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RESUMO

O trabalho foi realizado em 2 etapas, na primeira, o objetivo foi otimizar
a micropropagacdo do cafeeiro por embriogénese somaética via biorreator. Os
delineamentos experimentais utilizados foram inteiramente casualizados e 0s
materiais vegetais foram matrizes 03, 05 e 18 da populagdo de Siriema.
Experimento 1: foi instalado em esquema fatorial 2x2, constituidos por 2 meios de
cultura: “T3” e “MM” e 2 tipos de calos: claros e escuros, com 6 repeticGes.
Avaliou-se, aos 60 dias, por meio da: massa fresca final e aumento de massa dos
calos, densidade final das células e porcentagem do incremento de calos.
Experimento 2: foram utilizadas concentracdes de ANA - &cido naftaleno acético -
(0,0; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg.L™) adicionadas em meio “RM”, com 6 repeticoes.
Avaliou-se aos 60 dias 0 nimero total de embribes. Experimento 3: foram usadas 5
concentracdes de Prolina (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g.L'l) adicionadas em meio RR,
com 5 repeticBes e 4 setores de 100g de calos. Avaliou-se aos 120 dias 0 nUmero
total de embrides. Experimento 4: os tratamentos constituiram-se dos meios de
cultura: TS5A, T5A 1, T5A 2, T5A3 e T5A4 com 6 repetigcdes, sendo inoculados
500 embrides por biorreator. Apds 84 dias, avaliaram-se: nimero de embriGes
germinados, % de plantulas pequenas, médias e grandes e % de plantulas pequenas,
meédias e grandes enraizadas. O meio de cultura “MM” apresenta a maior
multiplicacdo de calos, ANA e prolina promovem maior nimero de embribes e 0
emprego do biorreator € eficiente no processo. O objetivo da segunda etapa foi
avaliar a aclimatizacdo de somaclones de cafeeiro oriundos de biorreator.
Experimento 1: foi instalado em esquema fatorial 4X3 (4 substratos: fibra de
coco; 2/3 fibra de coco+1/3 areia; plantmax e 2/3plantmax+1/3 areia e 3
tamanhos de embrides cotiledonares: pequeno, médio e grande) com 4
repeticdes de 25 embrides. Aos 60 dias, foi avaliada a % de conversdo de
embrides cotiledonares em plantulas. Experimento 2: foi instalado em esquema
fatorial 4X5 (4 substratos: fibra de coco; 2/3 fibra de coco+1/3 vermiculita;
plantmax e 2/3plantmax+1/3 vemiculita e Stimulate: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0
ml.L™) com 4 repeticdes de 25 embrides. Aos 60 dias, avaliou-se a porcentagem
de conversdo. Experimento 3: foi em esquema fatorial 2X5 (substratos:
plantmax e 2/3plantmax + 1/3 de vermiculita e osmocote: 0,0; 2,72; 5,45; 8,18 e
10,90g.L™), com 4 repeticbes e 5 plantas por parcela. As avaliacdes foram
realizadas aos 180 dias por meio: altura de plantas, didmetro de caule, nimero
de pares de folhas, area foliar, matéria fresca e seca de raizes e parte aérea e
teores de nutrientes nas folhas. O maior porcentual de conversdo é obtido com
plantulas médias em plantmax, o substrato composto por plantmax e vermiculita
apresenta maior porcentagem de conversdo em concentracGes crescentes de



stimulate e o osmocote na concentracdo de 10,9g.L™" proporciona maior
desenvolvimento das mudas.

Palavras-chave: Biotecnologia. Coffea arabica L. Propagacéo.



ABSTRACT

The first goal of the work was to optimize the micropropagation by
somatic embryogenesis of coffee through temporary immersion bioreactor. The
experiments were conducted at the Laboratério de Cultura de Tecidos da
Fundacéo Procafé, Varginha/MG. The experimental design used was completely
randomized. The plant materials were clones 03, 05 and 18 of cv. Siriema
(Coffea arabica x Coffea racemosa). Experiment 1: It was installed in a 2x2
factorial design, consisting of two media: "T3" and "MM" and two types of calli:
light and dark, with six repetitions. Was evaluated at 60 days, through: the fresh
weight and weight gain of callus, the final density of cells and the percentage of
increase of calli. Experiment 2: The treatments consisted of five concentrations
of NAA (0.00, 0.25, 0.50, 1.00 and 2.00 mg.L-1) with 6 repetitions. The
evaluations were conducted after 60 days by the total number of embryos.
Experiment 3: Used five concentrations of proline (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 g.L"
1) with 5 replications and 4 sectors of 100g of callus per plot. Was evaluated at
120 days the total number of globular embryos. Experiment 4: The treatments
consisted of media: T5A, T5A 1, 2 T5A, T5A3 and T5A4 with 6 replicates and
+ 500 embryos inoculated per bioreactor. Evaluations were performed at 84
days, to evaluate: the number of embryos germinated, % small, medium and
large plantlets and % small, medium and large plantlets with roots. The culture
medium "MM" has the highest proliferation of bioreactor. Experiment 1: It was
installed in 4X3 factorial design (four substrates and three sizes of plantlets)
with four replicates of 25 plantlets. At 60 days, the experiment was evaluated by
the % of fixation of plantlets. Experiment 2: The experiment was conducted in a
factorial 4x5 (4 substrates and 5 Stimulate® concentration ) with four replicates
of 25 plantlets. At 60 days, we evaluated the percentage of fixation of plantlets.
Experiment 3: The experiment was a factorial 2X5 (2 substrates and 5
Osmocote®concentrations). Evaluations were performed at 180 days by plant
height, stem diameter, number of leaves, leaf area, fresh and dry matter of roots
and shoots and leaf nutrient levels. The highest percentage plantlets set is
obtained using medium plantlets in Plantmax. The substrate composed of
vermiculite and Plantmax higher percentage of plantlets set in increasing
concentrations of Osmocote®  between 450 - 600g.55L substrate™ and
Stimulate® provides better seedling quality.

Keywords: Biotechnology. Coffea arabica L. Propagation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € 0 maior produtor e o segundo maior consumidor mundial de
café. A cafeicultura também proporciona milhdes de empregos diretos e
indiretos em toda a cadeia produtiva, exercendo importante papel social no
campo.

A safra de café do Brasil em 2011/12 foi estimada em 43,15 milhdes de
sacas de 60 kg pela Companhia Nacional de Abastecimento (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2011), que divulgou o
levantamento para a commodity na temporada. O centro-sul é a principal regido
cafeeira do pais e os Estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Parand somam
mais de 90% da produc&o nacional.

Neste contexto, o amplo desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do
agronegécio café vem assegurando alta produtividade e lucratividade. O
melhoramento genético do cafeeiro tem contribuido de maneira decisiva para
este desenvolvimento, incorporando, por meio de cruzamentos, ganhos genéticos
para produtividade e outras caracteristicas de interesse agrondémico.

No entanto, no que se refere ao material genético, o uso de cultivares
geneticamente estaveis, embora tenha contribuido significativamente para se
atingir elevada produtividade, limita as possibilidades de exploracdo da
variabilidade genética existente, sobretudo em relacdo ao potencial representado
pela heterozigose em plantas hibridas (TEIXEIRA et al., 2004).

A exploragdo da heterozigose depende da disponibilidade de uma
metodologia de propagacdo vegetativa que permita a selecdo de material
precoce, em larga escala e em curto espaco de tempo, sendo uma técnica
importante para as culturas de ciclo longo.

A embriogénese somética em Coffea é um importante método de

multiplicacdo de plantas elite in vitro, em larga escala, apresentando um grande
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potencial a ser explorado, capaz de maximizar a propagacdo do cafeeiro, tanto
de cultivares jA recomendadas para plantio, como de hibridos vindos de
programas de melhoramento genético.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da micropropagacdo do cafeeiro por embriogénese somaética via

biorreator de imerséo temporaria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Coffea arabica L

Dentro do género Coffea existem duas espécies comercialmente
importantes: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre. Cerca de 70% dos
plantios comerciais mundiais sdo do tipo arabica, principalmente pela qualidade
superior de sua bebida (MATIELLO et al., 2005).

O cafeeiro arabica se reproduz preponderantemente por autofecundacéo
e comercialmente é propagado por sementes, as estratégias de melhoramento
genético visam ao desenvolvimento de cultivares altamente homozigotas para
que, por sementes, sejam instaladas lavouras uniformes (MEDINA FILHO;
BORDIGNON; CARVALHO, 2008).

Os trabalhos de melhoramento genético do cafeeiro tiveram inicio no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), na década de 1930. Com os trabalhos
de melhoramento no Brasil, executados até os dias atuais, foram obtidos ganhos
considerdveis em produtividade, possibilitando um aumento de producéo de
295% em relacéo a cultivar Tipica. Atualmente, existem mais de 105 cultivares
registrados no Registro Nacional de Cultivares (RNC) de C. arabica L. e C.
canephora Pierre adaptadas para diferentes condicbes ambientais
(CARVALHO, 2008).

A cultivar Siriema, utilizada neste estudo, foi originada de um
cruzamento natural entre Coffea racemosa e C. arabica cv. Blue Montain.
Posteriormente, no IAC, ocorreram dois retrocruzamentos naturais com C.
arabica e a planta selecionada recebeu sigla IAC 1195-5-6-2. As sementes dessa
introducdo foram plantadas em Caratinga — MG, onde foi selecionada a planta
C1195-5-6-2-119, com elevada resisténcia a ferrugem. A planta C1195-5-6-2-

119 foi, entdo, cruzada com o Catimor UFV 417 com o objetivo de incorporar
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também a resisténcia ao bicho-mineiro. Desse cruzamento, a planta 842, com
resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem, foi selecionada (CARVALHO, 2008).

As progénies da cultivar Siriema, apresentam, em geral, folhas
ligeiramente coriaceas, mais espessas que as folhas de “Catuai” e de coloragédo
verde-escura quando atingem a fase de maturacdo. As plantas possuem porte
baixo a médio e os frutos podem ser vermelhos ou amarelos, dependendo da
progénie. E moderadamente resistente & ferrugem, e ao bicho-mineiro, cuja
resisténcia € proveniente do Coffea racemosa. Embora o mecanismo de
resisténcia ao bicho-mineiro ainda ndo esteja determinado, acredita-se que suas
folhas produzam alguma substancia téxica ou deixem de produzir alguma
substancia essencial a praga (CARVALHO, 2008).

Contudo, a cultivar Siriema estd em desenvolvimento, a produtividade
média ainda ndo é considerada satisfatéria e ainda ndo foi possivel fixar a
resisténcia ao bicho-mineiro. Cerca de 30 a 40% das plantas obtidas por meio de
sementes sdo atacadas pelo inseto. No entanto, a “Siriema” ainda ndo esta
disponivel para plantio. Com o objetivo de acelerar a liberacdo comercial da
“Siriema”, foram selecionadas plantas matrizes com resisténcia ao bicho-
mineiro, resisténcia a ferrugem, alta produtividade e boa qualidade de sementes
para multiplicacdo vegetativa em larga escala, via cultura de tecidos vegetais.
Plantas de “Siriema” que foram produzidas por esse processo estdo atualmente
sendo avaliadas no campo (CARVALHO, 2008).

2.2 Multiplicacéo clonal

O desenvolvimento de uma cultivar de cafeeiro é um processo longo,
que pode consumir até 30 anos de trabalho. Esse fato ocorre devido ao processo
de melhoramento genético requerer um ou mais cruzamentos e varios ciclos de

selecdo, a fim de que as caracteristicas de interesse sejam reunidas e fixadas na
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nova cultivar, permitindo a producdo de plantas uniformes por meio de
sementes. Todas as cultivares de café ardbica desenvolvidas no Brasil foram
obtidas por esse processo. Outra forma para o desenvolvimento de cultivares de
cafeeiro é pela selecdo de plantas matrizes e a sua posterior multiplicacdo por
propagacdo vegetativa. Nesse método, a selecdo das plantas com as
caracteristicas de interesse pode ser realizada em um menor espaco de tempo,
cerca de 8 a 10 anos. A propagacdo vegetativa produz clones de planta matriz,
possibilitando a multiplicacdo de hibridos e de plantas superiores que ainda
segregam para uma ou mais caracteristicas (CAIXETA et al., 2008).

