (recém-colhida e
envelhecida), e o tempo das avaliagdes (60 e 120 dias da inoculacdo dos embrides em meio de
cultura) para as varidveis plantulas normais, anormais e mortas. Houve efeito significativo do
fator isolado qualidade de semente, quanto a normalidade das plantulas germinadas in vitro de

sementes envelhecias e recém colhidas (TABELA 1).

Tabela 1 - Porcentagem de plantulas normais, anormais € mortas de embrides zigdticos de café
cultivados in vitro provenientes de sementes recém colhidas e envelhecidas.

Qualidade das sementes Normais Anormais Mortas
Recém colhida 92a 6a la
Envelhecida 86 b 7a Ja
CV 5,65 41,40 13,76

*M¢édias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

As plantulas das sementes envelhecidas obtiveram uma menor porcentagem de plantulas
normais que aquelas vindas de sementes recém-colhidas. Porém, com uma média de 86% de
germinacgdo, ainda ¢ um resultado muito significativo que alcanca a porcentagem minima
estabelecida para germinagdo em um lote de sementes de café. J4 para as porcentagens de
plantulas anormais e mortas, ndo houve diferengas quanto a qualidade das sementes.

Relacionado as avaliagdes aos 60 e 120 dias, ndo houve diferencgas estatisticas para a
porcentagem de plantulas normais e mortas. Mas o nimero de plantas anormais aumentou com
o tempo, indicando a possibilidade de que, quanto maior o tempo in vitro, maior a possibilidade

de ocorrerem anomalias nas plantulas de café¢ (TABELA 2).
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Tabela 2 - Porcentagem de plantulas normais, anormais € mortas de embrides zigoticos de café
cultivados in vitro provenientes de sementes recém-colhidas e envelhecidas avaliadas
aos 60 ¢ 120 dias da inoculagao.

Tempo (dias) Normais Anormais Mortas
60 90 a 4a la
120 88 a 9b 3a
Cv 5,65 41,40 13,76

*M¢édias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Conforme os resultados apresentados das plantulas cultivadas in vitro, aquelas com 120
dias de desenvolvimento apresentaram maior nimero de anormalidades e, assim, apenas as de

60 dias de cultivo foram utilizadas para os estudos de aclimatizacao das mudas.

3.2 Resultados da aclimatizacio das mudas café

De acordo com os resultados da a analise de variancia (ANEXO), houve interagao tripla
entre os fatores ambientes, qualidade de semente, e tipos de substrato para as varidveis matéria
seca da parte aérea, de raiz e razao parte aérea/raiz. Para as varidveis didmetro do caule, nimero
de folhas e area foliar, houve efeito significativo do fator ambiente, enquanto que para a variavel
altura de plantas, houve efeito isolado dos fatores ambiente e qualidade das sementes.

O ambiente casa de vegetagao, no geral, proporcionou maior acimulo de matéria seca
tanto para a parte aérea quanto para a raiz em mudas advindas de sementes recém-colhidas e

envelhecidas (TABELAS 3 e 4).
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Tabela 3 - Matéria seca da parte aérea (mg) de mudas de café advindas do cultivo in vitro de
embrides zigdticos de sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas
em dois ambientes e dois substratos.

Desdobramento de ambientes e niveis de qualidade

Qualidade das sementes

Ambiente Substrato Recém-colhida Envelhecida
Casa de vegetacio Tropstrato 290 Ab 360 Aa
Fibra de coco 410 Aa 205 Bb
Céamara de Tropstrato 210 Aa 130 Ab
crescimento Fibra de coco 135 Ba 355 Aa

Desdobramento de substratos

Qualidade das Ambiente -
Substrato ~ Camara de
sementes Casa de vegetagao .

crescimento

, . Tropstrato 290 A 210 A

Recém-colhida Fibra de coco 410 A 135B

. Tropstrato 360 A 130B

Envelhecida Fibra de coco 205 B 355 A

Cv 28,92

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Tabela 4 - Matéria seca da raiz (mg) de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides
zigbticos de sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois
ambientes e dois substratos.

Desdobramento de ambientes e niveis de qualidade

Qualidade das sementes

Ambiente Substrato Recém-colhida Envelhecida
Casa de vegetacdo Tropstrato 415 Bb 650 Aa
Fibra de coco 735 Aa 245 Bb
Céamara de Tropstrato 210 Aa 165 Aa
crescimento Fibra de coco 255 Aa 145 Aa

Desdobramento de substratos

Qualidade das Ambiente S
Substrato N Céamara de
sementes Casa de vegetagdo .

crescimento

. . Tropstrato 415 A 210 B

Recém-colhida Fibra de coco 735 A 255B

. Tropstrato 650 A 165B

Envelhecida Fibra de coco 245 A 145 A

CvV 32,75

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Com o uso do substrato fibra de coco foi possivel obter maiores médias de matéria seca

de parte aérea nos dois ambientes, para os dois niveis de qualidades das sementes (TABELA
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3). Contudo, as mudas de sementes recém-colhidas produzidas em ambiente de camara de
crescimento, ndo apresentaram diferengas entre os substratos.

