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Producao de microestacas de
cafeeiro arabica visando reducao
dos custos da clonagem in vitro'

Associar em uma mesma planta, por cruzamentos e sele¢des, caracteristicas
valiosas que sdo geralmente poligénicas, como alta produtividade e resisténcia a
varias doengas, € um processo demorado e muito laborioso, que pode levar até
seis geragdes ou ciclos reprodutivos em plantas perenes. Uma vez selecionada
a planta matriz, apresentando todas as caracteristicas ideais e apropriada para
a multiplicagdo por sementes, para que torne-se cultivar protegida pode ser
necessario testar a estabilidade genética e o fendtipo das plantas, por mais alguns
ciclos, em mais de um local, e isto pode custar ainda mais tempo aos melhoristas,
totalizando 20 a 30 anos para o cafeeiro. Por outro lado, é possivel multiplicar
plantas melhoradas e selecionadas utilizando métodos de reprodugao assexuada
ou vegetativa, como a estaquia e a clonagem in vitro, e isso pode reduzir o tempo
necessario para a disponibilizagcao de gendtipos elite em até 20 anos.

Dois tipos de reprodugédo assexuada tem sido utilizados na Fundagéo Procafé
(Varginha — MG) para produzir mudas de cafeeiros Arabica, prioritariamente
para fins de pesquisa: o enraizamento de estacas e a embriogénese somatica.
A embriogénese somatica € muito pouco explorada para produgéo comercial de
mudas de cafeeiro no Brasil. Em trabalho técnico publicado recentemente, Carvalho
et al. (2013) chegaram ao valor de R$ 0,97 por muda no tubete e pronta para
aclimatizagao, para uma escala de producio de 400.000 plantulas, em biofabrica.

O manejo das plantulas pés-aclimatizagdo, com indugédo de brotagdes e
producado de microestacas, pode contribuir para reduzir o prego de custo
da produgdo de mudas clonadas. A indugdo de brotagcdes em cafeeiros
germinados de sementes via utilizacdo de acido tri-iodobenzéico (TIBA)
foi divulgada em 2007 (Carvalho et al., 2007). E, entre 2015 e 2017, foram
testados procedimentos para induzir brotagdées em mudas clonadas por
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embriogénese, que incluiram a decaptagao e a aplicagcdo de pulsos
sucessivos de TIBA sobre vitroplantas (plantulas clonadas in vitro)
aclimatizadas, aos trés, oito e treze meses apds a transferéncia do
laboratoério de Cultura de Tecidos da Fundacido Procafé para a casa de
vegetacao (Carli et al., 2016a, 2016b, 2016c); a combinacao de TIBA e
benzilaminopurina (BAP) para induzir e estimular as brotagbes aos 13 meses
de aclimatizacao (Angelo et al., 2017); e o aproveitamento de entrends de
vitroplantas aclimatizadas por oito meses, tratadas ou nao tratadas com
indutores de brotagdes, para a produgdo de microestacas (Reis et al.,
2017a, 2017b, 2017c).

O objetivo do presente trabalho é apresentar, entre as que foram citadas
acima, a metodologia que gerou maior numero de microestacas para cada
vitroplanta tratada com estimuladores de brotagdes. O calculo dos custos
para a producao de 7 mil e 14 mil clones a partir de mil mudas obtidas
por embriogénese também é apresentado. Por fim, apresenta-se uma
estimativa de custo de cada muda produzida com microestaca, em bandeja
de 50 células.

Inducéo de brotacdes sobre vitroplantas

Vitroplantas de cafeeiros obtidas por embriogénese somatica, no Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa Café/Fundagéo Procafé, em Varginha —
MG, foram transferidas no més de abril de 2015, para a casa de vegetagao,
também em Varginha. Trés meses depois de terem sido transferidas
para a casa de vegetagao, as vitroplantas das variedades Siriema (clone
3) e Catucai (567) tinham entre quatro e oito ndés acima da superficie do
substrato e cerca de 15 cm de altura. Os entrends eram bastante encurtados,
mas todos tinham folhas muito saudaveis e a aclimatizagdo ocorreu sem
nenhuma perda. Essas vitroplantas foram submetidas a diversos tipos de
manejo para a indugéo de brotagdes, a partir de julho de 2015, como citado
no tépico acima.