A multiplicacdo vegetativa tem potencial para ocupar um papel de
destague no melhoramento genético do cafeeiro no transcurso dos proximos
anos. Todavia, como consequéncia do dimorfismo vegetativo proprio da espécie
C. arabica, a multiplicacdo assexual pelos métodos convencionais restringe a
utilizacdo de fragmentos de ramos ortotropicos, onde o numero é sempre
limitado para um clone novamente selecionado. Os métodos in vitro oferecem o
potencial de se obter altas taxas de multiplicacdo a partir de segmentos de
tecidos muito pequenos e de conseguir um grande ndmero de individuos isentos
de microrganismos, em espagos bastante reduzidos (DUBLIN, 1984).

A cultura de tecidos utiliza-se de técnicas por meio das quais pequenos
fragmentos de tecido vegetal vivo, designados explantes, sdo retirados de plantas
de gendtipos interessantes e cultivados em meio nutritivo, em condicGes
assépticas. Os fragmentos podem ser reduzidos ao tamanho de células
individuais, de onde se originam calos que, pelo uso de reguladores de
crescimento adicionados ao meio, podem se diferenciar em raizes, brotos e,
enfim, produzir uma planta inteira in vitro. E considerada uma técnica de
relevada importancia, pois permite a propagacdo rapida, de culturas de ciclo
longo, como C. arabica. Visa obter plantas a partir de explantes, os quais podem

ser: meristemas, partes da folha, raizes, caules, anteras ou protoplastos. Baseia-
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se na totipotencialidade celular, ou seja, na capacidade de uma célula regenerar
um organismo idéntico aquele que a originou, visto que possui toda a
informacdo genética necesséria para isso (PEREIRA et al., 2007).

Os trabalhos pioneiros com café, em cultura de tecidos, foram
publicados por Staritsky (1970) que teve éxito na inducdo de calos a partir de
folhas de varias espécies e producdo de embrides somaticos na espécie C.
canephora. Depois, muitos trabalhos foram realizados em diferentes paises
usando métodos e espécies diversos.

Sdo vérias as metodologias de cultura de tecidos empregadas nos
programas de melhoramento do café, tais como a micropropagacdo, cujo
objetivo é realizar a rdpida multiplicagdo do material melhorado, a manutengéo
de bancos de germoplasma e a multiplicacdo de hibridos interespecificos; cultura
de embrides, para a recuperacdo de embribes provenientes de cruzamentos
interespecificos e para a antecipagdo da época de plantio; cultura de meristemas,
para obtencéo de plantas livres de virus; embriogénese somética, por intermédio
de explantes foliares para obtengdo da planta inteira e cultura de anteras para a
obtencéo de plantas homozigotas (ANDRADE, 1998).

2.3 Embriogénese somatica

Um importante método de multiplicacéo in vitro de plantas de Coffea é a
embriogénese somaética, que consiste no desenvolvimento de embrioides a partir
de células haploides ou somaticas diploides, sem que haja a fusdo de gametas, e
que possibilita micropropagacdo acelerada de clones superiores e a manutengao
de hibridos interespecificos (PEREIRA et al., 2007).

A embriogénese somatica, em nivel experimental, é uma tecnologia que
ja foi testada com sucesso para a multiplica¢do de hibridos F1 em alguns paises

da América Central e no Brasil. Plantas obtidas por esse processo apresentam
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comportamento semelhante ao de plantas oriundas de sementes, ndo havendo
limitacOes para a sua utilizagdo comercial (CARVALHO et al., 2011; DUCOS et
al., 2008; ETIENNE; BERTRAND, 2001).

A embriogénese somaética in vitro apresenta dois padrBes basicos de
desenvolvimento de embriGes (SHARP et al., 1973). A embriogénese somatica
direta, na qual os embrides somaticos originam-se diretamente de tecidos
matrizes sem a formacdo de estadios intermediarios de calos e a embriogénese
indireta, na qual os embriGes somaticos se formam a partir de um calo, que
apresenta células em diferentes estadios de diferenciacdo. Em ambos os padrdes,
0 embrido somatico segue a mesma sequéncia de desenvolvimento do zigético,
ou seja, a passagem pelos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999). O embrido maduro, com raras
excecles, € uma estrutura bipolar plenamente desenvolvida, consistindo de um
meristema em cada extremidade: a radicula ou primérdio radicular e a plumula
ou primordio foliar e um dos dois apéndices laterais, os cotilédones
(PASQUAL; PINTO, 1988).

As células-mde embriogénicas apresentam um conjunto de
caracteristicas comuns ao comportamento das células embrionérias em divisdo
ativa, independente do padréo direto ou indireto. Essas caracteristicas incluem o
tamanho pequeno (100 - 200um), conteddo citoplasmatico denso, ndcleos
grandes com nucléolos proeminentes, vacuolos pequenos e presenca de gréos de
amido. As propriedades histoquimicas dessas células sugerem intensa atividade
metabolica e sintese de RNA (FUENTES et al., 2000).

Na maioria das plantas, a embriogénese somatica direta é de dificil
obtencdo. Em café, a espécie C. canephora tem sido utilizada como modelo na
grande maioria dos trabalhos em embriogénese direta, por ser uma espécie
relativamente fécil de desencadear a formagdo de embriGes soméaticos em meio
de cultura somente com citocininas (FUENTES et al., 2000). Dublin (1981)
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mostrou que é possivel induzir embriogénese em explantes foliares de C.
canephora utilizando apenas o BAP (Benzilaminopurina). Essa observacéo foi
confirmada por Hatanaka et al. (1991) e Yasuda, Fujii e Yamaguchi (1985) e
que relataram a importdncia da citocinina e que auxinas podem ter efeitos
inibitorios para embriogénese soméatica em C. canephora.

Entretanto, ha poucos relatos da obtencdo de embriogénese direta na
espécie C. arabica (PEREIRA et al., 2007; REZENDE et al., 2008). Yasuda,
Fujii e Yamaguchi (1985) estabeleceram a embriogénese somaética em folhas
velhas de C. arabica e de C. canephora, usando a citocinina como Unico
regulador de crescimento.

De acordo com Pereira et al. (2007), o0 nimero de embrides somaticos
diretos de C. arabica cv. Acaia Cerrado obtido quando se utilizou cinetina e
GA;, foi inferior quando comparado aos resultados de embriogénese somatica
indireta em C. arabica cv. Obatd obtidos por Maciel et al. (2003), os quais
obtiveram proliferacdo de calos utilizando 2,4-D e cinetina, alcangando na etapa
posterior, uma média de 310 embrides/explante.

Pereira et al. (2007), trabalhando com embriGes somaticos diretos de C.
arabica L. cv. Rubi obteve melhores resultados para comprimento da parte aérea
com a utilizacdo de 14,2 mg.L™? de GA; e Cavalcante-Alves et al. (1999),
trabalhando com C. arabica L. cv. Catuai Vermelho 1AC-44, por meio da
cultura de gemas ortotrdpicas, obteve em maior nimero brotos maiores que 1cm
em presenca de 9 mg.L™ de BAP adicionado de 20,0 mg.L™ de GA..

A embriogénese somatica em Coffea apresenta tipos distintos de calos
durante a fase de inducdo (CORDEIRO, 1999). Os primeiros trabalhos
desenvolvidos na tentativa de eliminar ou diminuir a fase de calo na
embriogénese somatica do café foram relatados por Staristky e van Hasselt
(1980). Esses autores mostraram que a resposta aos reguladores de crescimento

utilizados é extremamente dependente da espécie doadora e da origem dos
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explantes, mas estabeleceram, como regra geral, que altas concentracdes de
citocinina estimulam o desenvolvimento de embrioides e que auxinas favorecem
a formagé&o de calos.

O processo de embriogénese somética indireta requer a redeterminacao
de células diferenciadas, a proliferacdo de calos e a inducdo de células
embriogénicas determinadas, processo dependente da acdo de reguladores de
crescimento, ndo s6 para a retomada da atividade mitdtica, mas também para a
determinacdo de estado embriogénico. Nesse aspecto, 0s embries surgem de
calos primarios ndo diferenciados, que sdo formacgdes de coloracdo marrom,
globulares e mais ou menos compactas, situadas nos bordos dos explantes e
contendo, no maximo, 20 embriﬁes.explante‘l. Surgem também de calos
secundarios embriogénicos friaveis, que originam cerca de 100 a 300
embrides.explante®, quando cultivados em meio de cultura semissélido.
Todavia, em cultura liquida, podem produzir cerca de 12.000 embrifes de
agregados celulares (BOXTEL; BERTHOULY, 1996).

Contudo, a embriogénese direta ou indireta tem sido utilizada com o
objetivo de obtencdo de tecido embriogénico em Coffea: a primeira envolve o
cultivo de explante sobre um Unico meio de cultura, suplementado apenas com
citocinina (HATANAKA et al., 1991) ou a combinagdo de auxina e citocinina
(PIERSON et al., 1983). A segunda estratégia utiliza o cultivo de explantes em
um meio primario ou de inducgdo, seguido da transferéncia dos explantes para
um meio secundario, tido como de diferenciagdo (DUBLIN, 1984) ou de
acondicionamento, que difere do primeiro por possuir menor razdo
auxina/citocinina (ZAMARRIPA et al., 1991).

Vieira e Kobayashi (2000) asseguram que a embriogénese indireta é
preferencialmente utilizada para estudos de multiplicacdo clonal de plantulas de
cafeeiro, pois geralmente proporciona a formacdo de maior nimero de embriGes

somaticos. explante™.
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O suprimento dos nutrientes minerais no meio de cultura é essencial
para o cultivo in vitro, podendo variar de acordo com a espécie vegetal e o
processo de cultivo. A indugdo da embriogénese somatica em explantes vegetais,
assim como a multiplicacdo e crescimento de plantulas, sdo altamente
dependentes da composicdo dos nutrientes minerais no meio de cultura
(MONTEIRO-HARA, 2000).

A inducdo de embriogénese somatica tem sido correlacionada com
determinadas necessidades nutricionais; entretanto, poucos estudos tém sido
dirigidos & andlise do consumo dos componentes nutricionais, 0 que poderia
levar a uma otimizacdo do meio de cultura e, como consequéncia, a um melhor
controle dos eventos embriogénicos (MACIEL et al., 2003).

A embriogénese somatica indireta induzida em explantes foliares jovens
de C. arabica é diretamente influenciada pelo tipo de explante e pelo meio de
cultura (GOMEZ, 2010).

Diversas formulagdes de meio tém sido empregadas na cultura in vitro,
as quais diferem entre si basicamente em relacdo a concentragdo dos sais.
Inicialmente, foram utilizados os mais diferentes tipos de meios e componentes.
Um grande passo foi dado em 1962, com a publicagdo de um trabalho por
Murashige e Skoog (1962), que determinaram a concentracdo de sais,
estabelecendo o tdo conhecido meio ‘MS’, que é o mais utilizado na propagacao
in vitro de C. arabica, promovendo resultados positivos na multiplicagdo de
segmentos nodais, desenvolvimento de embrides e inducdo de embriogénese
somatica em explantes foliares (PEREIRA et al., 2007).

As plantas sintetizam todas as vitaminas requeridas para o Sseu
crescimento e desenvolvimento normal, entretanto em meio de cultura séo
adicionadas vitaminas especificas, como a tiamina, o &cido nicotinico, a
piridoxina e o mio-inositol, as quais sdo requeridas pelo explante in vitro (LUIS,

2008). Embora as células cultivadas sejam capazes de sintetizar todos os
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aminodcidos exigidos, a adi¢do de glutamina, cisteina, prolina e tirosina ou uma
mistura de aminodcido como a caseina hidrolisada ao meio pode aumentar o
crescimento celular (LUIS, 2008).

As concentragdes de horménios no meio de crescimento s&o
determinantes para a maioria dos sistemas de cultivo in vitro (CASTRO; SENA,;
KLUGE, 2002)

As auxinas e as citocininas sdo as classes de fitorreguladores mais
utilizadas na cultura de tecidos. A formacdo de raizes, parte aérea e calo em
cultura de tecidos é regulada pela disponibilidade e interacdo dessas duas classes
de reguladores de crescimento. Existem varias substancias que pertencem a cada
uma destas classes de reguladores e sdo utilizadas, de acordo com o objetivo do
trabalho (SKOOG; MILLER, 1957).