As mudas advindas de sementes recém-colhidas nao apresentaram diferenga na matéria
seca da parte aérea, nos diferentes ambientes e substrato tropstrato (TABELA 3), assim como
em camara de crescimento nos substratos (TABELA 3). Isso mostra maior capacidade de
adaptacdo das mudas de sementes recém-colhidas, quanto aos ambientes e substratos que as
mudas oriundas de sementes envelhecidas, as quais apresentaram diferencas nos ambientes,
com melhor desenvolvimento em casa de vegetacao e em fibra de coco (TABELA 3).

Para a matéria seca de raizes (TABELA 4) em casa de vegetacdo, as mudas advindas
dos embrides zigoticos de sementes recém-colhidas obtiveram maior acimulo em substrato
fibra de coco, enquanto que mudas de embrides de sementes envelhecidas obtiveram maior
acumulo em substrato tropstrato.

Marcuzzo et al. (2005), analisando o desenvolvimento de mudas de café em diferentes
substratos e doses de fertilizantes de liberag@o gradual, observaram que a matéria seca da parte
aérea obteve um crescimento linear de acordo com a dosagem do fertilizante, chegando a uma
média de 1,13 g no substrato Plantmax® e de 0,92¢g no substrato Bioplant®. A matéria seca de
raiz obteve o mesmo padrdo de crescimento com média de 0,50 g no substrato Plantmax® e de
0,42 g no substrato Bioplant®.

Rosa et al. (2007), em seu experimento sobre a formacao de mudas de C. arabica L.
CV. Rubi, utilizando sementes ou frutos em diferentes estidios de desenvolvimento,
observaram que ap6s 180 dias do inicio do experimento, a média da matéria seca da parte aérea
em 9 tratamentos, sementes sem pergaminho obteviveram o maior valor de 11,57 g e os piores
foram em frutos verdes 10 dias ap6s a colheita de 6,56 g. A média da matéria seca do sistema
radicular nas sementes sem pergaminho obtiveram o maior valor médio 2,96 g, e o pior foi em
fruto verde 10 dias apds a colheita com média de 1,38 g.

Maximiano et al. (2011), estudando diferentes concentracdes de biofertilizantes foliares
de esterco bovino em mudas de cafeeiro, obtiveram, apds 5 meses, uma média da matéria seca
da parte aérea de 1,05 g e uma média da matéria seca da raiz de 0,40 g. A aplicagdo foliar de
biofertilizante, nas concentragdes estudadas, ndo proporcionou alteracao no desenvolvimento
de mudas de cafeeiro.

Marana et al. (2008) avaliando o crescimento de mudas de café produzidas em tubetes,
aos 150 dias apos a semeadura, cultivadas com adubo de liberacao lenta nas concetragdes de 0,
5, 10, 15 e 20 kg m?, obtiveram uma maior média da matéria seca caule no substrato

Vermicomposto com 0,17 g nas 3 ultimas doses e, no substrato Plantmax-café® com média
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0,24 g nas 3 ultimas doses. A média de matéria seca de folhas no substrato Vermicomposto foi
de 1,01 g e no substrato Plantmax-café® foi de 1,33 g ambos na dose 20. A maior média da
matéria seca de raiz foi em substrato Vermicomposto com 0,23 g na dose 05 e no substrato
Plantmax® com 0,33 g na dose 10.

Carvalho et al. (1999) estudando o efeito do tratamento de sementes na emergéncia e
desenvolvimento de mudas de cafeeiro C. arabica L., observaram apds 180 dias da semeadura,
com retirada manual e mecanica do pergaminho, a média do peso da materia seca da parte aérea
foi de 2,0541g e 2,1200g respectivamente, ¢ a média do peso da matéria seca de raiz foi de
0,5258 g e 0,4800 g, sendo assim, a retirada manual foi melhor que a mecanica.

Tristdo (2005) verificou em seu trabalho sobre producdo de mudas micorrizadas de
cafeeiro em diferentes substratos organicos, que plantas que desenvolveram em substratos Viva
Verde apresentaram maior producao de matéria seca da parte aérea, com média de 6,1g, ja o
pior tratamento obteve média de 0,3 g em substrato Golden Mix 80, ambas inoculados com G
intraradices.

Como observado no presente estudo, obteve-se menores médias que as pequisas citadas.
Porém, as medidas das mudas do presente estudo foram feitas aos 150 dias, trinta dias a menos
que os estudos citados. O melhor tratamento para a matéria seca da parte aérea foi de 0,41 g, e
a matéria seca da raiz foi 0,735 g em sementes recém-colhidas, no substrato fibra de coco, em
casa de vegetacdo. O pior tratamento atingiu 0,13 g em sementes envelhecidas, no substrato
tropstrato em camara de crescimento. Ja a matéria seca da raiz, alcangou a menor média com
0,145 g, em sementes envelhecidas, no substrato fibra de coco, na camara de crescimento.

