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LISTA DE ABREVIATURAS

GA;: Acido giberético

AIB: Acido indolil-3-butirico

ANA: Acido naftaleno acético

BAP: 6-benzilaminopurina

AlIA: Acido Indol Acético

2iP:; N-isopentenilaminopurina

PVP: Polivinilptrrolidone

N: Nitrogénio

MS: Meio basico de Murashige e Skoog (1962)
WPM: Meio basico de Lioyd ¢ McCown (1980)
PMFPA: Peso da matéria fresca da parte aérea
PMFSR: Peso da matéria fresca do sistema radicular
PMST: Peso da matéria seca total

CPA: Comprimento da parte aérea

CR: Comprimento de raiz

NTB: Numero total de brotos

NB>1cm: Numero de brotos maiores que 1 centimetro
%CAL: Porcentagem de calos

PMFCAL: Peso da matéria fresca de calos
PMSCAL: Peso da matéria seca de calos

CV: Coeficiente de variagio

R* Coeficiente de determinagio
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RIBEIRO, Lilian de Sousa. In vitro embryos and nodal segments culture of
coffee (Coffea arabica 1..) Lavras: UFLA, 2001. 73 p. (Dissertation - Master
of Science in Agronomy/Crop Science)*

ABSTRACT

The in vitro immature embryos and nodal segments of Coffea arabica L
development were studied. Either for cultivar Acaia MG 1474 embryos as for
nodal segments of cultivar Rubi, two sources of nitrogen were tested (KNO; and
NH,NO;) in the following MS culture medium concentrations: 0, 25, 50, 75,
100%. Nodal segments growing of four C. arabica cultivars {Caturra Amarelo,
Acaia, Rubi and Catuai), were studied in four culture media (MS, WPM, White
and Knudson). It was also studied the embryos development of Rubi, Topazio,
Icati and Acaid C. arabica cvs inoculated in the same four culture media. For all
the experiments, culture media pH had been adjusted at 5.8 before autoclavage
at 121°C and 1,1 atm for 20 minutes, and were solidified with 7,0 gL' agar.
Inoculation was made aseptically in laminar flow chamber and explants kept at
growth room with 25 +1°C temperature and 16 hours/day under 35 pM.m™s"
light intensity. Ammomium Nitrate concentration on the MS medium can be
reduced up to 50% mm C. arabica embryos culture. Potassium Nitrate use
resulted in better development of aerial part and root system when compared to
the media absent of KNO;. MS and Knudson media promoted better embryos
development of Rubi and Acaia C. arabica cvs. WPM medium was the most
efficient for the C. arabica nodal segments culture. Nodal segments of Caturra
and Rubi cultivars presented better behavior in vifro, when compared with the
others cultivars.

*Guidance Committee: Moacir Pasqual - UFLA (Major Professor), Antdnio
Nazareno Guimaraes Mendes - UFLA

i



CAPITULO1

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ o maior produtor ¢ exportador mundial de café € o segundo
mercado consumidor de café do mundo. A produgdo média mundial € estimada
em 112,8 mithdes de sacas, produzidas por mais de 50 paises, nas regides
tropicais da América Latina, Africa e Asia. Para muitos destes paises, o café é a
principal fonte de renda (Sreenath, 2000).

Dentro do género Coffea existem duas espécies comercialmente importantes
Coffea arabica L. ¢ Coffea canephora Pierre , sendo que cerca de 70% dos
plantios comerciais mundiais sdo do tipo arabica, principalmente pela qualidade
superior de sua bebida. A espécie C. canephora, também conhecida como café
robusta, participa com 30% deste mercado. No Brasil, cerca de 82% da produgio
sdo provenientes de lavouras formadas com cultivares da espécie Coffea arabica
L. e 18% de cultivares da espécie C. canephora (Melo, Bartholo ¢ Mendes,
1998).

A cafeicultura mundial tem sido grandemente beneficiada pelo sucesso dos
programas de melhoramento genético, que tém colocado, a disposigio do
agricultor, cultivares de alta capacidade produtiva. Contudo, os ganhos
esperados no futuro provavelmente serio menores devido ao estigio de
melhoramento em que estio as linhagens disponiveis atualmente. Novas
estratégias de melhoramento deverdo ser utilizadas para continuar obtendo
sucesso (Pereira, 2000).

Para melhorar a situagfo atual, uma alternativa ¢ a formagdo de lavouras

comerciais utilizando hibridos F,, aproveitando a heterose normalmente



obscrvada nas hibridagdes, o que rcpresenta grande economia de tempo,
principalmente s¢ for comparada com o longo ciclo de selegdo necessario para
obtengdo de linhagens. A utiliza¢iio da propagacio vegetativa na formagio dos
plantios clonais de C. arabica  toma-se uma realidade, garantindo a
uniformidade do povoamento e manutengdo do ganho genético obtido na
sclegdo.

A cultura de tecidos vegetais pode ser usada como uma técnica para o
estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento de plantas e reprodugio de -
cxemplares com caracteristicas agrondmicas desejaveis, tais como resisténcia a
pragas, doengas € o acimulo de substincias ativas de interesse, como o teor de
cafeina (Scragg, 1994; Franga, 1999). Entre outras aplica¢des da cultura de
tecidos, ressalta-s¢ a de ser instrumento de pesquisa valioso no estudo das
plantas, minimizando e controlando varidveis relacionadas com fatores
ambientais. A cultura de tecidos tem grande importincia para obtengio de
plantas transgénicas.

A micropropagacio do cafeciro se perfila como sendo uma tecnologia para a
conservagdo dos recursos genéticos através de bancos de germoplasma e

propagacdo e distribuigdo do material hibrido selecionado.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Taxondmicos da espécie em estudo

A espécie C. arabica ¢ uma espécie vegetal pertencente a familia Rubiacea,
originaria do sudoeste da Etidpia, sudeste do Suddo ¢ norte do Quénia, em

regifio restrita ¢ marginal as demais espécies. A faixa de altitude correspondente



5108 palses froditores. A veriedaile Arabled ou Tlpics i & prm?:.jm
Gt -.wmoabm P Geserista da' emdie. O‘n:bu.ﬂn p-‘.:dn ati:@'.rd

f.ﬁ._fﬁmdﬁmrwrfm Mmmﬂsm-mdﬁmm
%q,ﬁmbmﬁmuwkm visiveis Aa ficres sfo sgrupadss em
| infiprescancias axlvis, proteaidas por ceuliculo Tormado por dofs pres de
W 1 nirmiero. ﬁ“mxw:nm.ﬁ“.lﬂpurml dependendo &0 viger da
~ plania ¢ das condiphes de amiiente. O Jobos i ol 236 em nimero de 5 ¢
i ﬂﬁiw.madmﬂminahm Dctvﬁmﬁlg.rf'em,mmd:m“ﬂas cade uma
| ERlAvRy com apents 1 Gniso ovule, O exilo & simples 6 bifids (2 lobos
(@epustioos;. O mectddo ¢ disoplie 'Os grfios’ de phlzi o namercsos,
ﬁﬁ:@ﬂ,m exina grosss ¢ isa Os fnitos e do tipe drupa, de cor vermelha
Oul arcere.a, de aconde com A varisdade, supeiticic lisa'c brilan'e, exocarpo
dolgatle  (oanca), miesocame camoso  (muciiagem) & eodocan ﬁbm:qn
(porpaminto), As seapentes s¥o chlosges, pléno-comvexas, csverdeailas, coborius
Syild, O eondosperma 4 duro e resiftents, ‘sendo 8 hemiccluloss um dos
._pmﬁrmﬁ mileials e reserve, comod cpmpokios de pm!rhms cafting, M
dinares, dextring, cilulose, dcide clorcginico e varias subsidncias mineraie. O
mémmnmhﬂuamhammmmmh,mmmm
cotiedonares cordiformes @ justaposies, com aixa hipocotiledomar curo #
plfiiia vedizica (Mendes, 1998},



Em vista do reduzido tamanho do embrido, as sementes demoram mais de
um més para germinar, mesmo em condigdes otimas de ambiente (em média, a
germinagdo ocorre em dois meses). Apenas a camada interna do endosperma é
consurmida durante o processo de germinagio (Mendes, 1998).

Na axila das folhas cotiledonares ocorrem vanas gemas que podem originar
ramos ortotropicos (verticais), caso a haste principal seja destruida. Também nas
axilas das folhas verdadeiras, até o nono ou décimo par, somente ocorrem gemas
vegetativas que originam ramos ortotrépicos. A partir do décimo primeiro par de
folhas surge apenas uma tlnica gema maior por axila, que originara o ramo
plagiotropico ¢ varias gemas menos desenvolvidas, que dardo origem aos ramos
ortotrépicos. Quando a planta “perde” um ramo plagiotropico, ndo é capaz de
regenera-lo, e sim ocorrem ramos ortotropicos na axila do ramo perdido
(comumente denominados “ramos ladrdes™) (Mendes, 1998).