As citocininas atuam na divisdo celular, sendo necessarias na regulacédo
da sintese de proteinas que estdo diretamente relacionadas com a formagédo de
fibras do fuso mitético. As principais citocininas utilizadas sdo: 6-
benzilaminopurina (BAP), N-isopentilaminopurina (2ip), e zeatina (Zea)
(GEORGE;, 1993).

Os calos embriogénicos podem também ser cultivados em placas de
Petri, em meio liquido em frascos erlenmeyer (BOXTEL; BERTHOULY,
1996), em biorreatores de imersdo continua (NORIEGA; SONDAHL, 1993), e
biorreatores de imersdo temporéria (TEISSON; ALVARD, 1995).

2.4 Biorreatores

A micropropagacdo convencional apresenta tendéncia de requerer
grande nimero de recipientes pequenos, meio solido e repicagens manuais do
material vegetal em cdmara de fluxo laminar. E necessario a transferéncia

periédica das plantulas para novo meio de cultura, apdés 4 a 6 semanas de
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cultivo, devido a exaustdo do meio nutritivo e ao crescimento e a proliferacdo
dos tecidos, os quais sdo rapidamente limitados pelo volume dos frascos
(MAENE; DEBERGH, 1985).

O éagar adicionado ao meio de cultivo na propagagdo in vitro
convencional pode limitar a automacao no biorretor, além do trabalho necesséario
no processo de limpeza, distribuicdo de meio de cultura e manuseio de grande
namero de recipientes (MAENE; DEBERGH, 1985).

Os meios liquidos sdo ideais na micropropagacdo, por evitarem o
emprego de agentes solidificantes do meio de cultura (como o agar) e
proporcionarem a possibilidade de automacdo do processo. Os sistemas de
cultivo liquido podem providenciar muito mais uniformidade nas condicGes de
cultivo; o meio pode ser facilmente removido sem a necessidade de se trocar o
recipiente; a esterilizacdo é possivel através de filtragem e a limpeza, ap6s um
periodo de cultivo, pode ser muito mais facil. Em comparagdo com o cultivo em
meio solido, maiores recipientes podem ser usados e as repicagens podem ser
reduzidas (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).

Os biorreatores sdo sistemas usados na propagacéo clonal de diversas
espécies e na producdo de metabdlitos secundarios de plantas medicinais, 0s
quais sdo os principais campos de pesquisa da cultura de tecidos vegetais
(SAGAWA; KUNISAKI, 1989).

A propagacéo de plantas por meio de fermentadores com fins industriais
é inviavel, devido ao seu alto custo e, por isso, foram feitas modificacbes para
seu emprego na propagacao in vitro (BARRUETO CID; CRUZ; TEIXEIRA,
2002). Recentemente, os biorreatores comegaram a ser utilizados para cultivo de
células, tecidos, gemas e plantulas, tendo como objetivo final a producdo de
mudas em larga escala.

A funcdo bésica de um biorreator ¢ promover 6tima condi¢do de

crescimento, devido ao controle de fatores fisicos e quimicos do ambiente do
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cultivo, para a producdo de tecidos vegetais em cultivos liquidos (PAEK;
HAHAN; SON, 2001).

Os biorreatores, normalmente, utilizam frascos de maior volume do que
0s empregados na micropropagacdo convencional. Efeitos positivos na
utilizacdo de frascos maiores tém sido observados desde o relato de Monette
(1983), obtendo maiores brotos de videira em frascos maiores. Harris e Mason
(1983) afirmam que o maior volume do frasco proporciona a utilizacdo de maior
quantidade de meio de cultura, prevenindo deficiéncias de certos constituintes
do meio. Para Etienne e Berthouly (2002), maior volume de meio pode ter efeito
positivo na proliferacdo e no crescimento de pléantulas in vitro.

O primeiro relato sobre o uso de biorreatores para a propagacao vegetal
foi feito por Takayama e Misawa (1983) para micropropagacdo de begbnia, a
partir de segmentos nodais estabelecidos in vitro, de forma similar aos cultivos
convencionais. ApoOs esse primeiro trabalho, foram adaptados procedimentos
para uma série de espécies vegetais (NORIEGA; SONDHAL, 1993).

Adaptacdo de biorreatores com meio liquido para micropropagacgao pode
ser uma alternativa benéfica devido a facilidade da producdo em escala, a
capacidade de prevenir desordens fisiolégicas de hiperidricidade nos brotos e
folhas e, como resultado, tem-se a reducdo dos custos de producdo. Entretanto,
poucos biorreatores sdo usados na propagacdo comercial de plantas, devido a
falta de experimentos e & complexa interacdo entre a fisiologia das plantulas
cultivadas, nessas condigdes o proprio equipamento que possibilita aeracdo do
material vegetal in vitro (PAEK; HAHAN; SON, 2001).

Os biorreatores também podem ser usados na producdo de embrides
somaticos e sementes sintéticas (ETIENNE et al., 2006).

Basicamente, existem dois modelos de biorreatores: os convencionais,

de imersdo continua, que sdo aqueles que se desenvolveram a partir de
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modificacbes dos fermentadores utilizados no processo industrial e 0s
biorreatores de imers&o temporaria.

Geralmente, os biorreatores de imersdo temporaria (também conhecidos
como sistemas de imersdo temporaria) sdo de mais simples manuseio que 0s
biorreatores convencionais (ETIENNE et al., 2006).

A aeracdo do meio de cultura é feita de diferentes formas, sendo a mais
comum a injecdo de fluxo de ar a uma determinada pressdo, combinada ou nao
com o movimento de uma hélice no interior do frasco de cultivo (TAKAYAMA,;
AKITA, 1994).

Nos biorreatores de imersdo permanente, o material em cultivo
permanece imerso continuamente no meio de cultura. Essa imersdo pode causar
problemas de hiperidricidade dos tecidos, 6rgdos e plantulas (ETIENNE;
BERTHOULY, 2002).

Diferentes sistemas tém sido descritos desde Alvard et al. (1993) e
incluem os mais recentes sistemas de imerséo temporaria. Eles sdo relativamente
simples e de facil utilizagdo, possibilitando o contato entre todas as partes dos
explantes com o meio liquido, juntamente com a renovagdo da atmosfera do
cultivo pela ventilagdo forcada promovida por compressor de ar (ETIENNE;
BERTHOULY, 2002).

O sistema operacional, geralmente, apresenta dois recipientes
conectados, um contendo o material vegetal e 0 outro 0 meio nutritivo. Em um
primeiro momento, é aplicada uma presséo positiva de ar no interior do frasco
com meio de cultura, fazendo com que o liquido seja transferido para o frasco
gue contém os explantes. Depois de determinado periodo, o liquido retorna a sua
posicdo original. Esse processo € controlado por temporizadores, 0s quais
acionam valvulas solenoides de acordo com uma programacdo prévia, fazendo
com que o ar entre no sistema. Com isso, é possivel determinar a frequéncia

(nimero de imersdes por dia) e também a duracéo de cada imersdo. Esses dois
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fatores sdo, provavelmente, os mais importantes para determinar crescimento
otimizado dos tecidos e células vegetais. Duas variantes desse sistema tém sido
desenvolvidas e comercializadas: o sistema automatico de imersdo temporaria -
RITA® (recipient for automated temporary system) e sistema de frascos gémeos
BIT® (twin flasks system) (ETIENNE et al., 2006).

O sistema RITA® possui um frasco de 1 litro com dois compartimentos,
um superior, no qual sdo colocados os explantes e outro inferior, contendo meio
de cultura. A pressao € aplicada no compartimento inferior e faz com que o
liquido atinja o compartimento superior. Os explantes ficam imersos em meio
nutritivo de acordo com o tempo de aplicacdo de pressdo. Durante o periodo de
imersdo, o ar é borbulhado através do meio e agita delicadamente os tecidos,
renovando a atmosfera do recipiente e 0 excesso de pressdo é eliminado por
meio de saidas na parte superior do aparelho (ALBARRAN et al., 2004) —
Figura 1.

. I,k ‘%—E‘ *—/
I Salenaicd valve

Bacterial air went

Figura 1 Biorreator de imersdo temporaria‘ RITA’
Fonte: Etienne e Bertouly (2002) e Paek, Hahan e Son ( 2001)
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Em sistemas de imersdo temporaria, esta claro que o tempo de imerséo e
a sua frequéncia sdo muito importantes, determinando a absorcéo de nutrientes e
controlando a hiperidricidade das plantulas (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).
A variacdo do tempo de imerséo e sua frequéncia devem ser determinadas de
acordo com as exigéncias de cada cultivo.

Escalant, Teisson e Cote (1994) mostraram que, em bananeira, apos dois
meses de cultivo, em sistema de imersdo temporaria, houve a formacdo de trés
vezes mais embribes somaticos do que os cultivados em meio sélido. Em
seringueira, existe aumento da producdo de embrides sométicos em quatro
vezes, em sistema de imersdo temporaria, quando comparado com a metodologia
convencional (ETIENNE et al., 1997). Em C. arabica, foi relatada a producéo
de 15 a 50 mil embrides somaticos, em biorreator de imersdo temporaria, por
grama de in6culo (ETIENNE et al., 1997).

A natureza especifica dos calos de alta frequéncia permite seu uso em
cultivos liquidos. A producéo de embrides somaticos no meio liquido tem sido
utilizada para acelerar a propagacdo macica de plantas de café (BOXTEL;
BERTHOULY, 1996; DUCOS et al., 2007). Neuenschwander e Baumann
(1992) descreveram um protocolo para a embriogénese somatica em cultivo
liquido e obtiveram uma taxa de 94,5% embrifes germinados. Afreen, Zobayed
e Kozai (2002), Albarran et al. (2004), Barry-Etienne et al. (2002), Berthouly et
al. (1995), Boxtel e Berthouly (1996), Ducos et al. (2007), Etienne et al. (1997) e
Noriega e Sondahl (1993), obtiveram produgdo maciga de embrifes somaticos
de C. arabica L. utilizando biorreator de imersdo temporéaria. Esse sistema
permite a regeneracdo direta no recipiente e sem subcultivo das células
suspensas. Em todos os trabalhos foram obtidas altas frequéncias de tecidos
embriogénicos e regeneracao de plantas.

Ducos et al. (2003), utilizando biorreator sob agitacdo, obtiveram 200-

500 x 10% embrides sométicos de café.L ™" de meio e Zamarripa (1003) descreveu
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a embriogénese somatica em C. canephora e Arabusta, relatando rendimentos de
400-500 x 10° embrides, apos sete semanas. Ducos et al. (2007) mediram a
capacidade de regeneracdo de plantas e afirmaram que 56.000 plantulas

poderiam ser regeneradas ao partir de 1 g de calos.L™ de meio.

2.5 Aclimatizacéo

A aclimatizacdo consiste na transferéncia de plantulas micropropagadas
in vitro para outro tipo de substrato e ambiente, com o objetivo de promover
uma adaptacdo gradativa ao ambiente externo (MOREIRA et al., 2006). Esse
processo representa uma etapa importante dentro de um programa no qual se
trabalha com cultura de tecidos. Em alguns casos, chega a ser um fator limitante
no processo de micropropaga¢do (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

As folhas de plantas micropropagadas apresentam pouca quantidade de
ceras epicuticulares, cuticula mais fina e baixa funcionalidade dos estdmatos sob
condi¢bes de baixa umidade relativa do ar. As raizes sdo, de modo geral,
quebradigas, pouco funcionais na absorcdo de &gua e nutrientes e,
frequentemente, morrem ao serem transferidas para o solo, j& que ha poucas
conexdes vasculares entre raizes e brotagdes (GEORGE, 1996).

O fendtipo das plantas que crescem in vitro é caracterizado por
apresentar caules mais curtos e delgados, reducdo de tecidos de suporte,
incremento do conteddo de dgua nas células, pequena capacidade fotossintética e
estdmatos com baixa funcionalidade. As plantas micropropagadas tém, em geral,
um mecanismo heterotréfico em relacéo a fonte de carbono (PASQUAL, 2000).

O processo de aclimatizacao é crucial para a obtencdo de mudas de alta
qualidade, provenientes da cultura de tecidos. A otimizacdo do processo de

aclimatizacdo envolve suprimento adequado de nutrientes, 0 uso de substratos
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adequados, utilizacdo de substancias reguladoras de crescimento, controle do
ambiente de cultivo, entre outros cuidados (CATUNDA, 2004).