De acordo com os resultados das médias da razdo raiz/parte aérea, constata-se que
maiores valores foram obtidos nas mudas oriundas de embrides de sementes envelhecidas, no
substrato fibra de coco e em camara de crescimento (TABELA 5). Esse tratamento apresentou
maiores médias de matéria seca de parte aérea do que matéria seca de raizes. As mudas de
embrides de sementes recém-colhidas, obtiveram maiores médias de matéria seca de parte aérea
do que as de sementes envelhecidas, mas apresentaram também maiores médias de matéria seca

de raizes.
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Tabela 5 - Razao parte aérea / raiz de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides
zigbticos de sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois
ambientes e dois substratos.

Desdobramento de ambientes e niveis de qualidade

Qualidade das sementes

Ambiente Substrato Recém-colhida Envelhecida
Casa de vegetagdo Tropstrato 0,70 Aa 0,57 Aa
Fibra de coco 0,58 Aa 0,92 Aa
Camara de Tropstrato 1,00 Aa 0,81 Ab
crescimento Fibra de coco 0,53 Ba 2,76 Aa

Desdobramento de substratos

Qualidade das Ambiente =
Substrato ~ Camara de
sementes Casa de vegetagao .

crescimento

. . Tropstrato 0,70 A 1,00 A

Recem-colhida Fibra de coco 0,58 A 0,53 A

. Tropstrato 0,57 A 0,81 A

Envelhecida Fibra de coco 0,92 B 2,76 A

CV 58,84

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Para a variavel altura de planta, foi observado que as mudas advindas de embrides de
sementes recém-colhidas, aclimatizadas em camara de crescimento a 25 °C (TABELA 6),
apresentaram maiores médias para essa variavel. O tipo de substrato nao influenciou na altura

de plantas (TABELA 6).

Tabela 6 - Altura de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides zigdticos de
sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois ambientes.

Qualidade de sementes Altura (cm)
Recém-colhida 3,74 a
Envelhecida 2,99 b
Ambiente
Casa de vegetagdo 3,07b
Camara de crescimento 3,65a
CV 17,49

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Segundo Thomaziello et al. (2000), para uma muda que se desenvolveu normalmente,
quando apresentar quantidade de folhas ideal para o plantio, que sdo de 5 ou 6 pares, estard com
altura aproximada de 15 cm. Porém, no presente estudo, as médias de todos os tratamentos

foram expressivamente menores.
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Assim como a altura, didmetro do caule das mudas também foi maior quanto cultivadas
em camara de crescimento (TABELA 7). De acordo com Poorter ez al. (2011) e Poorter e Nagel
(2000), plantas que crescem em condigdes de baixa radiacdo geralmente fixam menores
quantidades de carbono, transpiram menos e, portanto, apresentam uma maior alocagdo de
biomassa para o caule. Este fato também foi ser evidenciado por Soares (2012) e Vieira (2013)

em espécies arboreas tropicais.

Tabela 7 - Diametro do caule, nimero de folhas e area foliar de mudas de café advindas do
cultivo in vitro de embrides zigbticos, aclimatizadas em dois ambientes.

Ambiente Diametro (mm) Numero de folhas Area foliar
Casa de vegetagao 1,66 b 7a 8,33 a
Camara de crescimento 2,00 a 6b 4,02b
CV 21,02 15,63 31,40

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Em ambientes com menor radiacdo, como o que ocorre na camara de crescimento, as
plantulas tendem a apresentar uma maior altura, como efeito do estiolamento de plantas, uma
vez que esta cresce em busca da luminosidade (TAIZ; ZEIGER, 2017). Esse fato também foi
observado no presente trabalho, em que houve um aumento em altura e do didmetro do caule
das mudas em condi¢des com menor radiacao.

Marana et al. (2008) avaliando o crescimento de mudas de café produzidas em tubetes,
ao0s 150 dias apos a semeadura, nas doses de adubo de liberacdo lenta 0, 5, 10, 15 e 20 kg m™,
obtiveram um valor minimo, médio e maximo do didmetro do caule em mm de 2,02, 3,08 e
3,32 respectivamente.

Maximiano et al. (2011) estudando a aplicagdo foliar de biofertilizante, em diferentes
doses, em mudas de cafeeiro, no final do ciclo de producao das mudas, obteve, apds 5 meses,
uma média do didmetro do caule de 1,67 mm. A aplicagdo foliar de biofertilizante de esterco
bovino, nas concentracdes estudadas, ndo proporcionou alteracdo no desenvolvimento de
mudas de cafeeiro.