Entre os tratamentos testados, o melhor resultado quanto a inducao de
brotagdes sobre as vitroplantas aclimatizadas foi alcangado com a decaptagao
e aplicagado de 1 g/L de TIBA + 60 mg/L de BAP. Tratando as vitroplantas
matrizes, aclimatizadas e bem enraizadas em tubetes com capacidade para
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300 mL, foi possivel obter, em média, sete microestacas, para cada vitroplanta
tratada, ao fim de seis meses. Repetindo o tratamento e a coleta das brotagdes
semestralmente, ao fim do ano, cada vitroplanta retirada do Laboratério de
Cultura de Tecidos e aclimatizada pode produzir 14 mudas clonadas, enraizadas
em bandejas com 50 células.

Para tratar mil vitroplantas aclimatizadas, sera necessario um litro de solugao
de indutores de brotagdes, que deverado ser aplicados, sobre a folhagem das
vitroplantas, utilizando borrifadores manuais, ou bombas de aspersao de apoio
lateral, com capacidade para cinco litros.

Para preparar um litro de solugédo de indutores, pesar:

* acido tri-iodobenzdico-1g
* benzilaminopurina — 60 mg (0,06 g)

Dissolver os reguladores em 500 mL de &lcool etilico, 96°. Agitar bastante
até que nenhum residuo dos produtos seja observado no alcool. A solugéo
deve ficar limpida como o alcool puro. Em seguida, completar o volume da
solugéo de alcool e indutores com agua limpa, até obter um litro e abastecer os
borrifadores ou o pulverizador lateral de pressdo manual, que também devem
estar limpos.

Decaptar as vitroplantas, cortando e eliminado o né apical com as folhas, e
aplicar a solugao de indutores imediatamente apds a decaptagao. A solugéo de
indutores pode ficar em refrigerador enquanto a decaptagao é realizada, mas
deve ser aplicada o quanto antes. Nao havera o mesmo resultado se as plantas
forem decaptadas em um dia e tratadas com os indutores no dia seguinte. Se
houver necessidade, pode-se separar as vitroplantas em lotes, de forma que a
cada dia, um grupo de plantas seja decaptado e imediatamente tratado com a
solugao de indutores de brotagdes. Para cada caixa com 50 tubetes de plantas
serdo necessarios 50 mL da solugéo de indutores, preparados nas proporgdes
descritas acima.

Uma vez que tenham sido decaptadas e tratadas, as vitroplantas devem
permanecer em ambiente com sombreamento entre 50% e 70%, umidade em
torno de 80% a 90% e temperatura amena. Os resultados relatados no presente
trabalho foram obtidos em casa de vegetagéo, com sistema de nebulizagéo e
ventilagéo integrados. Indugéo de brotagdes sobre vitroplantas
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Coleta de brotacdes

Aos trés meses apds o tratamento, algumas brotagdes induzidas sobre as
vitroplantas ja estéo bastante alongadas, principalmente as que surgem nas axilas
do ndé mais apical, o que é claramente visivel quando se compara as vitroplantas
tratadas antes e depois de ser feita a coleta das brotagdes (Figura 1A x 1B).
Também estdo presentes brotagbes com menos de 1 cm de altura (Figura 1D).
No entanto, recomenda-se realizar a coleta de brotagbes aos seis meses.

Entre os testes que foram realizados para desenvolver o método que é agora
apresentado, estava a coleta das brotagdes apicais (somente aquelas que se
desenvolvem nos nds mais apicais da vitroplanta matriz) aos dois e depois aos
cinco meses, ou seja, duas coletas por semestre, sendo que para a segunda
coleta ndo houve necessidade de aplicagao dos indutores de brotagdes. Novas
brotagbes apicais surgiram espontaneamente depois da coleta das primeiras,
nas axilas do né mais apical. Ainda assim, somando-se microestacas produzidas
com as brotacbes das duas coletas realizadas em trés meses, o numero foi
menor do que o de microestacas produzidas com as brotagdes da Unica coleta
semestral de microestacas apicais, para as plantas tratadas. Para plantas nao
tratadas com indutores de brotacbes e apenas decaptadas, os numeros de
microestacas produzidas com duas coletas até os trés meses ou uma coleta
aos seis meses sao proximos de cinco.

Aos seis meses depois do tratamento com os indutores de brotagbes foram
observadas mais brotagdes de comprimento acima de 1 cm. Dos trés aos seis
meses depois do tratamento, as brotagdes com menos de 1 cm crescem e
podem ser aproveitadas e, principalmente, aquelas que ja apresentavam
comprimento maior que 1 cm aos trés meses, produziram mais nés e entrends
mais alongados. Seis meses depois do tratamento com os indutores de
brotagdes, cada vitroplanta matriz tera pelo menos uma brotagédo apical com
cinco a seis nés e uma brotagao subapical com quatro a cinco nds, o que é
suficiente para preparar sete a oito microestacas oriundas de cada matriz, a
cada semestre (Figura 1D e 1E). O aspecto das microestacas recém-preparadas
esta apresentado na Figura 1C. O processo de preparagéo das microestacas é
tratado no préximo tépico deste trabalho. Para manejar as brotagées com seis
meses, deve-se tomar o cuidado de nao utilizar brotagdes plagiotrépicas que
séo lancadas esporadicamente, por algumas das vitroplantas, a partir dos cinco
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meses. Nao foi testada a coleta de brotacdes depois de seis meses contados a
partir do tratamento com os indutores.