Nesse sentido, deve-se encontrar um substrato que seja uniforme em sua
composicao, rico em nutrientes, apresentando elevada capacidade de retencéo de
agua e troca catibnica, ser isento de pragas, patdgenos e sementes de plantas
daninhas e, ainda, ser viavel economicamente (MELO, 1999). Em linhas gerais
um bom substrato é aquele que é firme e denso, o suficiente para manter a
estrutura de propagacdo, em condicGes até a germina¢do ou enraizamento e que
ndo encolha ou expanda com a varia¢do de umidade (HOFFMANN, 1999). A
finalidade mais importante de um substrato é produzir uma planta (ou muda) de
alta qualidade, em menor tempo e a baixo custo (ABREU; ABRE; BATAGLIA,
2002).

Rodrigues et al. (2005) demonstraram o desempenho superior do
substrato Plantmax ® e areia lavada na aclimatizacdo de mudas
micropropagadas de Heliconia. Zemke et al. (2003), avaliando substratos para
inoculagcdo micorrizica e aclimatizacdo de dois porta enxertos de videira
micropropagados, concluiram que o substrato comercial Plantmax® aumenta a
biomassa vegetal, apesar de diminuir a colonizagdo micorrizica. Segundo Pereira
at al. (2007), a utilizacdo do substrato Plantmax® para a aclimatizagdo de
abacaxi ornamental proporcionou uma taxa sobrevivéncia de 96,67%.

O substrato PlantMax® foi utilizado com excelentes resultados, em
termos de pegamento e crescimento das mudas. A avaliagdo das plantas
aclimatadas € conduzida tomando como base a percentagem de pegamento,
namero de folhas e altura das plantas ap6s um, dois, trés e quatro meses de
cultivo (TEIXEIRA et al., 2004).

Uma funcdo do substrato é nutrir a planta adequadamente. Porém,
devido a sua composic¢do, nem sempre o substrato contém todos os nutrientes

necessarios para o desenvolvimento das plantas. E necessario, entdo, acrescentar
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0 adubo para que o nivel de nutrientes disponiveis esteja a altura do bom
desenvolvimento das plantas (MINAMI, 2000). Melo (1999) avaliou o efeito de
concentracdes crescentes de fertilizante de liberagdo lenta em mudas de cafeeiro
utilizando substrato comercial. Os resultados indicaram que a dose de 450
gramas do fertilizante de liberacdo lenta, formulacdo 15-10-10 +
micronutrientes, em 55 litros do substrato (8,18kg de fertilizante.m™ de
substrato) promoveu melhor desenvolvimento das mudas.

Experimento conduzido por Paiva et al. (1997) com cafeeiro
demonstrou, para as caracteristicas altura das plantas, didmetro do caule e massa
seca da parte aérea e da raiz, que a presenca do fertilizante de liberacdo lenta no
substrato proporcionou melhores resultados do que a testemunha com
fertilizante convencional, além de uma antecipacéo de aproximadamente 20 dias
na liberacdo das mudas de café para o plantio em campo.

A transferéncia dos embrifes somaticos com cotilédones ainda pouco
desenvolvidos para o substrato contendo 2 partes de solo: 1 parte de areia:1 parte
de palha de café apresenta grande eficiéncia no processo de aclimatagcdo com
aproximadamente 73% de pegamento (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).

A embriogénese somatica em Coffea arabica L., apresenta um elevado
potencial para a producdo de mudas em larga escala e em curto periodo de
tempo, onde a fase de aclimatizacdo é essencial para o sucesso dessa tecnologia
(BARRY-ETIENNE et al., 2002).
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CAPITULO 2 Micropropagacio do cafeeiro por embriogénese somatica em
biorreator de imersao temporaria
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar a
micropropaga¢do do cafeeiro por embriogénese somatica em biorreator de
imersdo temporaria. Os experimentos foram instalados e conduzidos no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Fundagdo Procafé, em Varginha —
MG, onde foram realizados 4 experimentos. Os materiais vegetais utilizados foram
as plantas matrizes 03, 05 e 18 da populacdo Siriema (Coffea arabica x
C.racemosa). Experimento 1: utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x2, sendo os tratamentos constituidos por 2
meios de cultura, o0 “T3” e 0 “MM” e 2 tipos de calos: claros e escuros, com 6
repeticOes. Avaliou-se aos 60 dias a massa fresca final dos calos, 0 aumento da
massa dos calos, a densidade final das células e a porcentagem do incremento de
calos embriogénicos. Experimento 2: os tratamentos constituiram-se por diferentes
concentraces de ANA (0,0; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg.L'l) adicionados ao meio
de cultura “RM” acrescido de 1,0 g.L™ de prolina. O delineamento experimental foi
0 inteiramente casualizado, com 6 repeti¢des. Apos 60 dias, avaliou-se 0 himero
total de embrides globulares. Experimento 3: 0 meio nutritivo utilizado foi o0 “RR”
acrescido de diferentes concentracdes de Prolina (0,0; 0,5; 1,0; 2,0e 40g.L ") e
de ANA (20 mg.L™") em todos os tratamentos. Ap6s 120 dias, avaliou-se 0
nimero total de embriGes globulares. Experimento 4: os tratamentos foram
constituidos pelos meios de cultura: T5A, T5A 1, T5A 2, T5A3 e T5A4 com 6
repeticBes, sendo inoculados aproximadamente 500 embriGes por biorreator.
Apbs 84 dias, avaliou-se: nimero de embrides germinados, porcentagem de
plantulas pequenas, médias e grandes e porcentagem de plantulas pequenas, médias
e grandes com raizes. O meio de cultura “MM” apresenta a maior multiplicacdo
de calos, 0 ANA e a prolina promovem maior nimero de embrides e 0 emprego
de biorreator de imersdo temporéria é eficiente no processo de conversdo de
embrides somaticos em plantulas.

Palavras-chave: Biotecnologia. Coffea arabica L. Cultura de tecidos.
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ABSTRACT

For coffee, the importance of combining techniques of biotechnology,
bioreactor using the conventional breeding programs, it is undeniable to
maintain Brazil as the largest producer in the world. This work was carried out
in order to optimize the coffee micropropagation through somatic
embryogenesis by temporary immersion bioreactor. The experiments were
conducted and the Laboratory of Plant Tissue Culture Foundation Procafé in
Varginha - MG. The plant materials used in the experiments were clones 03, 05
and 18 of the population Siriema (Coffea arabica x Coffea racemosa).
Experiment 1: We used calli of C. arabica (clone 5) from the culture media
"SM™ and "T3" in primary culture. We used a completely randomized in a 2x2
factorial design, with treatments consisting of two media, the "T3" and "MM"
and two types of callus: light and dark, with six repetitions. Was evaluated at 60
days the fresh weight of callus, the increased weight of the callus, the final
density of cells and the percentage increase from the callus. Experiment 2: We
used calli of C. arabica (clone 18) from the culture medium for multiplication
"T3". The treatments consisted of five different concentrations of NAA (0.00,
0.25, 0.50, 1.00 and 2.00 mg.L™) added to the culture medium "RM" plus 1.0
gL of proline. The experimental design was completely randomized, with six
repetitions. The evaluations were conducted after 60 days, when we assessed the
total number of globular embryos. Experiment 3: We used calluses of C. arabica
(clone 03) from the culture medium for multiplication "T3". The nutrient
medium used was the "RR" plus different concentrations of proline (0.0, 0.5,
1.0, 2.0 and 4.0 gL™) and ANA (20 mg.L™) in all treatments. The evaluations
were conducted after 120 days, when we assessed the total number of globular
embryos. Experiment 4: We used embryos of C. arabica (clone 03) from culture
media "RR" plus 1.0 g L-proline 1. The treatments were consisted by medium
culture: T5A, T5A 1, 2 T5A, T5A3 and T5A4 with 6 replicates and + 500
embryos inoculated per bioreactor. Evaluations were performed at 84 days, to
evaluate: the number of embryos germinated, % small, medium and large
plantlets and % small, medium and large plantlets with roots. The culture
medium "MM" has the highest proliferation of calli, the NAA and proline
promote greater number of embryos and the use of temporary immersion
bioreactor is efficient in the conversion process of somatic embryos into
plantlets.

Keywords: Biotechnology. Coffea arabica L. Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

Entre as técnicas biotecnoldgicas utilizadas em Coffea arabica, a
embriogénese somatica é um importante método de propagagdo in vitro, pois
consiste no desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas, sem que
haja fusdo de gametas, possibilitando assim, a propagacdo vegetativa acelerada e
uniformidade genética de clones superiores, apresentando grande potencial a ser
explorado (REZENDE et al., 2008).

A inducdo embriogénica somatica esta relacionada as alteracfes no
padrdo de expressdo génica dos explantes, com reprogramacdo das células que
estardo envolvidas no processo embriogénico (MERKLE; PARROTT; FLINN,
1995). No entanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado
geneticamente, mas também ¢é influenciado pelo meio de cultura (LOYOLA-
VARGAS et al., 1999). Diversas formula¢fes de meio de cultura tém sido
empregadas na cultura in vitro, as quais diferem entre si basicamente em relagdo
a concentracdo dos sais. O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
€ 0 mais utilizado na propagagcdo in vitro de C. arabica, promovendo resultados
positivos na indugdo de embriogénese somética em explantes foliares (MACIEL
et al., 2003; PEREIRA et al., 2007; REZENDE et al., 2008).

Nos meios de cultura sdo adicionadas vitaminas especificas, como a
tiamina, o acido nicotinico, a piridoxina e 0 mio-inositol, as quais sdo requeridas
pelo explante in vitro. Embora as células cultivadas sejam capazes de sintetizar
todos os aminodacidos exigidos, a adicdo de glutamina, cisteina, prolina e tirosina
ou uma mistura de aminoacido como a caseina hidrolisada a0 meio pode
aumentar significativamente o crescimento celular (LUIS, 2008).

A multiplicacdo de calos e a inducdo de células embriogénicas
determinadas, dependente da acdo de reguladores de crescimento, ndo sé para a

retomada da atividade mit6tica, mas também para a determinacdo de estado
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embriogénico. A multiplicacdo pode ser realizada em placas de Petri ou em meio
liquido (CARVALHO et al., 2011).

As concentracBes e a relacdo auxina/citocinina variam grandemente
entre os protocolos. Boxtel e Berthouly (1996) estudando varias concentracGes
de reguladores de crescimento em meio de multiplicacdo, obtiveram a melhor
taxa de proliferacdo de calos na presenca de 2,4-D (0,5 mg.L™), AIB (0,5 mg.L™)
e 2ip (2,0 mg.L™"). Em trabalhos realizados por Teixeira et al. (2004), sdo utilizados
cinetina (1,0 mg.L™) e 2,4-D (0,45 mg.L™).

O aumento da concentracdo de ANA reduz significativamente o
crescimento dos calos em regeneracdo e induz a formacdo de embrides
globulares mais precocemente. No meio com 20,0 mg.L™ de ANA praticamente
ndo ha crescimento do calo durante a regeneracdo e os embrides globulares
formam-se em dois meses. Nos meios com 0,25 mg.L'l e 0,5 mg.L'1 de ANA ha
crescimento dos calos e os embrides s6 atingem o estadio globular e ficam
prontos para transferéncia para a fase de maturacdo com quatro meses. Todavia,
devido ao crescimento dos calos durante este periodo ha formagdo de maior
numero de embrides globulares por grama de calo plaqueado (CARVALHO et
al., 2011).

No cafeeiro, € comum a adi¢cdo de BAP para aumentar o crescimento da
parte aérea de embriGes somaticos em fase inicial de germinagdo (PEREIRA,
2007) e da combinacdo de uma citocinina e uma auxina durante a fase
cotiledonar, para induzir a formacdo de raizes e completar a germinacdo do
embrido (ANDRADE et al., 2001).

Para acelerar o processo de desenvolvimento dos embribes, pode-se
utilizar biorreatores, que sdo sistemas usados na micropropaga¢do de plantas,
podendo ser uma alternativa viavel para a otimizacdo do processo e a reducédo

dos custos de producgdo. Esse sistema permite a renovacdo do ar no ambiente in
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vitro, aumentando a producdo de biomassa vegetal propagada com reducdo do
tempo requerido para a propagacao in vitro.