Nos ramos plagiotropicos, somente surgem gemas produtoras de ramos
plagiotropicos de ordem superior ou de inflorescéncias nas axilas de suas folhas.
Essa caracteristica define o dimorfismo de ramos que ocorre no cafeeiro em
razdo de ndo se recuperar um ramo ortotropico a partir de fragmentos de ramos
plagiotropicos.

A espécie C. arabica encerra um grande numero de variedades e de
mutantes, alguns amplamente empregados nos programas de melhoramento
genético. E a espécic mais plantada em todo o mundo ¢ a de maior importincia
econdmica para o Brasil, sendo cultivada em todas as regides produtoras do pais,

onde se obtém um produto de excelente qualidade de bebida (Mendes, 1998).



2.2 Cultura de Tecidos

Staritsky (1970) foi o primeiro a trabalhar com a cultura in vitro de cafg,
utilizando segmentos ortotropicos de duas espécies de Coffea em meio contendo
sais inorginicos, sacarose, tiamina, cisteina ¢ auxina. O autor obteve rapida
produgiio de calos na espécie Coffea arabica, e de embndes ¢ plantulas na
espécie Coffea canephora. Posteriormente, inumeros trabalhos foram
desenvolvidos envolvendo o género Coffea (Bandel et al., 1975; Carvalho et al,,
1974; Custer et al., 1980; De Pena, 1983; Monaco et al, 1977; Owuor, 1987;
Sondahl et al., 1984 e 1991, Caldas et al., 1998, Thorpe ¢ Patel, 1984).

As pesquisas a respeito de multiplicagdo in vitro de espécies de interesse
econdmico sdo cada vez mais promissoras. As dificuldades de multiplicagdo
podem ser minimizadas por intermédio da propaga¢io in vitro, pois esta permite
a multiplicagdo rapida, sele¢fio de material superior precocemente, produgio em
larga escala ¢ pequeno espago fisico, por isso, ¢ uma tecnologia adequada para
cultura de ciclo longo, assim como o C. arabica, visando a formagio de plantios
clonais. Neste aspecto, diversos trabalhos foram realizados utilizando cultura de
tecidos para propagagdo de variedades comerciais de café, regenerando plantas
através de neoformacio de gemas, de entrends verdes, de ramos ortotropicos e
por indugio de embriogénese somatica a partir de explantes foliares (Dublin,
1980, 1981; Herman ¢ Haas, 1975; Pierson et al., 1983; Sondahl ¢ Sharp, 1977).

O controle quasc absoluto do crescimento e da morfogénese a partir de
explantes in vifro € uma das caracteristicas da cultura de tecidos vegetais. Todos
estes fendmenos ocorrem mantendo-se os explantes cm um meio de cultura. Dai
a importancia de conhecer detalhadamente quais sdo os componentes ¢
propriedades dos meios de cultura, quais s8o os principais meios utilizados e
qual a técnica a ser adotada para preparar um meio de cultura (Caldas et al.,
1990).



Os meios de cultura, por constituirem parte essencial da cultura de tecidos,
tém evoluido juntamente com a propra ciéncia da biotecnologia. Inicialmente,
foram utilizados os mais diferentes tipos de meios € componentes. Um grande
passo foi dado em 1962, com a publicagdo de um trabalho por Murashige ¢
Skoog (1962), que determinaram a concentragfio de sais, estabelecendo o tdo
conhecido meio ‘MS’°. Usa-se também o meio basico WPM (Wood Plant
Medium) de Loyd e McCown (1980), o meio basico Knudson (modificado por
Ardite, 1967) ¢ 0 meio basico White (1943), entre outros.

Para cada tipo de explante, espécie e cultivar, o meio mais adequado e
eficiente € variavel. A extrapolagdo pura ¢ simples em geral ndo traz os melhores
resultados. Para determinar qual o melhor meio para cada caso, deve-se langar
mio de diversos ensaios. Dessa forma, os resultados serdo melhores e a técnica
de cultura de tecidos podera ser utilizada conforme os objetivos propostos.

O meio da cultura deve suprir tecidos e érgéos cultivados in vitro com
nutrientes necessarios ao crescimento. Basicamente, o meilo da cultura fornece
ndo s6 macro e micronutrientes, mas também um carboidrato (normalmente a
sacarose) para substituir o carbono que a planta normalmente fixa na atmosfera
pela fotossintese. Para proporcionar melhor desenvolvimento, normalmente
incluem-se certos componentes organicos como vitaminas, aminoacidos e
reguladores de crescimento. Diversos outros produtos, a exemplo de sucos de
frutas, leite de coco, cxtratos de leveduras e proteinas hidrolisadas, foram usados
no passado, substituindo vitaminas e aminoacidos on mesmo como suplementos
adicionais. Como ¢ importante que o meio seja 0 mesmo todas as vezes que
foram preparados, materiais que podem variar em sua composigido devem ser

evitados, mesmo que proporcionem resultados positivos (Pasqual, 1997).
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microclementos, sacarose e reguladores de crescimento.

Segundo Monnier (1978), a coneentra¢do 6tima de sacarose para embrides
imaturos é de 60 gL, atingindo alta osmolaridade no meio MS. Se o meio
estiver deficiente em sacarose, formam-se plantulas disformes, com baixa
probabilidade de sobrevivéncia, ou ocorre a ndo germinagdo dos embrides.

Os reguladores de crescimento sfo amplamente utilizados na cultura de
embrides, quando cstes sdo muito jovens. Estas substincias possuem a
capacidade de suprir as necessidades para a germinagdo, desenvolvimento e
crescimento do embrido. Krasnyanski et al. (1992) cultivaram embrides de
Heliantus giganteus L. em meio contendo MS com e sem adigdo dos reguladores
de crescimento, constatando a importincia dessas substincias no microcultivo
dessa espécie, que se mostraram essenciais para o seu desenvolvimento.

Os diferentes tipos de auxinas apresentam respostas diferentes quanto 4 sua
a¢do, ¢ s¢ mostram instaveis em relagdo a ocorréncia da organogénese. Na
cultura do café, este regulador de crescimento mostrou ser eficaz na formagéo de
embrides ¢ na formagdo de calos (Guevara, 1987). George (1993) observou que
altas concentragdes de auxinas induzem a formagio do embrifio, porém 0 scu
desenvolvimento s¢ da com baixas concentragdes de auxinas.

Varios trabalhos mostram o efeito positivo das giberelinas quando
adicionadas ao meio de cultura, proporcionando a iniciagdo ¢ o desenvolvimento
da zona meristematica radicular, ¢ ainda estimulando o desenvolvimento da
radicula ja existente (Raghavan, 1976; Ackrson, 1984). As giberelinas atuam no
processo de germinagdo, superagdo da dorméncia e no desenvolvimento de
embrides. As giberelinas mais utilizadas sdo: acido giberélico GA; ¢ o GA4.7.

Segundo Valio (1976), na cultura do café, baixas concentragdes de acido
giberélico e altas de citocininas promovem a germinagdo de embrides. Este
mesmo autor verificou que altas concentragdes de acido giberélico podem causar

a morte do embrido.
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Altas concentragdes de citocininas, em café, inibem o desenvolvimento de
raizes ¢ proporcionam o crescimento de gemas axilares, existindo uma
concentragdo maxima para que se tenha uma rcsposta satisfatéria no
desenvolvimento de brotos, igual a 10 mg.L", segundo Gucvara (1987). Acima
deste valor ocorre inibigdo no desenvolvimento.

Segundo Raghuramulu (1989), o maior problema na cultura in vitro de café
¢ a oxidagdo provocada por fendis, que induzem a produgdo de substincias
inibidoras do desenvolvimento celular, sendo necessaria a utilizagdo de
substdncias antioxidantes, tais como: cisteina, carvio ativado ¢
polivinilpirrolidone (PVP). Este mesmo autor, trabalhando com ramos
ortotropicos de aproximadamente 2 a 3 mm de comprimento de cultivares de C.
arabica L. ¢ C canephora, verificou que as melhores combinagbes dos
regnladores de crescimento foram 1,0 mg.L"' de BAP e 1,0 mg.L” de AIA,
promovendo maior crescimento ¢ desenvolvimento do explante.

Dublin (1980) verificou aumento no numero de brotagdes, quando utilizou
BAP em concentragbes que variam de 1,0 a 10,0 mgL', sendo eficiente na
multiplicagdo do hibrido interespecifico Arabusta.