Rosa et al. (2007) em seu experimento sobre a formag¢ao de mudas de Coffea arabica
L. CV. Rubi, utilizando sementes ou frutos em diferentes estadios de desenvolvimento,
observaram apds 180 dias do inicio do experimento, a média do didmetro do caule que sementes
sem pergaminho obtiveram o maior valor de 3,1 Imm e o pior foi em fruto verde 10 dias ap6s a

colheita com média de 2,69 mm.
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Silva et al. (2009) avaliaram o desenvolvimento de mudas de cafeeiro sob doses de
materiais organicos misturados ao substrato esterco bovino, cama de aviario e humus de mata
e obtiveram respectivamente didmetro do caule minimo, médio e maximo avaliadas apds 160
dias depois da semeadura de 1,92 mm, 2,65 mm e 3,54 mm.

Com relagdo as variaveis numero de folhas e area foliar, foram observados maiores
valores nas mudas produzidas em ambiente de casa de vegetagdao (TABELA 7). De acordo com
Taiz e Zeiger (2017), o desenvolvimento de plantas em ambientes de maior radiagdo, como em
casa de vegetacgao, a taxa de crescimento do caule diminui, as folhas expandem e os claroplastos
se desenvolvem a partir de etioplastos, e as folhas se tornam verdes com o acimulo da clorofila.

Outro fator que pode ter favorecido o maior crescimento em casa de vegetacao ¢ a maior
temperatura, que foi em média de 30 °C, enquanto que em camara de crescimento foi de 25 °C.
A temperatura afeta todas as reagdes bioquimicas da fotossintese, bem como a integridade de
membranas em cloroplastos, ndo surpreendendo que as respostas a temperatura sejam
complexas. As taxas de respiragdo aumentam em funcdo da temperatura (TAIZ; ZEIGER,
2017).

Em temperaturas baixas, a fotossintese C3 pode também ser limitada por fatores como
a disponibilidade de fosfatos no cloroplasto. As sinteses de amido e sacarose diminuem
rapidamente com o decréscimo da temperatura, reduzindo a demanda por trioses fosfato e
causando a limitacdo de fosfatos (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Segundo Resende et al. (2008), o namero de folhas por explante ¢ uma das variaveis
mais importantes a ser considerada durante a aclimatiza¢ao, uma vez que fornece uma area
foliar satisfatoria para a fotossintese do sistema.

De acordo com Rosa et al. (2007), mudas de café com meio ano, gastam, em média, seis
meses para serem formadas e podem ser levadas para o campo quando apresentarem de trés a
quatro pares de folhas verdadeiras. Observou-se neste trabalho, que na época em que as mudas
foram avaliadas, ou seja, aos 150 dias do transplantio, todos os tratamentos apresentaram média
superior a seis pares de folhas. Os tratamentos que se destacaram, apresentaram uma média de
até oito pares de folhas.

O crescimento e os padroes de distribui¢do da biomassa nas plantas sao regulados por
meio do investimento em 6rgdos, buscando minimizar efeitos de um fator limitante, sendo
altamente responsaveis por diferencas interespecificas (KITAJIMA, 1994; POOTER et al.,
2011). O fator limitante no menor desempenho das mudas em camara de crescimento
comparado as aclimatizadas em casa de vegetagao pode ser explicado pela menor intensidade

luminosa disponivel no ambiente, mesmo com sombrite de 75% na casa de vegetagdo.
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Individuos expostos a elevada intensidade luminosa tendem a apresentar maior capacidade
fotossintética e, consequentemente, maior acumulo de massa. Bjorkman (1981) e Oguchi et al.
(2003) sugerem que a alta capacidade fotossintética sob maior irradiancia estaria relacionada
ao aumento na concentracao da rubisco nos cloroplastos.

Em geral, plantulas in vitro requerem baixa luminosidade relativa e quando submetidas
ao aumento de luz, sofrem um processo de destrui¢ao das moléculas de clorofila, tornando-se
clorédticas e queimadas. Isso ocorre pelo pequeno desenvolvimento das plantas in vitro € a baixa
atividade fotossintética (PAIVA; PAIVA, 2001). Por isso, a utilizagdo de camaras de
crescimento para a aclimatizag¢do ¢ amplamente difundida. Porém, de acordo com os resultados
deste estudo, os embrides zigéticos de café cultivados in vitro ndo apresentaram grande
sensibilidade a uma maior intensidade luminosa, como no caso da casa de vegetacao, durante a
aclimatizacao.

Além disso, mudas de café advindas de sementes, sdo geralmente produzidas em
viveiros na presenca de sombrite, devido a grande sensibilidade a radiacdo solar direta (ASSIS
et al.,2019; BRAUN et al., 2007; DARDENGQO et al., 2013). Essa caracteristica da planta de
café pode ser explicada devido a sua origem em ambientes sombreados nas florestas da Africa
(FAHL et al., 1994). O cafeeiro pode ser conduzido em ambientes de baixa luminosidade, pois
apresenta uma baixa irradiancia de saturagdo, variando de 300 a 600 mmolm?s! (KUMAR;
TIESZEN, 1980; FAHL et al., 1994). Isso faz com que possa ser cultivado em sistemas mais
sombreados, onde ha predominancia de baixa radiacdo. Porém, ¢ necessaria uma quantidade
minima de radiacdo para o funcionamento do aparato fotossintético de forma eficiente.
Entretanto, no caso da camara de crescimento, com irradidncia média de fotons de 36 umol m"
25! foi limitante ao crescimento das mudas, mesmo sendo potencialmente mais sensiveis a
radiagdes mais altas.