Neste contexto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar meios de cultura na multiplicacdo de calos embriogénicos, ANA e
prolina na regeneracdo de embrifes somaticos e BAP e AIA na maturagdo de

embriBes via biorreator de imerséo temporéria tipo RITA®.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao geral dos experimentos

Os experimentos foram instalados e conduzidos no Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais da Fundagdo Procafé, em Varginha — MG.

Os meios de cultura utilizados no presente trabalho seguem uma sequéncia
de modificagBes de acordo com as etapas distintas da embriogénese somatica,

como esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1 Componentes dos meios de culturas utilizados durante as etapas a
embriogénese somatica em C. arabica L. UFLA, Lavras-MG, 2011

Concentracdo Final (mg.L?)

Componentes MI T3 SM? MM? RM? RRE  T%
Macronutrientes MS/2  MS/2 MS/2 MS/2 MS/2 MS/2 MS
Micronutrientes MS/2  MS/2 MS/2 MS/2  MS/2 MS/2 MS
FeSO,7H,0 13,90 13,90 13,90 13,90 13,90 13,90 3,90
Na,EDTA2H,0 18,65 1865 1865 1865 18,65 18,65 18,65
Tiamina-HCI 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Piridoxina-HCI 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Acido Nicotinico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Glicina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Mio-inositol 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Caseina Hidrolisada 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 - -
Extrato de malte 400,0 200,0 800,0 - 400,0 - -
Acido Citrico - - 250,0 - - -
Cinetina - 1,00 - - - -
2,4-D 4,0 0,45 2,0 0,50 - - -
AlB 2,0 - 1,00 - - -
ANA - - - - - 10,0 -
2ip 4,0 - 2,00 - 2,0 -
BAP - - - - 2,00 - 2,0
Sacarose (9) 20 30 20 20 30 30 -
Phytagel 2,4 - - - - 34 -

"Boxtel e Berthouly (1996)
2Teixeira et al. (2004)
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Os meios de cultura, em todos os experimentos, tiveram o pH ajustado
para 5,6 + 0,1, utilizando NaOH 0,IN ou HCI 0,1N, antes do processo de
autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm por 20 minutos, GA3 e 2ip foram

filtrados e adicionados ap6s a autoclavagem.

2.2 Material vegetal

Os materiais vegetais utilizados nos quatro experimentos foram plantas
matrizes 03, 05 e 18 da populacdo Siriema (Coffea racemosa x Coffea arabica),
selecionadas para resisténcia a ferrugem e ao bicho-mineiro e a elevada

produtividade.

2.3 Experimento 1: multiplicagdo de calos embriogénicos

Foram utilizados para a instalagdo do experimento calos embriogénicos
da matriz 05 induzidos nos meios de cultivo “MI” e “SM” (Tabela 1).

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2, sendo os tratamentos constituidos por dois meios de cultura
liquidos, 0 “T3” e 0 “MM” (Tabela 1) e dois tipos de calos embriogénicos com
coloragdes distintas: claros e escuros, com 6 repetigdes.

Em cémara de fluxo laminar foram vertidos 20mL dos meios liquidos “T3”
e “MM” em recipiente do tipo Erlenmeyer, com capacidade de 125mL e, em
seguida, inoculados 200 mg de calos embriogénicos. Os recipientes foram vedados
com papel laminado e levados para um agitador orbital a 100 rpm, sob obscuridade
e com temperatura de 25+ 2°C. Os calos embriogénicos foram subcultivados a cada
20 dias.
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As avaliagBes foram realizadas 60 dias ap0s a instalacdo do experimento,
por meio da pesagem dos calos embriogénicos, com o auxilio de uma balanga de
precisdo colocada em uma camara de fluxo laminar.

Avaliou-se neste experimento a massa fresca final dos calos embriogénicos
(MFFCE), o aumento da massa dos calos embriogénicos (AMCE), a densidade
final das células (DFC) e a porcentagem do incremento de calos embriogénicos
(%l).

O Aumento da Massa dos Calos Embriogénicos foi calculado pela

formula;

AMCE = MFFCE/MF pjcial

A Densidade Final das Células foi calculada pela formula:

DFC = MFFCE.L™ de meio de cultura

A Porcentagem de Incremento de Calos Embriogénicos foi calculada pela

formula:
1(%) = [(MFFCE*100/ MF niciar) — 100]
onde, a MFynicias € @ Massa Fresca dos Calos Embriogénicos Inoculados = 200 mg

por 20 mL de meio de cultura, ou seja, 10g de calos embriogénicos por litro de

meio de cultura.
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2.4 Expeimento 2: &cido naftaleno acético na regeneracdo de embrides
globulares

Foram utilizados para a instalacdo do experimento calos da planta matriz
18, previamente cultivados em meio de cultura de multiplicacdo “T3” (Tabela
1).

Os tratamentos foram constituidos por cinco concentracdes de ANA ( 0,00;
0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg.L'l) no meio de cultura “RM” (Tabela 1) com a adicdo
de 1,0 g.L ™ de prolina.

O delineamento experimental utilizado no experimento foi o inteiramente
casualizado, com 6 repeticGes.

Cada repeticao foi formada por 20mL do meio liquido em recipiente do
tipo Erlenmeyer, com capacidade de 125mL e, em seguida, inoculados com 20 mg
de calos embriogénicos.

Os recipientes foram vedados com papel laminado e levados para um
agitador orbital a 100 rpm, no escuro e com temperatura de 25+ 2°C. Os calos
embriogénicos foram subcultivados a cada 20 dias.

As avaliacBes foram realizadas 60 dias ap0s a instalacdo do experimento,

guando se determinou o nimero total de embrides globulares.

2.5 Experimento 3: prolina na regeneracdo de embrides

Foram utilizados para a instalagcdo do experimento calos da planta matriz
03, previamente cultivados em meio de cultura de multiplicacdo “T3” (Tabela
1).

Estudou-se o efeito da adi¢do de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g.L'1 de prolina
no meio de cultura “RR” (Tabela 1) com 20 mg.L™ de ANA, sobre regeneragio

de embrides em placas de Petri.



57

Apos autoclavados, os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri
em camara de fluxo laminar. Foram inoculados quatro setores de 100mg de calos
embriogénicos em cada placa de Petri.

Os calos embriogénicos foram inoculados assepticamente em meio
nutritivo na camara de fluxo laminar horizontal e transferidos para sala de
crescimento na auséncia de luz, com temperatura de 25+ 2°C.

Os calos embriogénicos foram subcultivados a cada 30 dias por 120 dias.

Apos esse periodo foi avaliado o nimero total de embriGes globulares.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

com cinco repeticdes e quatro setores embriogénicos de 100mg cada.

2.6 Experimento 4: BAP e AIA na maturacdo de embrides em biorreator
tipo Rita®

Foram utilizados para a instalacdo do experimento embries globulares
de C. arabica (clone 03) oriundos dos meios de cultura “RR” 20 acrescido de
1,0 g.L™ prolina (Tabela 1).

Nesse experimento, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente

casualizado, sendo os tratamentos constituidos pelos meios de cultura:

a) T5A (Tabelal)

b) T5A 1: TSA com 0,25 mg.L™" de BAP

¢) T5A2: T5A com 0,25 mg.L™ de BAP e 0,25 mg.L™ de AIA
d) T5A3: T5A com 0,25 mg.L™" de BAP e 0,50 mg.L™ de AIA
e) T5A4: T5A com 0,50 mg.L™ de BAP e 0,50 mg.L™ de AIA

Os tratamentos constituiram-se de seis repeticbes, ou seja, de seis

biorreatores de imersdo temporaria tipo RITA®, sendo inoculados
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aproximadamente 500 embribes globulares por biorreator em 500 mL de meio
de cultura. Cada biorreator com capacidade para 1 litro.

Os embrides ficaram imersos em meio nutritivo a cada 12 horas por um
periodo de trés minutos e mantidos no escuro a 26 + 2°C.

Apos seis semanas foi realizado o subcultivo dos embrides e adicionou-se
a cada meio de cultura 0,5 mg.L" de GA; apds a autoclavagem. Os embrides
permaneceram no escuro por mais um periodo de quatro semanas e em seguida
foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 25 pmol.m?.s™*, por duas semanas.

Aos 84 dias apo6s a instalacdo do experimento, foram avaliados: o0 nimero
de embrifes cotiledonares por biorreator (NEC), a porcentagem de embrides
cotiledonares pequenos (0,50-1,5cm), médios (1,5-2,5cm) e grandes (2,5-5,0cm) e

a porcentagem de embrides cotiledonares pequenos, médios e grandes com raizes.
2.7 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise estatistica, com aplicacdo do teste

de F ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias foram analisadas atraves do

teste de agrupamento de médias Skott Knott e por regressao polinomial.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1: multiplicagdo de calos embriogénicos

Houve efeito significativo para as caracteristicas analisadas apenas para

0s meios de cultura ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela 2).

Tabela 2 Analise de variancia para as caracteristicas massa fresca final de calos
embriogénicos (MFFCE), aumento da massa de calos embriogénicos
(APCE), densidade final das células (DFC) e porcentagem do
incremento de calos embriogénicos (%l). Fundacao Procafé, Varginha,

MG, 2011
Causas de Quadrado Médio i
Variacio GL MFFCE (g) AMCE DFC (g.L™) 1 (%)
(vezes)

Meio 1 3,004** 75,117** 3,004** 751170,4**
Calo 1 0,469ns 11,745ns 0,469ns 117453,0ns
Meio*Calo 3 0,321ns 8,041ns 0,321ns 80417,3ns
Erro 20 0,267 6,697 0,267 66972,8ns
C.V. (%) 38,67 38,67 45,46 45,46

* g ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Calos embriogénicos apresentaram maior taxa de multiplicacdo quando
cultivados em meio de cultura “MM” (Tabela 3). Boxtel e Berthouly (1996)
estudando varias concentracBes de reguladores de crescimento em meio de
multiplicacédo, obtiveram a maior taxa de proliferacdo de calos na presenca de
2,4-D (0,5 mg.L™), AIB (0,5 mg.L™) e 2ip (2,0 mg.L™).

A coloragdo dos calos embriogénicos ndo afetou significativamente a taxa
de multiplicacdo dos calos cultivados nos diferentes meios de cultura.

Aos 60 dias de cultivo apds a instalacdo do experimento, a matéria
fresca final dos calos embriogénicos foi de 1,69g em meio de cultura “MM” e de
0,98g em meio “T3” (Tabela 3).
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O aumento da massa fresca final, e consequentemente, a multiplicacdo
dos calos, pode estar relacionado ao elevado conteudo da agua intracelular, que
ocorre em células embriogénicas em diferentes estadios (BERTOLDI et al.,
2004).

Os resultados de multiplicacdo de calos embriogénicos corroboram com
0s obtidos por Rezende et al. (2008), que estudando sistemas de cultivo liquido,
0 meio de cultura de Teixeira et al. (2004) produziu, aos 63 dias de cultivo, 1,12
g de calos embriogénicos.

Analisando a Tabela 3, verifica-se que 0 nimero de vezes em que 0S
calos embriogénicos aumentaram foi mais elevado no meio de cultura liquido
"MM”.

No meio de cultura “MM” o aumento dos calos foi de 8,4 vezes
enquanto para o meio T3 foi de 4,9 vezes para uma densidade inicial de cultivo
de 10 g.L de meio™. De acordo com os protocolos, no meio de cultura “MM”
foram adicionadas as auxinas 2,4-D (0,5 mg.L™") e AIB (1,0 mg.L") e a
citocinina 2ip (2,0 mg.L™"); enquanto que no meio “T3” utilizou-se a
combinacdo de cinetina (1,0 mg.L™) e 2,4-D (0,45 mg.L™). E provavel que essas
diferentes relacbes de auxina/citocinina utilizadas nos diferentes meios de
cultura tenham influenciado a multiplicacdo dos calos embriogénicos.

Ao contrério, auxinas ndo sdo necessarias para a maioria dos genotipos
de C. canephora durante o processo de multiplicagdo de calos embriogénicos
(DUCOS; LAMBOT; PETIARD, 2007). Yassuda et al. (1985) também
obtiveram sucesso na multiplicacdo de calos embriogénicos em C. canephora
utilizando meio de cultura com apenas citocinina como regulador de
crescimento.