Segundo Lu (1993), o TDZ também pode ter agio auxinica. Trabalhando
com hipocétilo de gerdmo, o autor verificou bons resultados na embriogénese
somatica, utilizando este horménio em substitui¢io 4 auxina. Este mesmo autor
verificou que ao adicionar TDZ ao meio de cultura, o nimero de brotos foi
maior que o observado em meio contcndo citocinina, ¢ as concentragdes
necessarias foram minimas, variando de 0,002 mg.L" a 0,09 mg.L"". Zhou et al.
(1994) verificaram que utilizando meio contendo 0,02 mg.L' de TDZ ¢ 0,50
mg_L'1 a 1,01 mgL”’ de 2,4-D, ocorria aumento na indugio de calos
embriogénicos, e quando os calos eram transferidos para meio contendo TDZ ou
TDZ + ANA, observaram aumento de 25% na formagio de embrides em relagio

ao meio utilizado sem o TDZ.
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mais antigas, particularmente Bourbon Vermelho e Bourbon Amarelo, a
cafeicultura brasileira ¢ hoje constituida basicamente por linhagens das
cultivares Mundo Novo, Catuai e, mais recentemente, em areas ainda pouco

expressiva, Icatu ¢ Rubi (Mendes, 1998).

2.5.1 Acaia

A cultivar Acaia foi sclecionada no germoplasma de Mundo Novo, a partir
de plantas dessa cultivar que apresentaram sementes de maior tamanho ¢ boa
capacidade produtiva. No dialeto guarani, o termo Acaia significa “frutos com
sementes grandes”, Acredita-se que esse fenotipo “sementes grandes™ tenha sido
herdado da cultivar Sumatra, que participou do cruzamento que originou a
Mundo Novo. A selegio foi realizada em cafeeiros descendentes principalmente
da planta de prefixo P-474, que originou as progénies atuais de Acaia.

Apresenta-se com boa produgio de café beneficiado e boa rusticidade. A
altura média das plantas chega a atingir 4,2 metros (entre 4,1 ¢ 44 m) ¢ o
didmetro médio da copa, 1,8 metro (1,6 a 2,0m). A cor da brotagdo jovem ¢
geralmente bronze e os ramos secundarios sdo menos abundantes que nas
selegdes de Mundo Novo. Ha preferéncia para plantio, pelos cafeicultores, da
selegdo LCP-474-19, que tem se mostrado mais vigorosa € mais produtiva que
as demais (Mendes, 1998).

2.5.2 Icatu

A cultivar Icatu foi obtida a partir de hibridagdo interespecifica, realizada

entre um cafeeiro tetraploidizado  artificialmente  cultivar Robusta de

12
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Em varios experimentos, tem-se¢ observado que as melhores progénies de
fcatu vém mantendo produtividades médias cxcepcionais, proximas as obtidas
com as melhores sclegdes de Mundo Novo, mesmo que ¢ o controle quimico dc
ferrugem ndo seja realizado nas seclegdes de Icatu e controle com fungicidas
fohares ou granulados de solo seja aplicado nas sele¢des de Mundo Novo.
Existem evidéncias de que a cultivar Icatu apresenta varabilidade para
resisténcia aos nematoides € a Colletotrichum coffeanum, o que vem sendo
pesquisado pelo IAC.

Por aprescntar clevado porte de planta, maior didmetro de copa e vigor
vcgetativo, ndo tem sido recomendado o plantio da cultivar Icatu no sistema
adensado, pois rapidamente ocorreria o fechamento da lavoura ¢ 0 mangjo com
podas seria necessario apos poucas colheitas, o que certamente encareceria o
sistema de produgdo. Como op¢do mais viavel, tem-se¢ o renque mecanizavel,
com cspagamento variavel de 3,5 a 4,0m entre linhas e 0,7 a 1,0m entre plantas
(Mendes, 1998).

2.5.3 Rubi e Topazio

Para obtengdo das cultivares Rubi ¢ Topazio, foram realizados estudos com
a cultivar Catuai, tendo como meta a diversificagio de suas caracteristicas,
embora esta cultivar apresente-se muito produtiva. Em algumas condigdes de
plantio e manejo, a cultivar Catuai pode exibir reduzido vigor vegetativo depois
de elevadas produgdes, caracterizando-s¢ pela seca de ramos produtivos, a
scmelhanga da cultivar Caturra que lhe deu origem. O método empregado no seu
melhoramento, que se assemelha ao gencaldgico, fcz com que, ao final, suas
progénies apresentassem cerca de 50% dos alelos da cultivar Mundo Novo ¢

50% da cultivar Caturra Amarelo.
14
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novas, sio predominante de cor bronze escuro, marcador genético que a difere
da Catuai (brotos verdes).

Analogamente ao que foi comentado para a cultivar Icatu, pode-se
considerar a cultivar Rubi como melhoramento da cultivar Catuai, encontrando-
se maior numero de alelos da cultivar Mundo Novo, o que confere & cultivar
Catvai a melhor expressdo dos caracteres considerados. Seria, de certa forma,
uma tentativa de se obter a cultivar Mundo Novo, com todas as suas vantagens
sobre a Catuai, porém acrescida do porte baixo, o que € desejavel.

As selecdes de prefixo MG-1190 e MG-1192 tém sido indicadas para
plantio em escala comercial. Em média, em expcrimentos, tém apresentado
rendimento de grdos entre 10 ¢ 15% superior as testemunhas de Catuai.

Em razdo do porte ¢ arquitetura serem muito semelhantes & cultivar Catuai,
as rccomendagbes dc espagamento para plantio, tanto no sistema adensado
quanto no livie crescimento (renque mecanizado), sio as mesmas para essa
cultivar. O que diferencia as cultivares Rubi ¢ Topazio ¢ somente a coloragio do
fruto, sendo este vermelho no caso da cultivar Rubi ¢ amarelo no caso da

cultivar Topazio (Mendes, 1998).

2.5.4 Catuai

A cultivar Catuai foi a primeira a ser selecionada apds o emprego de
hibridagdo artificial no methoramento genético do cafeeiro no Brasil. A cultivar
teve origem na hibridagdo Caturra Amarclo (C-476-11) x Mundo Novo (CP-
374-19), que teve como objetivo principal o estudo da heranga do porte baixo
em algumas cultivares, entre elas a Caturra, com vistas a transferéncia dessa

caracteristica para a Cultivar Mundo Novo.
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2.5.5 Coffea arabica L. Var. Caturra

Esta variedade originou-se na divisa dos Estados de Minas Gerais e
Espirito Santo, na Serra do Capara6, provavelmente como mutante da variedade
Bourbon.

Sua principal caracteristica ¢ o porte reduzido, bem inferior as
variedades Arabica ¢ Bourbon, com internddios mais curtos, folhas maiores ¢
mais largas, bordos ondulados, de coloragdo verde desde os estagios iniciais de
desenvolvimento. Os frutos se assemelham aos da variedade Bourbon.

Apresenta elevada capacidade produtiva nas primeiras colheitas,
reduzindo drasticamente esse potencial com o passar dos anos, com acentuada
morte de ramos plagiotropicos e intenso depauperamento de toda a planta.
Acredita-s¢ que esse fato seja conseqiéncia da baixa capacidade de absorgio ¢
acumulo de nutrientes pelas raizes, ja que esta variedade se adapta bem as
condigdes dos solos vulcanicos da Colémbia ¢ da Costa Rica.

Trata-se do primeiro mutante encontrado com porte pequeno € elevada
capacidade produtiva, e por esse motivo, muito contribuin para o programa de
melhoramento  desenvolvido no IAC, no qual foi, entio, concluida a
transferéncia desse porte para outros cultivares comerciais. A caracteristica ¢
controlada por apenas um gene, denominado caturra (Ct),com dominancia do
alelo que confere porte baixo sobre o porte alto (CTCr e Cret porte baixo; ctct
porte alto). A distingdo das plantas altas e baixas ainda no viveiro, quando se
esta trabalhando com geragbes segregantes para o alelo Cr, ¢ um pouco
dificultada pela vanagio nas condigbes de ambiente em que se desenvolvem as
mudas; no campo, contudo, essa distingdo ¢ inequivoca logo nos estagios iniciais

de desenvolvimento das plantas (Mendes, 1998).
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CAPITULO 2

RIBEIRO, Lilian de Sousa. Cultura de embrides de Coffea arabica L. Lavras:
UFLA, 2001. 25 p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*

1 RESUMO

A composigio do meio de cultura ¢ de grande importancia para o
desenvolvimento do embrifio in vitro, sendo necessirio determinar as
concentragdes otimas dos componentes do meio de cultura. Buscou-se
detcrminar as mclhores concentragbes de NHyNO; ¢ KNO3 em meio MS para
cultura de embrides in vitro de Coffea arabica L. cultivar Acaia Cerrado ¢
estudaram-se também os melhores meios de cultura para desenvolvimento de
embrides de C. arabica L. das cultivares Acaia, Icatu, Rubi e Topazio. Frutos de
C. arabica L. no estadio "verde cana" foram utilizados para a extracdo dos
embrides. Os meios nutritivos basicos tiveram o pH ajustado para 5,8 e
solidificados com agar, na propor¢gio de 6 g.L”. Foram testadas algumas
combinagdes entre as dosagens estabelecidas de NH,NOQ; (0, 25, 50, 75 e 100%)
¢ KNO; (0, 25, 50, 75 ¢ 100%) do meio MS no expenmento 1, e no experimento
2 os tratamentos constituiram-se de quatro tipos de meio dc cultura, sendo os
meios basicos MS, Knudson, White ¢ WPM, com a inocula¢do de embrides de
quatro cultivares diferentes de C. arabica L. Para as condigdes em que os
experimentos foram conduzidos, pode-se concluir, no experimento 1, que na
cultura de embrides de C. agrabica L. a concentragdo de Nitrato de Amoénio do
meio MS pode ser reduzida em até 50%. A utilizagdo de Nitrato de Potassio
resultou num melhor desenvolvimento da parte aérea ¢ do sistema radicular
gquando comparado ao meio sem KNO; No expenmento 2, embrides das
cultivares Rubi ¢ Acaia se desenvolvem melthor quando colocados nos meios
basicos de cultura MS, seguidos do meio Knudson.