As mudas de café produzidas por meio da cultura de tecidos também precisam de
sombreamento quando em um ambiente natural, uma vez que sdo mais frageis quando
comparadas as mudas produzidas por sementes. Santos ef al. (2014) ao estudarem o processo
de aclimatiza¢ao de mudas de C. canephora oriundas do cultivo in vitro constataram uma maior
sobrevivéncia de plantas sob nivel de sombreamento de 50% quando comparado com o de 30%.

Carvalho ef al. (2011) observaram que plantulas de cafeeiro ardbica cv. Catuai
Vermelho provenientes de embriogénese somatica indireta apresentaram desenvolvimento mais
rapido que plantas obtidas por meio da germinacao de sementes, apresentando didmetro de copa
superior apos 30 meses de plantio no campo, demonstrando que o desempenho agrondmico das

plantas obtidas através da embriogénese somatica direta ¢ semelhante ao daquelas obtidas pela
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germinacao de sementes. No presente trabalho, com a cultura de embrides zigoticos, mesmo os

de sementes envelhecidas, até o presente momento, parece ter bom desempenho de crescimento.

3.3 Analise de clorofilas

De acordo com os resultados da analise de variancia (ANEXO) dos indices de clorofila
A, encontrados nos diferentes tratamentos, houve interagdo tripla entre os fatores ambientes
(casa de vegetacao ou camara de crescimento), qualidade das sementes (recém-colhida ou
envelhecida) e substrato (fibra de coco ou Tropstrato). Para os indices de clorofila total, nao
houve interagdo entre os fatores, entretanto, houve significancia de todos os fatores isolados.
Para a razao clorofila A e B houve interagao dupla entre os niveis de qualidade e substratos. Ja,
a analise de variancia (ANEXO) para a clorofila B mostrou significancia estatistica para os
fatores ambientes e substratos isoladamente.

Os indices de clorofila A diferiram pouco entre os tratamentos, contudo, de forma geral,
as menores médias foram encontradas nas mudas advindas de embrides de sementes

envelhecidas, no substrato fibra de coco (TABELA 8).

Tabela 8 - Indices de clorofila A de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides
zigbticos de sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois
ambientes e dois substratos.

Desdobramento de ambientes e niveis de qualidade

Qualidade das sementes

Ambiente Substrato Recém-colhida Envelhecida
Casa de veoetacio Tropstrato 184,20 Aa 191,61 Aa
getag Fibra de coco 177,82 Aa 151,87 Ab
Camara de Tropstrato 186,60 Aa 143,81 Ba
crescimento Fibra de coco 158,62 Aa 155,06 Aa
Desdobramento de substratos
Qualidade das Ambiente ~
Substrato N Camara de
sementes Casa de vegetagao .
crescimento
. . Tropstrato 184,20 A 186,60 A
Recém-colhida Fibra de coco 177.82 A 158,62 A
. Tropstrato 191,61 A 143,81 B
Envelhecida Fibra de coco 151,87 A 155,06 A
Ccv

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).
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Com relagdo aos indices de clorofila total nas mudas de café, observou-se melhores
resultados para aquelas oriundas de embrides de sementes recém-colhidas, cultivadas em casa

de vegetacdo e em Tropstrato (TABELA 9).

Tabela 9 - Indices de clorofila total de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides
zigbticos de sementes com diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois
ambientes e dois substratos.

Qualidades das sementes Teor de clorofila total

Recém-colhidas 25143 a

Envelhecidas 228,54 b
Ambientes

Casa de vegetagdo 254,36 a

Camara de crescimento 225,61 b
Substratos

Tropstrato 252,65 a

Fibra de coco 227,31b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

Plantas adaptadas a baixa radiagdo, como as cultivadas in vitro, quando submetidas a
um aumento brusco da radiac¢do solar, podem nao ter a capacidade de sobreviverem a essa nova
condig¢ado devido a sua suscetibilidade a fotoinibicdo (POWELS, 1984; KITAO et al., 2000). A
adaptacao das plantas ao novo ambiente depende do ajuste de seu sistema fotossintético, de
modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente possivel. As
respostas destas adaptacdes serdo refletidas no crescimento global da planta (ENGEL;
POGGIANTI, 1991).