Teixeira et al. (2004) verificaram aumento de densidade de células

embriogénicas em meio de cultura “MM?” proximo a cinco vezes apés 28 dias,
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dez vezes ap0ds 56 dias e quinze vezes ap0s 86 dias e a densidade chegou a
119g.L™.

A densidade final de calos foi mais elevada no meio de cultura “MM”
com 74,54g.L™" de calos embriogénicos e 39,02g.L™ para 0 meio “T3” (Tabela
3).

Analisando a Tabela 3 observou-se o incremento na porcentagem de
multiplicacdo de calos embriogénicos para cada meio de cultura. O meio “MM”
apresentou um incremento em massa de calos embriogénicos de 746,1%
(incremento de 12,4% ao dia) e para 0 meio “T3” de 392,3% (incremento de
6,5% ao dia).

De acordo com os resultados obtidos por Rezende et al. (2008), os
incrementos na porcentagem de multiplicagdo de calos embriogénicos para 0s
meios “T3” e “MM” foram semelhantes entre si, cerca de 15,5% ao dia quando
se utilizou o meio T3 e de, aproximadamente, 18% quando o meio MM foi
utilizado, indicando que os meios de cultura apresentam comportamento muito

préximos, em diferentes gen6tipos de C. arabica.

Tabela 3 Média dos valores da massa fresca final de calos embriogénicos
(MFFCA), do aumento do peso dos calos embriogénicos (APCE), da
densidade final das células (DFC) e da porcentagem do incremento
de calos embriogénicos (1%) em diferentes meios de cultura.
Fundacdo Procafé, Varginha, MG, 2011

Meios de Caracteristicas Avaliadas

Cultura MFCA (g9) AMCE (vezes) DFC (g.L-) 1 (%)
T3 0,98b 4,92b 39,02b 392,3b
MM 1,69a 8,46a 74,54a 746,1a

As médias seguidas da mesma letra na vertical pertencem a um mesmo grupo € nao
diferem significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo Teste de Scott-Knott.
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3.2 Experimento 2: acido naftaleno acético na regeneracdo de embriGes
globulares

Houve efeito significativo para as concentracfes de acido naftaleno
acético, ANA, ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela 4).

Tabela 4 Andlise de variancia para a caracteristica nimero de embrides.
Fundacdo Procafé, Varginha, MG, 2011

Quadrado Médio

Causas de Variacdo GL NGmero de Embrioes
ANA 4 830,13**

Erro 20 159,39

C.V. (%) 43,19

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

A utilizacdo de 2,0 mg.L™ de ANA ao meio de cultura “RM” promoveu
a formacdo de 47,37 embrides globulares para cada 20mg de calos
embriogénicos.

As concentracGes de ANA seguiram um modelo linear, sugerindo um
incremento nas concentragBes de auxina, com o objetivo de elevar esse nimero
de embrides.

De modo geral, baixas concentracbes de auxinas favorecem o
crescimento normal de embrifes e o crescimento radicular, enquanto altas
concentracdes tanto apresentam efeito inibitério quanto favorecem a formacao
de calos (PILET; SAUGY, 1987).
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Figura 1 Numero de embriGes obtidos em meio “RM” de regeneracdo sob
diferentes concentraces de ANA (mg.L™Y). Fundacdo Procafé,
Varginha, MG, 2011

Teixeira et al. (2004) utilizando também o meio “RM” acrescido de

BAP e 0,25 mg.L™" de ANA, ap6s dois meses de cultivo verificou que 71,3% dos

gendtipos em estudo apresentavam algum grau de regeneracdo, enquanto 28%

ndo apresentavam formacdo de embrides. De acordo com os dados do presente

trabalho, a densidade de células utilizadas foi exatamente a mesma citada por

Teixeira et al. (2004), 1g.L™.
3.3 Experimento 3: prolina na regeneracao de embrides globulares
O resumo da analise de variancia esta representado na Tabela 5. Pode-

se observar que a concentragdo de Prolina foi significativa ao nivel de 1% de

probabilidade para a variavel nimero de embrides.
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Tabela 5 Andlise de variancia para a caracteristica nimero de embrides.

Fundacdo Procafé, Varginha, MG, 2011

Quadrado Médio

Causas de Variacao GL NGmero de Embrioes
Prolina 4 76544,240**
Erro 20 21295,080

C.V. (%) 44,52

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

A influéncia das concentracdes de Prolina no numero de embrides

globulares pode ser observada na Figura 2. A maior formacdo de embribes

ocorreu quando foram adicionadas ao meio de cultura 4,0g.L™" de Prolina,

verificando-se, assim, uma tendéncia linear, indicando que o incremento de

concentracdes mais elevadas de Prolina apresenta influéncia positiva no

aumento dessa variavel.

600 -
500 -
400 - A

300 - A

200 - Y =229,78 + 65,32X R?=0,70

100 -

O T T T

Numero de Embrides.100mg de calos

0] 0,5 1 2

Prolina (g.L'1)

Figura 2 Numero de embrides globulares obtidos em meio “RM” sob diferentes

concentracdes de Prolina (g.L™). Fundacéo Procafé, Varginha, MG,

2011
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Muruganantham et al. (2010) avaliando o efeito de aminoacidos na
maturacdo de embrides somaticos de Vigna mungo, concluiram que diferentes
concentracdes de prolina (10, 20, 30 e 40 mg.L™) adicionadas a0 meio de
cultura, inibiram a producdo de embrides, resultados estes divergentes daqueles
obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos no experimento confirmam a acdo da prolina
adicionada ao meio de cultura, pois esse aminoacido atua como um regulador
osmotico, um protetor contra a desnaturacdo enzimatica, reserva de carbono e
nitrogénio e como um estabilizador da sintese de proteina (LUIS, 2008).
Evidenciando dessa maneira, 0 aumento de embribes globulares em

concentracdes crescentes de prolina.

3.4 Experimento 4: BAP e AIA na maturagdo de embriGes em biorreator
tipo Rita®

Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas avaliadas
estdo representados na Tabela 6. Observa-se que houve efeito significativo para
as caracteristicas porcentagem de embrides cotiledonares pequenos, medios e

grandes para os diferentes meios de cultura ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 6 Andlise de varidncia para as caracteristicas numero de embrides
cotiledonares (NEC), % de embribes cotiledonares pequenos
(%ECP), medios (%ECM) e grandes (%ECG), % de embribes
cotiledonares pequenos com raizes (%ECPR), médios com raizes
(%ECMR) e grandes com raizes (WECGR). Fundacdo Procafé,
Varginha, MG, 2011

Causas de GL NEC Caracteristicas Avaliadas

Variagéo %ECP %ECM %ECG %ECPR %ECMR %ECGR
Meio 1 771,0ns 1187** 375** 312** 547ns 44.6ns 473,2ns
Erro 20 4298,5 128,9 49,3 83,1 723,4 176,2 392,6
C.V. (%) 12,80 32,24 16,91 42,09 56,43 14,75 21,12

* @ ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Né&o houve efeito significativo dos meios de cultura para o nimero de
embrides germinados por biorreator, a 5% de probabilidade, indicando que, para
as condicdes estudadas, os meios de cultura utilizados no biorreator do tipo
Rita® ndo afetaram a conversdo de embrides globulares para embrides
cotiledonares (Tabela 6). Houve 100% de germinacdo dos embrides, indicando a
eficiéncia do sistema de cultivo de embriGes somaticos de C. arabica em larga
escala em biorreator de imersdo temporaria tipo RITA®, possibilitando a
automacao do processo de micropropagacdo e reduzindo consideravelmente o
trabalho (Figura 3).
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Figura 3 Micropropagacdo do cafeeiro por biorreator de imersao temporaria tipo
“RITA®”. Fundagdo Procafé, Varginha, MG, 2011

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram uma
desuniformidade em relacdo ao desenvolvimento dos embrides cotiledonares,
sendo que estes foram classificados em pequenos (0,50-1,50cm), médios (1,51-
2,50cm) e grandes (2,51-5,0cm) como pode-se observar na Tabela 7.
Justificando essa desuniformidade morfoldgica, pode-se citar uma provavel
concorréncia por luminosidade devido ao elevado numero de embriGes
cotiledonares utilizados em cada biorreator, 500 + 50.

Barry-Etienne et al. (2002) também utilizando o biorreator de imersdo
temporéria - RITA®, obtiveram, ap6s dois meses de cultivo, 86% de germinacéao
dos embrides somaticos, porém com caracteristicas anatdmicas heterogéneas.
Igualmente, para C. canephora, a germinagdo de embrides somaticos produzidos
em placas de Petri também mostrou heterogeneidade no desenvolvimento da
cultura (DUCOS et al., 2008).

Os tratamentos que proporcionaram a maior porcentagem de embrides
cotiledonares pequenos (0,50-1,50cm) foram T5A1 (0,25mg.L™ de BAP) e
T5A2 (0,25mg.L™ de BAP e 0,25mg.L™ de AIA), pode ser observado na Tabela
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7. Embrides cotiledonares pequenos, ou seja, com comprimento inferior a
1,5cm, geralmente apresentam baixa porcentagem de conversdo em pléntulas
durante o processo de aclimatizacdo (BARRY-ETIENNE et al., 2002).

Os tratamentos que proporcionaram a maior porcentagem de plantulas
médias (1,51-2,50cm) foram T5A (2,0mg.L™" de BAP), T5A3 (0,25mg.L™" de
BAP e 0,50mg.L™ de AIA) e T5A4 (0,50mg.L™ de BAP e 0,50mg.L™ de AIA).

Tabela 7 Valores médios para as caracteristicas numero de embribes
cotiledonares (NEC), % de embrides cotiledonares pequenos (%PP),
% de embriGes cotiledonares médios (%PM), % de embrides
cotiledonares grandes (%PG), % de embrides cotiledonares pequenos
com raizes (%PPR), % de embrides cotiledonares médios com raizes
(%PMR) e % de embrides cotiledonares grandes com raizes (%PGR)
em deferentes meios de cultura. Fundacdo Procafé, Varginha, MG,
2011

Meio de Caracteristicas Avaliadas

Cultura NEC YECP  %ECM  %ECG  %ECPR %ECMR %ECGR

T5A 522,8ns  15,83c  49,00a 34,332 4550ns  90,33ns  90,83ns
T5A1 511,3 53,4a 31,00b  17,16b 35,30 90,16 79,50
T5A2 506,8 44,67a  35,67b  19,83b 43,67 91,16 100,0
T5A3 496,8 3450b  43,83a  20,00b 53,67 92,83 98,83
T5A4 523.8 34,34b  48,16a  17,00b 60,16 85,50 100,0

As médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si, a
5% de probabilidade e pertencem ao mesmo grupo pelo Teste de Scott-Knott.
ns: ndo significativo

A utilizacdo da citocinina BAP na concentracdo de 2,0mg.L™ adicionado
ao meio de cultura promoveu a maior porcentagem de plantulas grandes (2,5-
5,0cm).

As citocininas atuam na divisdo celular, sendo necessarias na regulacdo
da sintese de proteinas que estdo diretamente relacionadas com a formacgédo de
fibras do fuso mit6tico, uma das principias citocininas utilizadas é a 6-
benzilaminopurina - BAP (GEORGE, 1993).

O escalonamento do processo de micropropagacdo pode ser Util, desde

gue uma producdo muito eficiente de embrides seja atingida para C. arabica.
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Além disso, foi demonstrado que embrides pré-germinados de café, isto €, com
alongamento do eixo embrionario (10-12 mm), formag&o de ponta de radicula,
expansdo do cotilédone e esverdeamento obtidos em biorreatores de imerséo
temporéria fotoautotréfico sdo capazes de regenerar plantulas vigorosas depois
de semeados em vivieiro (ETIENNE et al.,, 2006). O protocolo usado no
presente trabalho mostrou alta eficiéncia na producdo de embriGes cotiledonares
com 1,5cm em biorreatores de imersdo temporaria, indicando que o mesmo pode
ser usado para producéo de clones de C. arabica em larga escala.