*Comité Orientador: Moacir Pasqual - UFLA (Orientador), Antdnio Nazareno
Guimardes Mendes - UFLA
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3 INTRODUCAO

Cruzamentos interespecificos e intergenéricos ofereccin aos mclhoristas. de
plantas uma oportunidade para aumentar a variabilidade genética e para transferir
genes desgjavels entre espécies, principalmente das sitvestres para as cultivadas
(Gomathinavagam ¢t al., 1999). Em tais cruzamentos podem ocorrer barreiras
tanto pré como pos-feriilizagio, resultando em sementes chochas ¢ embrides
abortivos. O uso de hibridagio entre espécies diferentes é principalmente Limitado
por falhas no desenvolvimento do endosperma, culminando com degeneragdo dos
embrides antes que atinjam a maturidade (Mallikarjuna, 1999; Sukno et al., 1999,
Angra et al., 1999). Algumas vezes, embriGes hibridos podem ser salvos se forem
removidos antes que ocorra o aborto ¢ cultivados artificialmente em um meto
nutritivo {(Asano ¢ Imagawa, 1999). Melhoristas de frutiferas t8m tido sucesso no
resgate de embrides ¢ posterior obtengdo de plantas a partir de frutos sem sementes
de wvideira (Emershad, Ramming ¢ Serpe, 1989, Gnbaudo et al, 1993;
Gomathinayagam et al., 1999).

O embrido originado de um processo normal de fecundagdo pode ser
facilmente separado e cultivado sob condigdes assépticas em meio de cultura
adequado, mantendo-se¢ gencticamente estavel, produzindo descendentes
idénticos a ele. Para a remogio do embrido, basta desinfestar apenas a superficie
externa da semente, devido ao fato de que o embrido esta alojado em regido
estéri] da semente. Assim, o indice de contamina¢do in vifro ¢ muito baixo em
relagdo as demais culturas (Illg, 1986).

A cultura de embrides possibilita recuperagdo de hibridos de cruzamentos
incompativels, micropropagagdo, superagdo dc dorméncia ¢ csterilidade de
scmentes (Hu ¢ Ferreira, 1988), além do estudo detalhado dos problemas

nutricionais ¢ fisiologicos do embrido, permitindo a multiplicagio de plantas
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¢ a assimilagdo desses ions diretamente relacionada com o sucesso da cultura in
vitro (Magalhdes e Wilcox, 1987; Sakuta ¢ Komamine, 1987).

O cafeeiro, como outras culturas, libera substincias fenolicas e, por esta -
razio, deve-se adicionar ao meio de cultura substdncias anti-oxidantes, tais
como: carvio ativado, polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico e acido
citrico. _

Neste trabatho, buscou-se determinar: 1) as melhores doses de NH.NO; ¢
KNQ; em meio MS para cultura de embrides in vifro de C. arabica cv. Acaid
Cerrado; ¢ 2) os melhores meios de cultura para desenvolvimento de embrides

de quatro cultivares de C. arabica.

4 MATERIAL E METODOS

Frutos de C. arabica no estagio "verde cana" foram utilizados para a
extragdo dos embrides no estagio torpedo.

Os mcios nutritivos basicos tiveram o pH ajustado para 5,8 * 0,1, foram
acrescidos de 1g.L”' de carviio ativado e 300 mg L' de acido ascorbico e
solidificados com 4gar, na proporgio de 6g. L.

Apbés o preparo, foram distribuidos cerca de 15 mL de meio por tubo de
ensaio (25 x 150 mm) e 30 mL de meio quando foram utilizadas placas de petri.
Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno ¢ filme de PVC para evitar
contaminag¢do. Os meios foram esterilizados utilizando autoclave a temperatura
de 121 °C e 1,2 atm de presséo, durante 20 minutos.

Os embrides foram inoculados assepticamente em ¢imaras de fluxo laminar
horizontal. Apods o processo de inoculagéo, o material foi transferido para sala de

crescimento com temperatura de 26 °C, fotoperiodo de 16 horas luz ¢
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(UFLA). Utilizou-se o delincamento experimental inteiramente casnalizado
(DIC), no esquema fatorial de 5x5, com 4 repetigdes. .
Os embrides foram inoculados em placas de petri (tendo em média 15
embrides por placa), contendo o meio basico MS acrescido de }g.L" de carvio
ativado ¢ 300 mg.L" de acido ascérbico, pH ajustado para 5.8 ¢ solidificados
com agar na proporgio de 6 gL', em que permaneceram por 15 dias para
germinagdo. Logo apds este periodo, os embrides foram passados
assepticamente para os tubos de ensaio (um cmbrifio por tubo) nos quais

receberam os tratamentos.

Experimento 2: Influéncia dos Meios de Cultura (MS, Knudson, WPM e
White) no descnvolvimento de embrides de C. arabica cvs. Rubi, Acaia,

Topazio ¢ Icatu.

Os tratamentos constituiram-s¢ de quatro tipos de meio dc cultura (MS,
Knudson, White ¢ WPM - Tabela 1), com a inoculagdo de embrides de quatro
cultivares diferentes de C. arabica (Topazio MG 1190, Rubi-MG 1192, Acaia
Cerrado MG 1474 e lcatu Vermelho 2842). Os frutos foram tratados com alcool
70% por 1 minuto; logo apos foram colocados em hipoclorito de sodio puro por
15 minutos, € a seguir foram feitas trés lavagens com dgua destilada
autoclavada, dentro da cdmara de fluxo laminar, Utilizaram-se 600 mg de acido
ascorbico/litro de agua para diminuir a oxidagdo dos embrides. Os embrides
foram retirados em cdmaras de fluxo laminar, em condighes assépticas, e
inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo, em média, 15 mL de
meio de cultura. Cada tubo conteve um dnico cmbrido. Utilizou-se delincamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repetigdes ¢ trés tubos por repetigio,

¢ para o teste de médias observadas utilizou-se o teste de Scott-Knott (1974).
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S RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Desenvolvimento de Embrides de C. arabica cv. Acaia Cerrado
inoculados em meio MS com variagdo nas fontcs de Nitrogénio (Nitrato de

Amdnio - NH,NQ; e Nitrato de Potassio - KNO;).

O resumo das analises de vanincia para as caracteristicas avaliadas ¢
representado na Tabela 2, mostrando que a interagdo foi significativa ao nivel de
5 % de probabilidade para todas as vanaveis, sendo que, para PMFPA, ndo

houve efeito significativo.

TABELA 2. Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) ,
peso da maténia fresca do sistema radicular (PMSFR), peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA). UFLA, Lavras-MG,

2001.
Quadrado Médio
Causas de
Variagio G. CPA CR PMSFR PMFPA
L.

NHsNO3 4 14 82BB57* 96,555975** 0,000010 0,000868
KNO3 4 10,335671** 67,634799* 0,000016*  0,001012%°
NH:NOsx KNOs 16 3,826861*  42,746153* 0,000008*  0,000522%
Erro 75 1,893602  22,746153  0,000004 0,000490™

CV (%) 13,98 38,27 47,44 89,83
* ** significativo ao nivel de 5 ¢ 1% de probabilidade

Na Tabela 3, pode-se¢ observar no desdobramento da interagido, as
concentragdes significativas de KNQO; para cada uma das vanaveis, com os
respectivos  pontos de maxima para NH4NO;. Observam-se também as
quantidades de nitrogénio sob a forma de nitrato ¢ amonio para as duas fontes
usadas. Estes valores foram calculados em milimolar (mM) individualmente,
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Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos no desenvolvimento de embrides de Coffea arabica L. cv. Acaia Cerrado
inoculados em meio MS com variagdo nas fontes de Nitrogénio (Nitrato de Aménio - NHLNO, ¢ Nitrato de
Potassio - KNQOs), UFLA, Lavras-MG, 2001.