A aclimatizacao a diferentes radiagdes tem consequentes alteragdes que ocorrem com o
intuito de maximizar os processos metabdlicos e garantir o crescimento e desenvolvimento do
individuo. Tais alteragdes envolvem ajustes dos o6rgaos e organelas fotossintetizantes como a
composicao de pigmentos fotossintéticos (SILVESTRINE et al., 2007; LAGE-PINTO et al.,
2012; VIEIRA et al., 2012) e, consequentemente, a capacidade fotossintética (SILVESTRINE
et al., 2007; SOUZA et al., 2008; PORTES et al., 2010). Portanto, a maior quantidade de
clorofila A e clorofila total encontradas nas mudas advindas do cultivo de embrides de sementes
recém-colhidas, d4 indicios de maior capacidade de adaptacdo destas em se adaptarem ao
ambiente novo, com maior radiagao.

Avaliando-se os indices de clorofila B nos diferentes locais, o ambiente de camara de
crescimento favoreceu maiores médias que o ambiente de casa de vegetacdo, no substrato

Tropstrato (TABELA 10). A clorofila B tem como fung¢do a ampliacao da faixa de luz utilizada
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pela fotossintese, sendo considerado um pigmento acessorio. Ao absorver a luz, a clorofila B
transfere a energia para uma molécula de clorofila A, que vai utiliza-la para a realiza¢ao da

fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Tabela 10 - Indices de clorofila B de mudas de café advindas do cultivo in vifro de embrides
zigbticos, aclimatizadas em dois ambientes e dois substratos.

Ambientes Clorofila B Substratos Clorofila B
Casa de vegetagdo 64,58 b Fibra de coco 66,47 b
Camara de crescimento 77,80 a Tropstrato 76,09 a

Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

A maior quantidade de clorofila B nas folhas das mudas cultivadas na cdmara de
crescimento, que possui menor radiacdo, pode favorecer a absorc¢ao de fotons, uma vez que este
pigmento absorve energia em comprimentos de onda diferentes em relagao a clorofila A
(GONCALVES et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2017). Isto ¢ refletido em uma menor razao
clorofila A e B, comumente encontrada na sombra (KITAJIMA; HOGAN, 2003; BAOLI et al.,
2005; LAMBERS et al., 2008).

As folhas das mudas apresentaram respostas comumente encontradas para plantas
aclimatadas em diferentes ambientes luminosos. O aumento da concentragdao de clorofila em
camara de crescimento, que apresenta menor radia¢do que em casa de vegetacao, ¢ uma resposta
amplamente relatada para plantas submetidas a essa condicdo (REYES et al., 1996;
GONCALVESs et al., 2001; LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001; KITAJIMA;
HOGAN, 2003; REGO; POSSAMAI, 2006; MARTINAZZO et al., 2007). A clorofila ¢
constantemente sintetizada e destruida na presenga de luz, e a velocidade de decomposi¢ao pode
ser maior em condi¢des de alta radiagdo solar (KRAMER; KOZLOWSKI, 1979).

Simultaneamente, as mudas cultivadas com substrato Tropstrato alcangaram maiores
valores de clorofila B que o substrato fibra de coco (TABELA 10). O substrato Tropstrato
possui macro e micronutrientes de liberagdo lenta para a planta, o que pode ter possibilitado
maior sintese de compostos clorofilados, porém, em outros pardmetros de crescimento isso nao
pode ser evidenciado.

Observou-se também que as mudas oriundas de embrides de sementes envelhecidas e
cultivadas na fibra de coco apresentaram a razdo clorofila A e B maior, em relacdo as advindas
de embrides de sementes recém-colhidas (TABELA 11). Ja no substrato Tropstrato as mudas

de embrides de sementes recém-colhidas obtiveram maior valor.
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Tabela 11 - Razao clorofila A e B de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides
zigdticos de sementes com diferentes qualidades, aclimatizadas em diferentes

substratos.
Nivel de qualidade Fibra de coco Tropstrato
Recém colhida 2,31 Ab 2,48 Aa
Envelhecida 2,68 Aa 2,19 Ba

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ¢ maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

A razdo entre as clorofilas A e B ¢ amplamente utilizada na avaliacdo da quantidade de
luz absorvida pelos complexos coletores de luz (BAOLI et al., 2005). Segundo Lichtenthaler et
al (1981) esse parametro esta relacionado a uma adaptagao do aparato fotossintético para uma
melhor eficiéncia na captacdo da radiagao.

Normalmente, esse pardmetro ¢ observado em espécies vegetais na proporc¢ao de 3:1.
Essa razao ¢ normalmente menor em folhas em baixa irradiancias, conforme descrito por
Lichtenthaler et al. (2007). Por isso, espera-se uma redu¢do na razao clorofila A ¢ B como uma
das principais respostas observadas em plantas desenvolvidas em ambiente com menor
incidéncia luminosa (WALTERS, 2005), o que pode ser observado para todos os tratamentos

realizados neste trabalho.

34 Analises de crescimento

A andlise do crescimento constitui uma parte da fisiologia vegetal em que se faz uso de
formulas e modelos matematicos para avaliar indices de crescimento das plantas, sendo muito
deles relacionados com a atividade fotossintética (BENINCASA, 2004).