Harris e Mason (1983) afirmam que o maior volume do frasco
proporciona a utilizacdo de maior quantidade de meio de cultura, prevenindo
deficiéncias de certos constituintes do meio. Para Etienne e Berthouly (2002),
maior volume de meio pode ter efeito positivo na proliferacdo e no crescimento
de plantulas in vitro.

Né&o houve significancia para as caracteristicas: embrides cotiledonares
pequenos, medios e grandes com raizes (Tabela 7). Porém, observou-se elevado
percentual de enraizamento em todos os tratamentos, independente do tamanho

do embrido cotiledonar.
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4 CONCLUSOES

a) O meio de cultura “MM” proporciona a maior taxa de multiplicagdo
de calos embriogénicos que o meio “T3".

b) A coloragédo do calo ndo interfere na sua taxa de multiplicac&o.

c) O aumento das concentracfes de acido naftaleno acético de 0,0 a
2,0 mg.L* promove um aumento linear na formacdo de embrides
somaticos.

d) A regeneracdo de embrides globulares é diretamente proporcional a
concentracdo do aminoacido prolina, na faixa de 0,0 a4 g.L™.

e) O emprego de biorreator de imersdo temporaria tipo RITA® é

eficiente no processo de maturagdo de embriGes somaticos.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar eficiéncia da aclimatizacdo de
somaclones de cafeeiro micropropagados por embriogénse somatica via
biorreator. Nessa etapa foram realizados 3 experimentos. Os experimentos 1 e 2
foram instalados em casa de vegetacdo do Setor de Cafeicultura DAG/UFLA,
Lavras, MG. Foram utilizados embrides cotiledonares da matriz 05 da populagéo
de Siriema, desenvolvidos em biorreatores tipo RITA®. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4X3 (4
substratos e 3 tamanhos de embrides cotildonares) com 4 repeti¢Ges, constituida
de 25 plantulas. Os substratos utilizados foram: fibra de coco; 2/3 de fibra de
coco + 1/3 de areia; plantmax florestal® e 2/3plantmax florestal ® + 1/3 de
areia. Os embrides cotiledonares foram classificados em 3 tamanhos: pequenos
(0,50 a 1,50cm); médios (1,51 a 2,50cm) e grandes (2,51-5,00cm). Aos 60 dias,
0 experimento foi avaliado por meio da porcentagem de conversdo dos embrides
cotiledonares em plantulas. Experimento 2: o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4x5 com 4 repeticdes,
constituida de 25 embrides cotiledonares. Os substratos utilizados foram: fibra
de coco; 2/3 de fibra de coco + 1/3 de vermiculita; plantmax florestal® e
2/3plantmax florestal ® + 1/3 de vermiculita. As concentra¢fes de stimulate®
utilizadas foram: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 ml.L™. Aos 60 dias, 0 experimento foi
avaliado por meio da porcentagem de conversdo dos embrides cotiledonares.
Experimento 3: o experimento foi instalado e conduzido em viveiro comercial
com 50% de sombreamento no municipio de Muzambinho, MG. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 2X5 (2 substratos e 5 concentracGes de osmocote®) com 4 repeticdes,
sendo cada unidade experimental constituida de 5 plantas. Os substratos
utilizados foram: plantmax plorestal® e 2/3 plantmax florestal® + 1/3 de
vermiculita. As concentracfes de osmocote® utilizadas foram correspondentes
a: 0, 2,72, 5,45, 8,18 e 10,9 g.L™ de substrato comercial. O maior porcentual de
conversao é obtido utilizando embrides cotiledonares médios em plantmax®, o
substrato composto por plantmax® e vermiculita apresenta maior porcentagem
de conversdo em concentracBes crescentes de stimulate® e o osmocote® na
concentracdo entre 10,9g.L™" de substrato proporciona melhor qualidade de
mudas.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Fertilizagdo. Fitorregulador. Substratos.
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ABSTRACT

The acclimatization of micropropagated plantlets of these is the removal
of culture medium in vitro for another type of substrate and environment. This
process represents an important step in a program that works with the production
of coffee seedlings through somatic embiogénese by temporary immersion
bioreactor. The objective of this study was to evaluate the eficéncia
acclimatization of micropropagated seedlings of coffee through somatic
embriogénse bioreactor. Experiments 1 and 2 were installed in the greenhouse at
the Polo de Exceléncia em Cafeicultura da UFLA, Lavras, MG. The seedlings
used were derived from somatic embryos of Clone 05 C. arabica L. cv. Siriema
developed in RITA® bioreactor. The experimental design was completely
randomized in factorial 4X3 with 4 replicates of 25 seedlings. The substrates
used were: S1: Coconut fiber; S2: 2/3 Fiber coconut + 1/3 sand, S3: Plantmax
Forest® and S4: 2/3Forest Plantmax® + 1/3 sand. Plantlets of different sizes
were used: P1: small plantlets (0.5 to 1.5 cm), P2: plantlets medium (1.5 to 2.5
cm) and P3: large plantlets (2.5-5.0 cm). At 60 days, the experiment was
evaluated by the percentage of fixation of seedlings. Experiment 2. The
experimental design was completely randomized in factorial arrangement with
four replicates of 25 seedlings. The substrates used were: S1: Coconut fiber; S2:
2/3 Fiber coconut + 1/3 vermiculite, S3: Forestry Plantmax® and S4: 2/3
Plantmax Forestry® + 1/3 vermiculite. Stimulate® concentrations used were:
ST1: 0.0 mLI*, ST2: 0.5 mLI*, ST3: 1.0mIl.L™; ST4: 1.5 mLI™* and ST5: 2.0
ml.L™. At 60 days, the experiment was evaluated by the percentage of fixation
of seedlings. Experiment 3: The experiment was conducted in the nursery trade
and 50% shading in Muzambinho - MG. The experimental design was
completely randomized in factorial 2X5 with 4 replications, each experimental
unit consisted of five plants. The substrates used were: S1: Forestry Plantmax®
and S2: 2/3Forestry Plantmax® + 1/3 vermiculite. Osmocote® concentrations
used were equivalent to 0, 150, 300, 450 and 600g of fertilizer.55 Lt of
commercial substrate. The highest percentage plantlets set is obtained using
medium plantlets in Plantmax. The substrate composed of vermiculite and
Plantmax higher percentage of plantlets set in increasing concentrations of
Osmocote® between 450 - 600g.55L substrate™ and Stimulate® provides
better seedling quality.

Keywords: Biostimulant. Coffea arabica L. Fertilization. Substrate.
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1 INTRODUCAO

A aclimatizacdo de plantulas micropropagadas consiste na retirada
dessas do meio de cultivo in vitro para outro tipo de substrato e ambiente, com o
objetivo de promover uma adaptacdo gradativa (MOREIRA et al., 2006). Esse
processo representa uma importante etapa dentro de um programa que trabalha
com producdo de mudas de cafeeiro por embiogénese somatica em biorreator de
imersdo temporaria.

Um namero expressivo de espécies vegetais micropropagadas nao
sobrevive quando transferidas das condicGes in vitro para ambiente de casa de
vegetacdo ou campo (HAZARIKA, 2003). A maioria das espécies cultivadas in
vitro requer processo de aclimatizacdo, envolvendo modificacBes morfolégicas,
anatdmicas e fisiologicas necessarias as plantas para que possam sobreviver e
crescer vigorosamente em um novo ambiente (CARVALHO et al., 1999;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A otimizacdo do processo de aclimatizacdo envolve suprimento de
nutrientes, uso de substratos adequados, utilizacdo de reguladores de
crescimento, controle do ambiente de cultivo, entre outros (CATUNDA, 2004).

Um substrato ideal é aquele que satisfaz as exigéncias quimicas e fisicas
das mudas, fornecendo um teor adequado de nutrientes ao seu desenvolvimento.
Deve apresentar composicdo uniforme, baixa densidade, grande porosidade, alta
capacidade de troca de cations, boa retencdo de &gua, isencdo de pragas,
patdgenos e sementes, ser abundante, operacionalizavel e economicamente
viavel. Véarios materiais tém sido usados na producdo de mudas em tubetes,
isoladamente ou em misturas, destacando-se: vermiculita, esterco bovino,
“moinha” de carvao, serragem, bagaco de cana, acicula e casca de pinus, casca

de eucalipto compostada, casca de arroz carbonizada, himus de minhoca e turfa
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(CAMPINHOS JUNIOR; IKEMORE; MARTINS, 1984; GUIMARAES et al.,
1998).

A mistura de dois ou mais reguladores vegetais e outras substancias
(aminodcidos, nutrientes, vitaminas), € designada de fitorregulador ou
estimulante vegetal, como por exemplo, o stimulate®. A classificacdo do
stimulate® foi feita por Castro, Pacheco e Medina (1998) como sendo um
fitoestimulante que contém fitorreguladores e tracos de sais minerais, estando
presentes: 0,009% de cinetina (citocinina), 0,005% de acido giberélico
(giberelina), 0,005% de acido indolbutirico (auxina) e 99,981% de ingredientes
inertes. E uma substancia liquida, ndo viscosa, de coloracdo castanha, soltvel
em agua e de facil absorcdo por sementes, raizes, ramos, folhas e frutos. Esse
produto quimico pode, em fungdo da sua composi¢do, concentracdo e proporgdo
das substancias, incrementar o crescimento e desenvolvimento vegetal,
estimulando a divisdo celular, diferenciacdo e o alongamento das células,
favorecer o equilibrio hormonal da planta, podendo também aumentar a
absor¢do e a utilizacdo de &gua e dos nutrientes pelas plantas (VIEIRA;
CASTRO, 2004).

A demanda de nutrientes pela planta depende da sua taxa de crescimento
e da sua eficiéncia em converter em biomassa 0s nutrientes absorvidos. Assim,
podem ocorrer diferencas na eficiéncia nutricional entre cultivares, sendo
importante a definicdo do substrato e a forma de adubagdo mais adequada a ser
utilizada na fase de aclimatagdo de mudas de determinado gendtipo, para reduzir
perdas e assegurar boa adaptacdo e crescimento ap6s o plantio no campo
(NOMURA et al., 2008).

A complementacdo do substrato com nutrientes para mudas em tubetes
geralmente é feita com adubos de liberacdo lenta, visando reduzir problemas de

excesso de solubilidade e perdas por lixiviagdo de nutrientes. Osmocote®,
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Nutricote® e ureia revestida com enxofre sdo alguns exemplos desse tipo de
fertilizante (LANDIS et al., 1989).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do processo de
aclimatizacdo de somaclones de cafeeiro micropropagadas por embriogénese

somatica em biorreator de imersdo temporaria tipo RITA®.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aclimatizacéo

Foram realizados dois experimentos durante a etapa de aclimatizacdo

dos embrides cotiledonares.

2.1.1 Caracterizacao geral dos experimentos

Os experimentos foram instalados e conduzidos em casa de vegetacdo
do Setor de Cafeicultura do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, no periodo de agosto a outubro de
2010. O municipio de Lavras localiza-se a uma altitude média de 910 metros,
latitude de 21°14°06”S e longitude de 45°00°00”W.

Os recipientes utilizados para instalacdo dos experimentos foram
bandejas de polietileno de 128 células, em que foram utilizadas apenas 100.

Apls serem produzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Fundacdo Procafé, em Varginha, Minas Gerais; os embrides cotiledonares foram
transferidos para a casa de vegetacdo com aproximadamente 90% de umidade
relativa do ar, temperatura média préxima de 25°C, sistema de nebulizagdo

automatico e 50% de luminosidade.

2.1.2 Material vegetal

Os embrides cotiledonares utilizados no experimento foram
provenientes de embrides somaticos da planta matriz 05 da populagdo Siriema
(Coffea racemosa x Coffea arabica), desenvolvidos em biorreatores de imerséo

temporaéria tipo RITA®.
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2.1.3 Experimento 1: substratos e tamanho dos embrides cotiledonares

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 4X3 (quatro substratos e trés tamanhos de embribes
cotiledonares) com quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida de 25 embrides cotiledonares.

Os substratos utilizados no experimento foram: fibra de coco (FC); 2/3
de fibra de coco + 1/3 de areia lavada e peneirada (2/3FC+1/3A); plantmax
florestal® (P) e 2/3 plantmax florestal® + 1/3 de areia lavada e peneirada
(2/3P+1/3A). Os embribes cotiledonares foram classificados em trés tamanhos:
embrides cotiledonares pequenos (0,50 a 1,50cm); embribes cotiledonares

médios (1,51 a 2,50cm) e embrides cotiledonares grandes (2,51-5,00cm).