Caracteristicas Tratamentos KNOs (mM) | NHs,NO3 (mM) | Total (mM) | Relagado | Comprimento
avaliadas KNO5 (%) | NHJNO; (%) NO; NH; | NOs | NH; | NO; [NOa/NH, e Peso
Comprimento da 0 59,06 0 12,18 | 1218 | 12,18 { 12,18 1:1 10,6
parte aérea (mm) 50 54,89 9,40 11,32 [ 11,32 | 11,32 |20,72 | 1,83 :1 11,24
Comprimento do 0 61,30 0 12,64 | 12,64 | 12,64 | 12,64 1:1 13,68
sistema radicular (mm) 100 50,14 18,81 10,34 | 10,34 | 10,34 | 29,15 | 2,82 :1 16,78
Peso da matéria fresca 0 73,50 0 15,16 | 15,16 | 15,16 | 15,16 11 0,0057
do sistema radicular (g) 100 73,00 18,81 1505 | 15,05 | 15,05 133,86 | 2,25: 1 00,0081




totalizando o nitrogénio disponivel no meio de cultura. A relagdo
Nitrato/Amdnio, como também os valores observados para as caracteristicas

avaliadas, estdo registrados na referida tabela.
Comprimento da parte aérea

Comparando as curvas, observa-se que, na auséncia de KNO; no meio de
cultura, observou-se uma maior utilizagido do nitrogémo na forma de nitrato de
amdnio, por ser esta a Unica fonte de nitrogénio disponivel no meio. A relagdo
NO+/NH, para esta variavel foi de 1:1(Tabela 3). A auséncia de KNOs resultou
num crescimento no comprimento da parte aérea até o nivel de 59,06% de
Nitrato de Amonio (Tabela 3), registrando-s¢ reducio no crescimento em

concentragdes mais elevadas neste tratamento (Figura 1),

—

59,06%
@ 12
.:;'3, i 54,89%
g 10 4 Yz
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FIGURA 1. Comprimento da parte aérea de embrides de C. agrabica cv Acaid
inoculados em meio basico MS com diversas concentragdes de
NHNQ:;, na auséncia e presenga de 50% de KNO,. UFLA, Lavras-
MG, 2001.
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FIGURA 2. Comprimento do sistema radicular de embrides de C. arabica cv
Acaia inoculados em meio basico MS com diversas concentragfes
de NH,NO,, na auséncia e presenga de 100% de KNO;. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

A utilizagdo da dose padrio (1900 mg/L) de KNO, para csta caracteristica
proporcionou crescimento no comprimento do sistema radicular. Nota-se um
acréscimo acentuado no comprimento de raizes (16,78 mm) e o decréscimo da
concentragio de NH,NO, até o nivel de 50,14 %; a relagio NO+/NH, para este
nivel foi de 2,82. As dosagens maiores que 50,14 e 61,30% de NHNO;

promoveram um menor desenvolvimento do sistema radicular (Tabela 3).

Peso da matéria fresca do sistema radicular

Na auséncia de KNO,, registra-se decréscimo no peso da matéria fresca do
sistema radicular 4 miedida que a concentragio de NHiNO; no meio MS foi

elevada, atingindo o maximo de 73,50 % (0,0057 g) (Figura 3). Dosagens
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Embora diferentes meios sejam capazes de manter os microcultivos de embrides,
o mais freqiientemente utilizado € o MS (Murashige ¢ Skoog, 1962).

De acordo com George ¢ Sherrington (1984), o dcsenvolvimento e
morfogénese em cultura de tecidos sdo acentuadamente influenciados pela
disponibilidade de nitrogénio ¢ pela forma como o mesmo é formecido. Apesar
do nitrogénio ser, algumas vezes, parcialmente provido em forma orginica, €
usual suprir N em forma de fons NH;'e NO5". O total de N requerido ¢ de 168 a
840 mg L, ¢ a quantidade de NH," varia de 108 a 360 ¢ NO; de 372 a 2480
mg.L’. A maioria das plantas priorizam a absor¢io de NH.'a NOs,” apesar de
existirem excegdes. E necessario encontrar o balango ideal de NH,/ NO5™ para o
4timo crescimento e desenvolvimento in vitro (George ¢ Sherrington, 1984),

Normalmente o meio de cultura ndo ¢ tamponado, € a adogdo de
concentragdes de ions de amdnio ¢ nitrato tem, portanto, sido mais adequada
para o controle de pH que para o requerimento do tecido vegetal para uma outra
forma de nitrogénio. Absorgdo de nitrato requer um pH acido, mas torna o meio
mais bdsico; ao contrario, a absor¢io de amdnio toma ¢ meio mais basico pela
excregdo de H'. Com o abaixamento do pH, a absorgio de aménio ¢ inibida.
Portanto, em meios que ndo sdo tamponados, a absorgdo eficiente de nitrogénio
pode depender da presen¢a de ambos os ions (George e Sherrington, 1984).

Plantas podem se dcsenvolver em solugdes contendo nitrogénio somente na
forma de nitrato, tanto que pesquisadores chegaram a assumir que ions de
amdnio cram desnecessarios (George ¢ Sherrington, 1984). Meios, tais como o
Gautheret (1942) ¢ White (1943), possuiam unicamente nitrato. Entretanto,
quando nitrato € a unica fonte de nitrogénio, nitrito pode ser acumulado no meio
¢ tornar-se toxico, pela baixa atividade da enzima redutase de nitrito (Jordan ¢
Fletcher, 1979).
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Experimento 2: Influéncia dos Meios de Cultura (MS, Knudson, WPM ¢
White} no desenvolvimento de Embrides de C. arabica cvs. Rubi, Acaid,

Topazio ¢ Icatu.

O resumo da analise de varidncia € apresentado na Tabcla 4. Observa-se
que tanto para meios de cultura como para cultivares ¢ a interagdo entrc ambos,
para todas as caracteristicas avaliadas, houve interagdo significativa ao nivel de

1% de probabilidade, através do teste F.

TABELA 4. Resumo das analises de varidncia para as caracteristicas
comprimento da parte a¢rea (CPA), peso da matéria fresca da
parte aérea (PMFPA), peso da matéria fresca do sistema
radicular (PMFSR) e peso da matéria seca total (PMST). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Quadrados Médios

Causas de G.L CPA PMFPA PMFSR PMST
Variacfio
Meio 3 0,683275** 0,047781™ 0,005580** 0,002270"*
Cultivar 3 1,316813** 0,028173* 0,003373** 0,001162™*
Meio x Cultivar 9 0,115262** 0,002123** 0,000334* 0,000084**
Erro 48 0,023403 0,000578 0,000100 0,000030
CV(%) 10,77 25,59 35,48 29,65

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade
Comprimento da parte aérea
O comprimento da parte adrea das plantas variou significativamente em

fungdo dos meios basicos de cultura ¢ das cultivares utilizadas. O mglhor

40






Peso da matéria fresca do sistema radicular

A influéncia dos mcios de cultura no peso da matéria fresca do sistema
radicular variou entre as cultivares, como pode ser observado na Figura 5. A
cultivar Acaia teve maior peso da matéria fresca do sistema radicular quando se
utilizou o meio MS. Enquanto que, nas demais cultivares, os meios MS e
Knudson tiveram plantas com maior peso da matéria fresca do sistema radicular,

quando comparados com os demais meios.

| KNUDSON @WHITE OMS BWPM |

0,08,
0,07
0,06+
0,051
0,04+
0,034
0,021
0,01
6,00

AL

PESO DA MATERIA FRESCA
DO SISTEMA RADICULAR (g)

uﬁuﬁiill;':x

Rubi Acaia fcatu

[l

FIGURA 5. Peso da maténa fresca do sistema radicular de embndes de
cultivares de C. arabica inoculados em diferentes meios basicos de

cultura. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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CAPITULO 3

RIBEIRO, Lilian de Sousa. Micropropagacio de Coffea arabica L. por meio
de Cultura de Tecidos. Lavras: UFLA, 2001, 25 p. (Dissertagdo -
Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*

1 RESUMO

Objetivou-se verificar o comportamento de segmentos nodais de C. arabica L.
de varias cultivares, inoculados em diferentes meios de cultura, e estudou-se
também o comportamento do cv Rubi em diferentes concentragdes de NH,NO; e
KNO; do meio de cultura MS. Explantes (2,0 cm) preestabelecidos em
laboratério foram inoculados em condigdes assépticas para tubos de ensaio
contcndo meio de cultura ¢ mantidos em sala de crescimento com 27+1°C ¢ 35
pM.m” 5" de intensidade luminosa. Apés 60 dias, avaliaram-se as caracteristicas
numero total de brotos, nimero de brotos maiores que 1 cm, peso da matéria
fresca da parte aérea, pcso da matéria seca total, porcentagem de formagdo de
calos, peso da matcria fresca de calos e peso da matéria seca de calos. No
experimento 1 usaram-se diferentes concentragdes de NH.NO; e KNO, do meio
MS (0; 25; 50; 75; e 100%). Os melhores resultados para o desenvolvimento dos
segmentos nodais de C. arabica L. foram registrados quando se utilizaram as
dosagens de 75% e 100% de KNOs;.. No experimento 2, utilizaram-se 0s meios
MS, Knudson, WPM e White, acrescidos de 3 mg. L' de GA; + 6 mg.L" de
BAP, ¢ as cvs. Caturra, Icatu, Catuai ¢ Rubi. Melhores resultados para o
desenvolvimento de explantes de C. arabica foram registrados quando se
utilizaram as cultivares Rubi e Caturra, inoculados no meio basico WPM. Para
maioria das variaveis (Peso da maténa fresca da parte aérea, peso da matéria
seca total, nimero total de brotos, nimero de brotos maiores que um centimetro
¢ porcentagem de formagdo de calos), o meio de cultura MS destacou-se entre os
demais.