—

Figura 1. Vitroplantas de cafeeiro submetidas a indugao e coleta de brotagbes para
a producao de microestacas. A — vitroplantas trés meses apos a decaptagéo e o tra-
tamento com indutores, exibindo brotacbes prontas para a coleta. B — vitroplantas
depois de ter sido realizada a coleta das brotagdes. O tom esbranquicado das folhas &
devido ao excesso de calcario na agua de irrigacdo, o que nao interferiu na fisiologia
das plantas. C — microestacas recém plantadas em substrato de fibra de coco. D —
brotagdes induzidas, depois de retiradas das vitroplantas tratadas. As quadriculas no
papel tém aproximadamente 0,5 cm de lado. E — vitroplanta de cafeeiro seis meses
apos o tratamento com indutores de brotacdes, nas concentragdes indicadas no texto.
Nesse caso, a vitroplanta que foi tratada tem cerca de 12 cm de altura e porta duas
brotagdes apicais com cerca de 19 cm cada uma e seis noés.

Uma outra desvantagem de colher as brota¢des duas vezes por semestre é que
duas coletas semestrais demandam o dobro de mao-de-obra que é utilizada
para realizar uma coleta semestral.

As vitroplantas matrizes ndo devem ser retiradas do ambiente em que
geraram as brotacdes, especialmente se houver a intencdo de submeté-
las a um segundo ciclo de indugéo de brotagdes, logo apds a colheita das
brotagbes do primeiro ciclo. Esse sera o momento mais propicio para aplicar
a segunda dose de indutores de brotacdes, para evitar que as brotacdes
espontaneas precisem ser eliminadas antes da aplicagdo de um segundo
pulso de indutores.

Foto: Paulé Cristina da Silva Angelo
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Até trés pulsos sucessivos de indutores de brotagdes, com realizagao de quatro
coletas de brotacdes apicais e trés coletas de brotagdes subapicais, foram
aplicados sobre as mesmas vitroplantas, ao longo de 22 meses de trabalho,
e as brotacbes continuaram a apresentar o mesmo aspecto morfoldgico.
As microestacas enraizaram com o mesmo vigor. Para a manutencéo das
vitroplantas matrizes nos tubetes em que foram aclimatizadas originalmente,
€ aconselhavel adicionar cerca de 3,0 g de adubo de liberagéo lenta a cada
seis meses, sem que fique em contato com o ramo ortotrépico principal.

Preparo e estabelecimento das microestacas

O preparo das microestacas foi realizado da mesma maneira que sao preparadas
as estacas maiores, muito utilizadas para os cafeeiros conilon (Coffea canephora).
As brotacdes foram retiradas das vitroplantas, cortando-se cuidadosamente a
base de cada brotacdo e aproveitando todos os nds e a extensdo dos ramos
ortotropicos recém-brotados. As vitroplantas tratadas devem ser manejadas
cuidadosamente, de forma que as gemas dormentes que produzirdo novas
brotagées, em ciclos de indugao posteriores ndo sejam danificadas. No entanto,
também nao é aconselhavel deixar partes grandes das brotagbes de cada ciclo
restarem sobre as vitroplantas tratadas, para evitar a entrada de doencgas pela
superficie dos cortes.

Uma vez que as brotagcdes tiverem sido retiradas das vitroplantas
tratadas, basta dividi-las de maneira que cada uma tenha pelo menos
um no6é e um par de folhas e ndo seja menor, em altura, do que 1 cm.
Segmentos nodais com menos de 1 cm em altura enraizaram 11% menos
do que os segmentos nodais maiores que 1 cm, em média, durante os
experimentos de teste. O segmento abaixo de cada né deve ser mais comprido
que o segmento acima de cada nd, de modo que cada microestaca possa
ser inserida e bem firmada no substrato para mudas, para o enraizamento,
na mesma posicdo em relacdo ao eixo vertical em que estava crescendo na
vitroplanta tratada. As folhas em cada né foram cortadas pela metade. Entéo,
cada microestaca com pelo menos 1 cm de altura ficou formada por um né
e um par de meias-folhas, com o segmento abaixo do né mais longo que o
segmento acima do né. Um banho rapido, de alguns minutos, em solucao de
fungicida liquido, como piraclostrobina, e cobre liquido, na propor¢éo de 1 mL
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de cada produto por litro, € um bom tratamento preventivo da infeccao das
microestacas. A area em que os trabalhos de coleta das brotagdes, preparo
e plantio das microestacas séo realizados deve estar livre de contaminagdes.