De acordo com os resultados da analise de variancia (ANEXO) dos dados das analises
de crescimento, para as variaveis altura, didmetro do caule e nimero de folhas houve interacao
dupla entre fatores de variagdo qualidade das sementes e tipos de substrato. Os diferentes
tempos das avaliacdes ndo interagiram com outros fatores de variagdo, mas houve diferenca
significativa como fator isolado para as variaveis resposta altura, didmetro do caule, nimero de
folhas, taxa de crescimento absoluto caulinar (TCAC), taxa de crescimento absoluto em
espessura caulinar (TCAEC) e taxa de crescimento absoluto em fitomassa fresca (TCAFFE).

Mudas advindas do cultivo in vitro de embrides de sementes recém-colhidas
apresentaram maiores médias em altura, diametro do caule e niimero de folhas, do que as de
sementes envelhecidas quando, em substrato fibra de coco (TABELA 12). Ja no substrato

Tropstrato ndo houve diferencas significativas entre os niveis de qualidade de sementes, exceto
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para o diametro do caule, onde as mudas de sementes envelhecidas obtiveram maiores médias

(TABELA 12).

Tabela 12 - Crescimento em altura, didmetro do caule e nimero de folhas aos 150 dias de
aclimatizacdo de mudas de café advindas da cultura de embrides zigoticos de
sementes com dois diferentes niveis de qualidade, em dois diferentes substratos.

Altura (cm) Diametro (mm) Numero de folhas
Fibrade  Tropstrato Fibra de Tropstrato Fibrade  Tropstrato
€0Co coco €0oCo
Recém 2,334 Aa 2,180 Ab 1,652 Aa 1,539 Bb 5,458 Aa 5,117 Aa
colhida
Envelhecida 1,988 Bb 2,181 Aa 1,513 Bb 1,652 Aa 4,717Bb 5,258 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

O crescimento das plantas em altura nos diferentes tempos das avaliagdes apresentou
aumento linear, mas sem diferencas para os fatores substrato e qualidade de sementes (FIGURA
1A). Ja para o numero de folhas, houve um aumento das medias até a quarta avaliagdo, aos 90
dias, ap6s este periodo, o nimero de folhas diminuiu (FIGURA 1B). Para o didmetro do caule,
houve diminuicao até os 90 dias, e apds esse periodo, ele passou a aumentar (FIGURA 1C).
Isso indica que as mudas a partir de 90 dias alocaram biomassa no caule ao invés das folhas

nesse periodo.
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A taxa de crescimento absoluto caulinar indica o crescimento em milimetros de altura
por dia, onde pode ser evidenciado um crescimento linear realacionado aos tempos da
avaliacdo, sendo que os resultados das andlises dessa taxa de crescimento demonstrou ser igual
para as diferentes qualidades de sementes e diferentes substratos (FIGURA 2 A). A taxa de
crescimento absoluto caulinar, também em mm por dia, evidencia que houve diminui¢do da
espessura do caule até 90 dias e apos esse periodo ocorreu um aumento (FIGURA 2 B). A taxa
de crescimento absoluto em fitomassa fresca obtida pela variagdo em altura e didmetro do caule
(FIGURA 2 C), apesar da altura ter aumentado linearmente, a diminui¢ao da espessura do caule
foi bastante expressiva no acumulo da biomassa, pois 0 TCAFFE seguiu o mesmo padrao de
distribuicdo, com queda até os 90 dias e posterior aumento, como ocorrido com as médias de

crescimento do didmetro do caule.



Figura 2 - Taxas de crescimento absoluto caulinar (A), taxa de crescimento absoluto em espessura caulinar (B) e taxa de crescimento absoluto em
fitomassa fresca (C) de mudas de café advindas do cultivo in vitro de embrides zigdticos de sementes envelhecidas e recém colhidas.
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3.5 Indice de velocidade de crescimento

De acordo com os resultados da analise de variancia (ANEXO) do indice de velocidade
de crescimento proposto por Edmond (1958), houve interagao dupla entre os fatores ambientes
e qualidades de sementes. Houve também significancia estatistica para o fator isolado substrato.

Quanto menor o valor do indice de velocidade (EDMOND; DRAPALA, 1958) de
germinagdo ou de emergéncia, tem-se lotes de sementes com maior potencial fisiologico.
Considerando que a velocidade de crescimento se baseia no principio de que, quanto mais
rapidamente a semente germina, maior ¢ o seu vigor, pode-se inferir que as mudas em ambiente
casa de vegetacao apresentaram maior vigor (TABELA 13). Quanto ao efeito do fator qualidade
das sementes, em camara de crescimento, mudas de sementes recém-colhidas obtiveram menor
desempenho, ja em casa de vegetacao, nao houve diferengas entre mudas vindas de sementes
envelhecidas ou de sementes recém-colhidas (TABELA 13). Isso mostra a potencialidade em
se conseguir mudas com padrao melhor ou igual, quando advindas de embrides extraidos de

sementes recém colhida ou sementes envelhecidas.