*Comité Onentador: Moacir Pasqual - UFLA (Orientador), Antdnio Nazareno
Guimardes Mendes - UFLA
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3 INTRODUCAO

A micropropagagiio ¢ a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos e a de
mats larga utilizagdo, da qual, além de outras vantagens, pode-se obter um
grande nimero de plantas sadias ¢ geneticamente uniformes. O seu uso ¢
apropriado para clonar individuos melhorados, produzindo progénies
homogeéncas. Os métodos disponiveis & propagagdo in vitro permitem obter
mithares de plantas sclecionadas através da multiplicagio de brotos, gemas
axilares, pela formagdo de brotos adventicios ou embrides somaticos. Segundo
George (1993), a maioria das plantas micropropagadas ¢ obtida pela
multiplicagdo de brotos axilares.

Uma planta integra é um sistema pluricelular altamente diversificado,
oniginado de uma célula inicial winica, o zigoto, com seu complemento genético
caracteristico. A partir das primeiras divisdes, a diferenciagdo celular se
estabelece em diferentes graus, culminando na planta adulta, num sistema de
orglos e tecidos especializados, em que apenas algumas células retém a
capacidade de divisdo (Handro ¢ Floh, 1990). A esta capacidade das células
vegetais originarem plantas inteiras da-se o nome de totipoténcia celular, o que
caracteriza a morfogénese ¢ ¢ no que se baseia a micropropaga¢io.

Duas estratégias tém sido utilizadas para a nucropropaga¢do em plantas
lenhosas: a embriogénese e a organogénese (Einset, 1986). A embriogénese
resulta, algumas vezes, em uma alta variagic somaclonal, tormando esta
estratégia questionavel para multiplicagdo clonal. A multiplicagdo por
organogénese, por outro lado, ¢ um método seguro, que pode ser usado quando a
producdo de clones de plantas lcnhosas for requerida. A micropropagacgio de
brotos explora o efeito da relagdo auxina/citocinina na regulagdo do crescimento

in vitro (Skoog ¢ Miller, 1957).
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O controle do crescimento e da morfogénese a partir de explantes in vitro €
uma das caracteristicas da cultura de tecidos vegetais. Estes fendmenos ocorrem
cultivando-se¢ 0s cxplantes em um meio nutritivo; por isso, ¢ fundamental o
conhecimento dos componentes e propriedades dos meios de cultura.

O meio de cultura deve suprir tecidos ¢ orgdos cultivados in vitre com
macro € micronutrientes, e também com um carboidrato que fornece encrgia
metabdlica e esqueletos de carbono para a biossintese de aminoacidos e
proteinas, polissacarideos estruturais ¢ todos 0s compostos organicos necessarios -
para o crescimento das células. Geralmente se utiliza sacarose, pois esse aglicar
suporta altas taxas de crescimento das espécies (Caldas, 1990). Segundo os
mesmos autores, normalmente incluem-se, ao meio de cultura certos
componentes orgdnicos, como vitaminas, aminodcidos ¢ reguladores de
crescimento. Os reguladores de crescimento sio substéncias sintéticas que, uma
vez aplicadas a plantas inteiras ou a segmentos de tecidos vegetais, provocam
atividades fisiologicas similares aos homdntos que todas plantas possuem
naturalmente ¢ que tém a fungdo de regular os processos metabolicos que
envolvem crescimento e desenvolvimento.

As cultivares de C. arabica sdo predominantemente autopolimzadas e,
portanto, bastante uniformes, razio pela qual sdo comumente propagadas por
sementes. Contudo, alguns gendtipos elites hibridos tém se mostrado resistentes
a ferrugem, justificando sua propagagfio vegetativa como instrumento auxaliar
em programas de melhoramento, ou mesmo como atividade comercial (Martins,
1985).

A capacidade de regeneragdo e crescimento in vifro parece estar associada
ndo apenas ao gendtipo, mas a atividade fisiologica na planta matriz, sob o
controle de diversos fatores enddgenos (Caldas et al, 1990). Segundo Pinto

(1998), as espécies respondem diferentemente e, dentro de uma mesma espécie,
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as cultivares apresentam exigéncias diferentes, por isto, a sobrevivéncia do
explante pode vanar significativamente entre plantas.

A micropropagagdo possibilita a obten¢do de grande numero de plantas em
curto espago de tempo. Afirmag8es quanto ao potencial de propagacdo in vifro
de C.arabica tém sido feitas por Dublin (1984, 1991). Calculos tedricos para C.
arabica, a partir de cultura de gemas, evidenciam uma capacidade de produzir
13.000 brotos/gema apos 15 meses de cultivo continuo (Medina et al., 1983).

Citocininas vém sendo adicionadas ao meio de cultura de gemas de C.
arabica , especialmente cinetina e BAP, Custer ¢t al. (1980) registraram uma
taxa de multiplicagdo de 28 brotos/explante usando 10 mg L' de BAP. Sondahl
e Loh (1987) relatam que adicionando 11 mg L' de BAP ao meio MS, obtéin-se
4.4 novas brotagdes/gema. Sondahl et al. (1991) afirmam que a taxa de
multiplicagdo ¢ parcialmente controlada pelo nivel de citocinina presente no
meio de cultura; porém, niveis muito elevados podemn induzir mudangas de
ordem fisiologica e bioquimiea, levando a uma resposta nio satisfatona.

Carvalho et al. (1997) identificaram a concentracio de 9 mg.L”' de BAP para
proliferagiio de brotos de C.arabica; ja Berthouly (1999), utilizando GA, associado
ao BAP, notou que o GA; foi responsavel pelo alongamento dos explantes de C.
arabica e C.canephora, por um periodo de 90 dias de cultivo.

Neste trabalho, objetivou-se verificar o comportamento de segmentos
nodais de vanas cultivares de C. grabica, inoculados em diferentes meios de
cultura, e venficar o desenvolvimenio da cultivar Rubi em diferentes

concentragdes de NHyNO; e KNO; do meio MS.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras-MG. Os explantes constituiram-s¢ de segmentos nodais de C.arabica,
com aproximadamente 2 cm de comprimento, contendo um nd com duas gemas
provenientes de plantas preestabelecidas in vitro. Foram utilizados tubos de
ensaio (25x150mm) que receberam, em média, 15 mL de meio de cultura, foram
vedados com tampa plastica e suas bordas protegidas com filme de PVC.

Para o primeiro experimento foi utilizada a cuitivar Rubi, variando as fontes
de nitrogénio (NH;NQO; e KNOs) do meio basico MS acrescido de 3 mg.L" de
GA; e 6 mg. L' de BAP. Os meios basicos de cultura tiveram seus pHs ajustados
para 5,8 antes de serem autoclavados a 121°C e 1,1 atm, por 20 minutos. Os
meios foram solidificados com 7,0 g.I! de 4gar. Os tratamentos consistiram de
todas combinagdes e¢stabelecidas de NH.UNO; ¢ KNO; do meio MS, num
esquema fatorial, nas concentragbes de 0, 25, 50, 75 e 100% das doses
estabelecidas no meio béasico. O delincamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 5, com 4 repetigdes, 3 tubos por parcela,
cada tubo contendo um explante. Utilizou-se o teste de Scott-Knott (1974) para
obtengdo das analises de médias.

Para o segundo experimento, utilizaram-se quatro diferentes meios
nutritivos: MS (Murashige ¢ Skoog, 1962), Knudson (modificado por Arditi,
1967), WPM (Llovd ¢ McCown ,1980) e White (1943), acrescidos de 3 mg.L'1
de GA; ¢ 6 mg.L'' de BAP; ¢ as cultivares Rubi (MG 1192), Caturra Amarelo,
Acaid Cerrado (MG 1474), Icatu (4228) e Catuai Vermelho (IAC144). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4

x 5, com 4 repetigdes, 3 tubos por repetigio, cada tubo contendo um explante.
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Os dois experimentos foram montados em ambiente asséptico (camara de
fluxo laminar) ¢ incubados em salas de crescimento com temperatura controlada
a 2541 °C ¢ fotoperiodo de 16 horas, sob 35uM.m™ s de intensidade luminosa.