O substrato testado para o plantio das microestacas foi fibra de coco pura com
adigdo de adubo NPK 14-14-14 de liberagao lenta, estavel por trés meses,
na propor¢ao de 120 g para cada 20 L de substrato. Esse substrato deve ser
umidecido, até o maximo de capacidade de absorgédo, sem que reste agua
livre na mistura, antes de encher as bandejas plasticas com 50 células.

Foto: Paula Cristina da Silva Angelo

Figura 2. Estabelecimento de microestacas de cafeeiro arabica preparadas com brotagdes
coletadas de vitroplantas tratadas com indutores de brotagdes. A — microestacas enraizadas
e produzindo os primeiros nos vegetativos, trés meses apos a coleta. B e C — microestacas
transferidas para viveiro telado com sombrite, ja estabelecidas, seis meses apds a coleta. Em
B, as raizes e o torrdo de substrato formado por duas mudas foram retirados da bandeja de
polietileno para a aquisigdo da imagem.
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Uma vez plantadas em substrato preparado como explicado acima, em
bandejas com 50 células (Figura 1C), as microestacas produzem brotacoes e
raizes (Figura 2A e 2B) e aos 90 dias podem ser transferidas e conduzidas em
viveiro telado comum, ndo necessitando mais de nebulizagdo/microaspersao
e cobertura plastica, desde que seja mantido o sombreamento de 70% nas
duas primeiras semanas e 50% nas préximas semanas (Figura 3), até a
transferéncia para sacolinhas plasticas usuais para mudas ou plantadas no
campo. A poda de raizes muito longas, que passaram pelas aberturas da
bandeja, n&o prejudicou o langamento continuo de nés e o inicio do langamento
dos ramos plagiotrépicos, nas condi¢des em que os experimentos de teste
foram realizados.

Figura 3. Microestacas de cafeeiro,
produzidas com brotagbes induzidas
sobre vitroplantas, aos seis meses depois
da coleta, enraizadas e produzindo nés
do ramo ortotropico, em viveiro telado,
com sombreamento de 50%.

Custos de producéao

Os custos estimados para tratar mil vitroplantas de cafeeiro ja aclimatizadas
e enraizadas, de forma a induzir brotacdes suficientes para produzir 7 mil
plantas enraizadas e crescendo em bandejas de polietileno com 50 células
em um semestre ou 14 mil plantas em um ano estao nas Tabelas 1 e 2.
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O custo da planta de café obtida pelo método de producdo e manejo de
microestacas aqui descrito ficou estimado em R$ 0,59, para obtengdo de 7 mil
plantas ao fim de um semestre, e em R$ 0,49 para a obtengao de 14 mil plantas
ao fim de um ano. Esses valores sdo mais proximos do valor da muda
produzida por semente do que os estimados R$ 1,12, que resultariam
da atualizacdo do pregco de R$ 0,97 por muda registrado por Carvalho
et al. (2013), aplicando-se uma taxa de 15% para representar a inflagéo dos
ultimos anos.

Foram testados ao longo dos experimentos as variedades de cafeeiro Siriema
e Catucai. Falharam em lancar brotagdes e/ou raizes, noventa dias apds as
coletas, cerca de 10% das microestacas de Siriema e 20% das microestacas
de Catucai. Se as perdas forem adicionadas ao custo por planta, as plantas
de Siriema teriam custo entre R$ 0,65 e R$ 0,54 e as plantas de Catucai entre
R$ 0,71 e R$ 0,59, ja nas bandejas de polietileno, reciclaveis, com 50 células,
e espessura de 1,5 mm, tendo cada célula capacidade para 90 cm®.

Do que foi dito acima, pode-se concluir que o manejo de vitroplantas com
inducao de brotagdes depois da aclimatizagdo pode contribuir para reduzir
o valor da muda clonada em até 55% e a melhorar a relagédo custo/beneficio
da clonagem in vitro dos cafeeiros arabica. Pode ainda facilitar e viabilizar a
multiplicacéo por clonagem a nivel regional e a multiplicagcéo de plantas recém-
selecionadas com alto valor agregado, para reintrodugdo em programas de
melhoramento, ou para gerar mudas de cultivares recomendadas.
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