Tabela 13 - indice de velocidade de crescimento em altura de mudas de café advindas do cultivo
in vitro de embrides zigdticos de sementes com dois niveis de qualidade e cultivadas
em dois ambientes.

Altura Recém colhida Envelhecida
Casa de vegetagao 113,287 Aa 132,796 Aa
Camara de crescimento 188,516 Ba 319,423 Bb

Meédias seguidas de mesmas letras maitisculas na coluna e mintisculas da linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).

A aclimatizagdo das mudas em substrato Tropstrato proporcionou maior indice de
velocidade de crescimento, indicando que as mudas cultivadas nesse substrato precisaram de
mais tempo para conseguirem alcancar sua maior altura (Tabela 14). O aumento em altura mais
rapido em substrato fibra de coco pode melhorar o desempenho das mudas, aumentando seu

vigor.

Tabela 14 - indice de velocidade de crescimento em altura de mudas de café advindas do cultivo
in vitro de embrides zigoticos de sementes cultivadas em dois diferentes substratos.

Substrato Altura
Fibra de coco 166,135 a
Tropstrato 210,877

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2020).
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4 CONCLUSOES

Mudas de café oriundas do cultivo in vitro de embrides zigoticos se aclimatizam bem
em casa de vegetacdo com nebulizagao.

O substrato fibra de coco ¢ mais eficiente na aclimatizacdo de mudas, tanto quando se
originam de embrides zigdticos de sementes recém-colhidas, quanto de sementes envelhecidas.

E possivel produzir mudas sadias de café, obtidas a partir de embrides zigoticos de

sementes envelhecidas, com um padrdo minimo de qualidade.
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ANEXOS

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para altura, diametro do caule, nimero de folhas,
area foliar, matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz e razao raiz parte aérea
de mudas de Coffea arabica L., provenientes do cultivo in vitro de embrides
zigbticos de sementes de diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois
diferentes substratos e dois diferentes ambientes.

Fatores de variagao Altura Diametro Numero Area MS MA  MSPA/MSR
de foliar PA R
folhas
Ambientes * * sk * ksk ksk k3k
Niveis de qualidade *k *ok *
Substratos *
Ambientes *Niveis de * *
qualidade
Ambientes *Substratos
Niveis de qualidade o *k
*Substratos
Ambientes *Niveis de ok hok *
qualidade *Substratos
Bloco
cv 17,49 21,02 15,63 31,4 28,92 32,75 58,84

*Significativo (p>0,5); ** Muito significativo (p>0,1).
Fonte: Da autora (2020).

Tabela 2 - Resumo da anélise de variancia para os indices de clorofila A, clorofila B, clorofila
total e razao clorofila A e B de mudas de Coffea arabica L., provenientes do cultivo
in vitro de embrides zigoticos de sementes de diferentes niveis de qualidade,
aclimatizadas em dois diferentes substratos e dois diferentes ambientes.

Fatores de variagdo Clorofila A Clorofila Clorofila B Razio
Total clorofila a
eb
Ambientes * *
Niveis de qualidade
Substratos * *

Ambientes *Niveis de qualidade

Ambientes *Substratos

Niveis de qualidade *Substratos

Ambientes *Niveis de qualidade *

*Substratos

Bloco

CV 13,92 12,93 15,18 14,23
*Significativo (p>0,5); ** Muito significativo (p>0,1).

Fonte: Da autora (2020).
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para altura, diametro do caule, nimero de folhas,
TCAC, TCAD, TCAFFE de mudas de Coffea arabica L., provenientes do cultivo
in vitro de embrides zigdticos de sementes de diferentes niveis de qualidade,
aclimatizadas em dois diferentes substratos.

FV Analises de crescimento Altura Diadmetro Numero de TCAC TCAD TCAFFE
folhas

AValiagaO kk sk k3k * * kk

Niveis de qualidade hok * *

Substrato

Avaliagdo x Niveis de qualidade *

Avaliacao x Substrato

Niveis de qualidade X Substrato  * ok ok

Avaliacdo x Niveis de qualidade
x Substrato
BIOCO kk * ksk
Cv 8,601 7,01 12,5 4526 44,75 85,38
*Significativo (p>0,5) ** Muito significativo (p>0,1).
Fonte: Da autora (2020).

Tabela 4 - Resumo da anélise de varidncia para indice de velocidade de crescimento de mudas
de Coffea arabica L., provenientes do cultivo in vitro de embrides zigdticos de
sementes de diferentes niveis de qualidade, aclimatizadas em dois diferentes
substratos e dois diferentes ambientes.

FV Indice de velocidade de crescimento
Ambientes *%

Niveis de qualidade *x

Substrato

Avaliagdo x Niveis de qualidade

Avaliacao x Substrato

Niveis de qualidade X Substrato

Avaliacdo x Niveis de qualidade x Substrato

Bloco

Cv 30,85
*Significativo (p>0,5) ** Muito significativo (p>0,1).

Fonte: Da autora (2020).