Aos 60 dias, foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero total de brotos,
peso da matéria fresca da parte aérea e peso da matéria seca total (pnmeiro
experimento); ¢ para o segundo experimento foram avaliados o mimero total de
brotos (NTB), o nimerc de brotos maiores que 1 cm (NB>lem), o peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), o peso da maténa seca total (PMST), a
% de formagio de calos (%CAL), o peso da matéria fresca de calos (PMFC) e o
peso da matéria seca de calos (PMSC). Para obtengdo do peso da matéria seca,

utilizou-se estufa de secagem na temperatura de 50 °C, por 72 horas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Experimento 1: Desenvolvimento de segmentos nodais de C. arabica cv. Rubi,
inoculados em meio MS com variagio nas fontes de Nitrogénio, (Nitrato de
Aménio - NH;NOQ; e Nitrato de Potéssio - KNO;).

Os resultados das analises de varidncia estfo apresentados na Tabela 1.
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em concentragdes mais elevadas (Figural).
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FIGURA 1. Numero total de brotos de segmentos nodais de C. arabica cv. Rubi,
moculados em meio MS com 75% de Nitrato de Potassio, em
diferentes concentragdes de Nitrato de Aménio. UFLA, Lavras-MG,

2001.

Peso da matéria fresca da parte aérea

Tendéncia similar foi observada na varidvel PMFPA para a qual a dose de
75% de KNO;, associada a concentragdo de NH,NO; 50%, apresentou um maior
peso no PMFPA (Figura 2). Concentragdes de NH:NO; superiores a 50% e de
KNO; superiores a 75% resultaram na redugio no PMFPA das plantas em

estudo.
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FIGURA 2. Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de
C.arabica cv. Rubi inoculado em meio MS com 75 ¢ 100% de
Nitrato de Potassio em diferentes concentragdes de Nitrato de
Aménio. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Peso da matéria seca total:

Maiores valores para peso da matéria seca total foram obtidos a medida
gque aumentou a concentragdo de Nitrato de Amdnio (Figura 3) e Nitrato de
Potassio (Figura 4), evidenciando a importéncia das duas fontes de nitrogénio no
desenvolvimento das plantas in vitro de C. arabica . Qs resultados obtidos
confirmam os relatos de Sakuta ¢ Komamime (1987) ¢ Magalhes e Wilcox
(1987), segundo 0s quais o nitrogénio ¢ um dos clementos essenciais ¢ ativos
para diversos processos metabolicos da planta, pois € constituinte de vérias
biomoléculas essenciais, tais como: aminodcidos, dcidos nucléicos, proteinas,
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enzimas ¢ outros. Erksson (1965) conseguin incrementar

a taxa de

desenvolvimento da cultura de células de Haplopappus gracilis reduzindo a

concentragdo de nitrato de amdmo do meio MS para 75%.
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FIGURA 3. Peso da matéria seca total de segmentos nodais de C. arabica cv.

Rubi inoculados em meioc MS, com varias doses de Nitrato de
Amébnio. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 4. Peso da matéria seca total de segmentos nodais de C.arabica cv.

Rubi, inoculados em meio MS, em diferentes concentragdes dc

Nitrato de

Potassio. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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Deve-se considerar, também, que a alta concentragdo de sais do meio MS,
comparada a outros meios, especificamente dos niveis de amdnio ¢ nitrato, pode
ser critica no processo de morfogénese ¢ crescimento (Sakuta ¢ Komamine,
1987), sendo a demanda energética fornecida pelo metabolismo de carboidratos
¢ a assimilagdo destes ions dirctamente relacionada ao sucesso da cultura in vitro
(Magalhdes ¢ Wilcox,1987; e Sakuta ¢ Komamine, 1987).

Algumas espécie cultivadas in vifro crescem na presenga apenas de NQOs,
embora a produgfio s¢ja normalmente melhor quando ha suplemento de NH,. A
resposta de culturas aos ions niirato e amdnio depende, em grande parte, das
enzimas envolvidas na processo ¢ do aumento ou redugio de suas atividades
pela presenga dos ions. Estes fatores variam de acordo com o grau de

diferenciagéo do tecido, sua idade fisiologica e seu gendtipo.

Experimento 2: Influéncia dos meios de cultura (MS, Knudson, WPM ¢ White)
no desenvolvimento de segmentos nodais de C. arabica cvs. Rubi, Acaia,
Caturra, Catuai ¢ Icatu.

Os resultados das analiscs de varidncia estio apresentados na tabela 2.
Observa-se que apenas para as caracteristicas porcentagem de formagdo de
calos, peso da matiéria fresca de calos e peso da matéria seca de calos houve
efeito significativo da interagdo. As demais caracteristicas apresentaram efeito

significativo tanto para meios quanto para cultivares.
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TABELA 2. Resumo das analises de vanincia para as caracteristicas numero
total de brotos (NTB), numero de brotos maiores que 1 ¢m
(NB>1cm), peso da matéria fresca da parte aérea (PMFPA), peso
da matéria seca total (PMST), % de calos (%CAL) , peso da
matéria fresca de calos (PMFCAL) e peso da matéria seca de
calos (PMSCAL). UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrados  Médios
Causasde GL NTB NB>lem PMFPA PMST YCAL PMFC PMSC
Variagio

Meio 3 18,78147**  220119%* 000825%* (,00031** 1,54583*% 0,02123** 0,00051**
Cultivar 4 4,92008% 0,28955%  0,00333*  0,00006** 0,75000*%* 001223 0,00029%*
Meioxey 12 0,81735 0,14235 0,00098 0,00001 0,40000%*  0,00699**  0,00013**
Erro 60 1,04398 0,10231 0,00122 0.00001 0,07916 0,00090 0,00002
CV(%) 41,92 77,55 79.74 42,91 90,04 115,36 110,07

* **_ gignificativo ao mivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente

Nimero total de brotos

O numero total de brotos dos segmentos nodais variou significativamente

em fungio dos meios basicos de cultura. Os melhores resultados foram

observados quando foram utilizados os meios basicos MS ¢ WPM (Figura$).

Estas diferengas de comporiamento quanto aos meios de cultura podem estar

relacionadas a clementos nutricionais presentes de forma diferenciadas nos

meios. As cultivares Acaia, Caturra e Rubi, como pode ser observado na Figura

6, mostraram maior nimero total de brotos, quando comparadas com as demais

ultivares. Esta diferenca de comportamento entr¢ as cultivares provavelmente

esta relacionada a fatores genéticos.
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FIGURA 5. Nuamero total de brotos de segmentos nodais de C.arabica,
inoculados em diferentes meios basicos de cultura. UFLA,
Lavras-MG@, 2001.
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FIGURA 6. Numero total de brotos de segmentos nodais de diferentes cultivares
de C. arabica UFLA, Lavras-MQ, 2001.
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Numero de brotos maiores que 1 cm

A variavel numero de brotos maiores que 1 cm apresentou diferengas
significativas quanto ao fator tipos de meios de cultura. As cultivares Caturra,
Catuai, Icatd ¢ Rubi, como pode ser observado na Figura 7, mostraram maior
numero de brotos maiores que 1 cm, quando comparadas com a cultivar Acaia.
Esta diferenga de comportamento entre os cultivares provavelmente esta
relacionada a fatores genéticos. Pela andlise da Figura 8, percebe-se que os
meios WPM ¢ MS, & semelhanca da caracteristica anterior, foram os melhores
dentre os quatro meios estudados. A mesma resposta foi encontrada em estudos
com Prerodon pubescens Benth. (Leguminosae) realizados por Coelho (1999),
em que os segmentos nodais foram melhor estabelecidos em meio WFPM,
quando comparado com o meio MS ¢ outros. Em Tournefortia cf paniculata
(Bertolucci, 1999), quando s¢ comparou o meic WPM com o meio basico

completo do MS, em relagido ao tamanho de brotagdes, notou-se um incremento

d
0.6 a
(7] | ..\\\\\\\}‘%S:
e % -
& 0.4/ \\\
g8 2 03 \\ b
O A R
& 0,21 \t "
2 o] .
0,0 e ,
CATURRA CATUAI ICATU RUBI ACAIA

FIGURA 7. Namero de brotos maiores que 1 cm de segmentos nodais de C.
arabica de diferentes cultivares de C. arabica UFLA, Lavras-MG,
2001,
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FIGURA 8. Numero de brotos maiores que 1 cm de segmentos nodais de C.
arabica inoculados em diferentes meios basicos de cultura UFLA,
Lavras-MG, 2001.

de 30% neste parametro, comprovando, assim, a diferenga de comportamento

entre cultivares de uma mesma espécie relatada por Pinto (1998).

Peso da matéria fresca da parte aérea

O tratamento que proporcionou maior peso da matéria fresca da parte aérea
foi o meio basico MS, quando comparado com os demais meios de cultura
(Figura 9). Este comportamento dos segmentos nodais de Coffea arabica L.
pode ser devido a alta concentragfo de sais deste meio, uma vez que o meio de
cultura MS € o meio mais concentrado em termos de micro e macronutrientes.
De acordo com Sato et al. (1999), o meio basico utilizado nesta fase de
multiplicagdo, na cultura de tecidos, ¢ o MS; entretanto, diversos trabalhos tém
mostrado que a concentragio de nitrato de aménio do MS ¢ toxica. A cultivar
Rubi, quando comparada com as demais cultivares, obteve um melhor
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Porcentagem de formagio de calos

A figura 13 evidencia que o melhor resultado para a porcentagem de
formagdo de calos em segmentos nodais, nas cuitivares Caturra ¢ Icatu, foi
observado quando estas foram inoculadas em meio basico WPM e MS. Para a
cultivar Catuai, obteve-se¢ melhor resultado quando os explantes foram
inoculados no meio basico WPM, e para cultivar Rubi, maiores indices de
formagdo de calos foram registrados para os meios basicos Knudson ¢ WPM.
Para todos os tratamentos houve interagio significativa, podendo esta variagio
ser devida aos componentes dos meios de cultura efou a fatores gencéticos,

conforme afirmam Haissing e Reimenschneider (1988).

[IMS BWPM OKNUDSON BWHITE |
a
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=
o v 401
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@
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=

0 . . .
Caturra Catuai fcatu Rubi

FIGURA 13. Porcentagem de formagfio de calos dos segmentos nodais de
diferentes cultivares de C. arabica, inoculados em diferentes

meios basicos de cultura. UFLA, Lavras-MG 2001.
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FIGURA 14. Peso da matéria fresca de calos de segmentos nodais de diferentes

cultivares de Coffea arabica L., inoculados em diferentes meios
basicos de cultura. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 15.

Peso da maténa seca de calos dos segmentos nodais de diferentes
cultivares de C. arabica, inoculados em diferentes meios de
cultura. UFLA, Lavras-MG, 2001,

69



§ CONCLUSOE

p—
O meic bisico de cuftura WHM; 58 fo

WPM, no caso da indugfo de brolagd

sugmmentos nodais de explantes do Coffec ai 7 L
Segmnentos modais dss wmwﬁ' gsenam melhor

comporiamento iﬁﬁm , quande ¢

ard young sceclings, Americen Journa
p.291-298, Mar. 1967

BERTHOULY, M., DUFOUR, M, ALV, o3
AIJMM\!HU,, -, TEISSON, C uid
medium ugiog the ins

'turp«m? :
IN"'E‘RNATI(}H&L SEI}'-H’I’EEIC [6(0)
Zyoo, lapan, 1993, «. ...,p 514-515.

BERTOLUCCL SK.V. -r_-_ilfl_ﬁ',r_qprq rag ek
fitoaqainica in WD @ 1 vitre de T ourie
MG UNLA, 1999, 790, (Dissartaello
Agrobioquibrica),

CALDAS, L5y FARIDASAN, P FIRREIRA,
TORRES, A, FMJ}M%I{S
tendnfd&ﬁlmtm H-mﬂm

10



CARVALHO, GR.; PASQUAL, M_; ANTUNES, L.EC.; SILVA, AT. da;
SCARANTE, MJ.  Efeito do triadimenol e benzilaminopurina no
desenvolvimento de brotos in vifre do cafeeiro ¢v. Catuai. Revista Unimar,
Marilia, v.19, n.3, p.767-775, set. 1997,

COELHO, M.CF. Germinagio de sementes e propagacdo in vitro de
sucupira [Ptterodon pubescens (Benth.) Benth.]. Lavras, MG: UFLA,
1999. 119p. (Dissertagdo — Mestrado em Fitotecnia),

CUSTER, J.BM.; van EE, G; BUIIS, L.C. Clonal propagation on Coffea
arabica L. by nodal culture. In: INTERNATIONAL SCIENTIFIQUE
CELL COFFEE, 9., 1980, London. Proceedings... London: ASIC, 1980.
p.588-596.

DUBLIN, P. Multiplicacion vegetativa de café, hevea e cacao. In: ROCA,
N.M.; MROGINSKI, L A, (eds). Cultive de tejidos en la agricultura,
fundamentos y aplicaciones. Turrialba, 1991. p.612-642.

DUBLIN, P. Tequiniques de reproduction vegétative ‘in vitro” et amélioration
genctique chez les caféiers cultivés. Café, Cacao, Thé, Paris, v.28, n.4,
p.281-290, oct./dec. 1984,

EINSET, J.W. A practical guide to woody plant micropropagation. Arnoldia,
Jamaica Plain, v.46, p.36-44, 1986.

FLICK, C.E.; EVANS, D A.; SHARP, W.R. Organogenesis. In: EVANS, DA ;
SHARP, WR,; AMMIRATO, P.V. Handbook of plant cell culture. New
York: Mac Millan Publishing Company, 1986. cap.2, p.13-67.

GEORGE, EF. Plant propagation and micropropagation, In: GEORGE, E.F.
(ed.) Plant propagation by tissue culture: part 1 The technology. 2.ed.
Somerset: England: Exegetics, 1993, cap.2, p.37-66.

HAISSIG, B.E.; RIEMENSCHNEIDER, E.D. Genetic effects on adventitious
rooting. In: DAVIS, T.D.; HAISSING, B.E; SANKLHA, N. (eds).
Adventitions root formation in cuttings. Portland: Diossorides Press,
1988. p.47-60.

71



HANDRO, W.; FLOH, E.1S. Aspectos basicos do controle da morfogénese in
vitro In: TORRES, A C.; CALDAS, L.S. (eds.). Técnicas e aplicagdes da

cultura de tecidos de plantas. Brasilia: ABCTP/EMBRAPA-CNPH, 1990. .

p.204-211,

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially-feasible micropropagation of
mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot-tip culture. International
Plant Propagation Society Proceedings, Washington, n.30, p.421-427,
1980.

MAGALHAES, JR.; WILCOX, G.E. Interagio entre formas de nitrogénio ¢
reguladores de crescimento. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Brasilia,
v.22, n.6, p.576-585, jun. 1987.

MARTINS, AB.G. Uso de reguladores de crescimento no enraizamento de
estacas de cafeeiro (Coffea arabica L.). Vigosa: UFV, 1985. 23p.
(Dissertagio — Mestrado em Fitotecnia).

MEDINA, HPF.; CARVALHO, A.: FAZUOLI L.C; COSTA, WM. Coffee
breeding and related aspects. In: JANICK, J. (ed.). Plant breeding
reviews, Westport: Connecticut, 1983, p.157-194.

MURASHIGE, T. Plant propagation through tissue cultures. Annual Review of
Plant Physiology, Palo Alto, v.25, p.153-166, 1974.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bicassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.15,
n.6, p.473-479, June 1962

PINTO, JEBP. Fatores que afetam o crescimento e a morfogénese, Lavras:
UFLA. 1998, 6p. (Apostila).

SAKUTA, M.; KOMAMINE, A Cell grow and accumulation of secondary. In:
CONSTABEL, F.; VASIL, LK. (eds). Cell culture and somatic cell
genetics of plants: cell culture in phytochemistry. San Diego: Academic
Press, 1987. v.4, cap.5, p.97-114.

72



SATO, AY.; MARIA, 1.; JUNQUEIRA, C.S. Efeito da concentragdo de nitrato
de Amonio no desenvolvimento in vifro da mandioca (Manihot esculenia
Crantz) com ¢ sem BAP. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetai,
Brasilia, v.l11, p.78, jun. 1999. (Suplemento do CONGRESSO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA VEGETAL, 7., 1999, Brasilia.)

SCOTT, AJ.; KNOTT, M.A. Cluster analysis method for grouping means in the
anlysis of variance. Biometrics, Washington, v.30, n.3, p.507-512, Sept.
1974.

SKOOG, F.; MILLER, C.0O. Chemical regulation of growth and organ formation
in plant tissue cultured in vitro (Biological action of growth substances).
Symposium of the Society Experimental Biology, v.11, p.116-131, 1957.

SONDAHL, MR.; LOH, WH.T. Coffee Biotechnology. In: CLARKE, R. J;
MACRAE, R. (eds). Coffee. London: Agronomy, 1987. v.4, p.235-264.

SONDAHL, M.R.; NAKAMURA, T.; SHARP, W.R. Propagacion ‘in vitro” del
café. In: ROCA, W.R,; MROGINSKI, L.A. (eds). Cultivo de tejidos en la
agricultura, fundamientos y aplicaciones. Turnialba, 1991. p.621-642.

WHITE, P.R. A handbook of plant tissue culture. Lancaster, Pensylvania:
Costel e Company, 1943, 273p.

73