2.1.4 Experimento 2: substratos e fitorregulador stimulate®

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 4X5 (quatro substratos e cinco concentra¢@es do fitorregulador
stimulate®) com quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida
de 25 embrides cotiledonares.

Os substratos utilizados no experimento foram: fibra de coco (FC); 2/3
de fibra de coco + 1/3 de vermiculita (2/3FC + 1/3V); plantmax florestal® (P) e
2/3plantmax florestal® + 1/3 de vermiculita (2/3P + 1/3V). As concentracGes do
fitorregulador stimulate® utilizadas foram: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 ml.L™.

As aplicagdes de stimulate® foram realizadas com pulverizador manual
com capacidade para 500mL. As pulverizacbes foram feitas logo ap6s a
transferéncia dos embrides cotiledonares para o substrato e a cada 20 dias,

totalizando quatro aplicagBes durante o periodo experimental.
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As irrigacOes foram realizadas por meio de microaspersores, mantendo a

umidade relativa do ar em 85 + 5%.

2.1.5 Avaliages e andlises estatisticas

Aos 60 dias, os experimentos foram avaliados por meio da porcentagem
de conversdao dos embriGes cotiledonares em plantulas, quando 0s mesmos
atingiram 2 pares de folhas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, com aplicacdo
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias foram analisadas pelo

teste de agrupamento de médias Skott Knott.

2.2 Experimento 3: crescimento de plantulas em diferentes substratos e
concentrac0es de fertilizante de liberacao lenta

O experimento foi instalado e conduzido em viveiro comercial com 50%
de sombreamento obtido com tela tipo “sombrite”, localizado no sitio Sao
Domingos no municipio de Muzambinho, Minas Gerais, com altitude de 1033
metros, Latitude de 20°18°00”S e Longitude de 46°30°00”W; no periodo de
outubro de 2010 a abril de 2011.

As plantulas de cafeeiro utilizadas no experimento foram obtidas por
meio de embrides cotiledonares aclimatizados em casa de vegetacdo por um
periodo de 60 dias. Os recipientes utilizados durante a fase de aclimatizacéao
foram bandejas de polietileno de 128 células e o substrato utilizado foi plantmax
florestal®.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 2X5 (dois substratos e cinco concentracdes de fertilizante de
liberacdo lenta) com quatro repeticbes, sendo cada unidade experimental

constituida de cinco plantas.
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Os substratos utilizados no experimento foram: plantmax florestal® (P)
e 2/3plantmax florestal ® + 1/3 de vermiculita (2/3P+1/3V). As concentracGes
do fertilizante de liberacdo lenta (osmocote®) utilizadas foram correspondentes
a: 0,0; 2,72; 545; 8,18 e 10,90g de osmocote®.L™ de substrato, o que
corresponde: a 0, 150, 300, 450 e 600g do fertilizante por saca de 55 L™ de
substrato comercial. Foi utilizada a formulacdo do fertilizante de liberacdo lenta
15-10-10 + micronutrientes, apresentando 15,0% de N, 10,0% de P,Os, 10,0%
de K;0, 3,5% de Ca, 1,5% de Mg, 3,0% de S, 0,02% de B, 0,05% de Cu, 0,5%
de Fe, 0,1% de Mn, 0,004% de Mo e 0,05% de Zn.

Como recipientes foram utilizados tubetes de polietilieno preto, de
forma coénica, com 8 estrias longitudinais internamente, perfurados na
extremidade inferior e com capacidade volumétrica de 120mL, previamente
esterilizados com hipoclorito de sddio a 0,4%. Os tubetes foram colocados em
suporte confeccionados com arame de 3,5mm de didmetro, com malha
quadrética de 1Y, e largura de 1,20m. A tela foi montada a 1m de altura da
superficie do solo utilizando-se uma estrutura de ferro construida sobre moirdes
de eucalipto para acondicionamento dos tubetes.

As irrigacOes foram realizadas por meio de microaspersdo, duas vezes
ao dia, procurando evitar deficiéncias hidricas.

As avaliagdes foram realizadas aos 180 dias apo6s a instalagdo do
experimento, quando as mudas estavam no estadio de plantio no campo (média
de quatro pares de folhas). Foram avaliadas as caracteristicas: altura de plantas
(AP, cm), didmetro de caule na altura do colo (DC, cm), nUmero de pares de
folhas (NPF), area foliar (AF, cm?), massa fresca de raizes (MFR, g) e parte
aérea (MFPA, g), massa seca de raizes (MSR, g) e parte aérea (MSPA, g) e
teores de nutrientes presentes nas folhas.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia para

verificacdo de diferencas significativas entre si. Os dados obtidos foram
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submetidos a andlise estatistica, com aplicacdo do teste de F ao nivel de 5% de
probabilidade, e as médias foram analisadas pelo teste de agrupamento de

médias Skott Knott e por regressao polinomial.



85

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aclimatizacéo

A aclimatizacdo foi realizada por duas etapas e os resultados obtidos

durante esse processo estdo representados a seguir.

3.1.1 Experimento 1: substratos e tamanho dos embribes cotiledonares

A interacdo entre os substratos e o tamanho dos embrides cotiledonares

foi significativa para a caracteristica analisada, ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 1 Analise de variancia para a caracteristica porcentagem de conversdo de
embrides cotiledonares em plantulas. UFLA, Lavras, MG, 2011

Quadrado Médio

Causas de Variagdo GL Porcentagem de Conversao
Substrato 3 3384,16**
Embrides Cotiledonares 2 3021,27**
Substrato * Embrides 3 430,68 **

Erro 36 36,45
C.V. (%) 16,5

* @ ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

A maior conversdo de embrides cotiledonares em plantulas foi obtida
utilizando-se o substrato plantmax florestal® associado com embrides
cotiledonares de tamanho médio (1,50 — 2,51cm) como pode ser observado na
Tabela 2.

Esses resultados se assemelham com aqueles obtidos por Barry-Etienne
et al. (2002), que ao avaliar substratos e tamanhos de embrides cotiledonares,
concluiram que a maior porcentagem de conversdo foi obtida utilizando-se
embrides entre 1,5 e 5,0cm em plantmax horticultura®, apresentando estas, um

elevado vigor e maior acimulo de matéria fresca. Os mesmos autores estudando
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os tipos morfoldgicos de embrides somaticos com cotilédones considerados
pequenos e médios, que foram mais representativos no biorretator, observaram
uma conversdo de embrifes cotiledonares em plantulas de 47 a 63%

respectivamente.

Tabela 2 Conversdo de embrides cotiledonares em plantulas (%) de cafeeiros de
diferentes tamanhos em substratos distintos. UFLA, Lavras, MG, 2011

Tamanho de Conversdo de Embrides Cotiledonares em Plantulas
Embribes Substratos
Cotiledonares FC 2, FC+,A P 2L,P+A
Pequenos 16,00Ca 14,25Dc 31,25Bc 37,25Ab
Médios 20,25Da 37,75Ca 78,00Aa 70,50Ba
Grandes 18,25Da 28,50Ch 51,00Ab 36,00Bb

Nos substratos, médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha horizontal e em
cada tamanho de plantula, médias seguidas pela mesma letra minudscula na linha vertical,
pertencem ao mesmo grupo e ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott.

Os embribes cotiledonares de tamanho pequeno (0,50 - 1,50cm)
apresentaram baixa taxa de conversdo (16,0 a 32,25%), dificultando o processo
de aclimatizacdo, no entanto, plantulas grandes (2,51 - 5,00cm) também
apresentaram uma porcentagem de conversdo inferior ao esperado,
possivelmente, devido ao estiolamento das mesmas, apresentando estas, menor
didmetro de caule e maior altura.

Os substratos a base de fibra de coco apresentaram uma porcentagem de
conversdo inferior quando comparado ao substrato comercial plantmax

florestal®, como pode ser observado na Tabela 2.

3.1.2 Experimento 2: substratos e fitorregulador stimulate®

Houve efeito significativo para substrato, stimulate® e para interacéo

substrato e stimulate® ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela 3).
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Tabela 3 Anélise de variancia para a caracteristica porcentagem de pegamento.
UFLA, Lavras, MG, 2011

Quadrado Médio

Causas de Variagdo GL Porcentagem de Pegamento
Substrato 3 7766,93**
Embrides Cotiledonares 4 134,075**
Substrato * Stimulate® 12 33,8500**

Erro 60 2,44166
C.V. (%) 3,90

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Analisando as curvas de regressao (Figura 1), observa-se que houve uma
tendéncia linear no comportamento dos substratos em relacdo as concentragdes
do fitorregulador stimulate®. Contudo, os melhores resultados foram obtidos
com a combinacéo entre o substrato composto por 2/3de plantmax florestal® e

1/3 de vermiculita e concentracdes crescentes de stimulate®.
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Figura 1 Porcentagem de pegamento de embrides cotiledonares em diferentes
substratos e concentragdes do fitorregulador stimulate®. UFLA, Lavras,
MG, 2011
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Esses dados confirmam os resultados obtidos na aplicagdo de
fitorreguladores como técnica agrondmica para se otimizar a produ¢do de mudas
em diversas culturas, em especial ao cafeeiro (CASTRO; PACHECO;
MEDINA, 1998).

O uso de reguladores vegetais na aclimatizacdo de plantulas de cafeeiro
ainda ndo é uma pratica rotineira, apesar desta ja ter atingido um alto nivel
tecnolégico. Todavia, segundo Santos (2004) sabe-se que a utilizacdo dessas
substancias interfere no crescimento das plantas, possibilitando uma relacdo

mais equilibrada entre a parte aérea e sistema radicular.

3.2 Experimento 3: crescimento de mudas em diferentes substratos e
concentrac0es de fertilizante de liberacao lenta

Houve efeitos significativos dos substratos para area foliar e diametro de
caule. As doses de osmocote® influenciaram todas as caracteristicas avaliadas,
mostrando-se altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela
4). Enquanto para a interacdo entre os substratos e as doses de osmocote®, 0
efeito foi significativo apenas para as caracteristicas altura de plantas e area
foliar (Tabela 4).

Tabela 4 Andlise de varidncia para as caracteristicas: numero de folhas
verdadeiras (NFV), altura de plantas (cm), area foliar (AF, cm?) e
didmetro de caule (DC, mm). Muzambinho, MG, 2011

Causas de GL Quadrado Médio

Variacao NFV Altura AF DC
Osmocote 4 4,8265** 71,197** 6999,54** 1,63344**
Substrato 1 0,4515ns 0,0081ns 302,885** 0,01936*
Osm.*Sub 4 0,3062ns 0,3336** 94,1974** 0,00551ns
Erro 30 3,6093 0,0305 11,2039 0,00368
C.V. (%) 6,40 1,38 3,58 2,06

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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O maior numero de folhas verdadeiras foi obtido utilizando as
concentracdes de osmocote® entre 5,45 e 8,18 g.L™, como pode ser observado
na Figura 2 sem que houvesse interferéncia dos substratos. Como o0 numero de
pares de folhas verdadeiras reflete 0 desenvolvimento da planta, as doses do
fertilizante de liberacdo lenta entre 5,45 e 8,18 g.L™, pode representar melhores
respostas em relacdo ao desenvolvimento das mudas de cafeeiro.

Melo, Mendes e Guimardes (1999) verificaram que o melhor
desenvolvimento das mudas de cafeeiro oriundas de propagacdo reprodutiva foi
obtido com a aplicacdo de 450g do fertilizante osmocote® (15-10-10 +
micronutrientes) em 55 litros do substrato comercial plantmax®, o que
corresponde & concentragfo de 8,18 g.L™.

7
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Osmocote ® (g.L1)

Figura 2 Numero de folhas verdadeiras em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes substratos e doses do fertilizante de liberagdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011

Para a altura de plantas observou-se uma resposta quadratica as
concentracbes de osmocote® (Figura 3), havendo uma interacdo significativa

para os substratos. O maior crescimento em altura das mudas cultivadas foi
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obtido com o incremento de fertilizante de liberagdo lenta junto aos substratos

nas dosagens de 8,18g de osmocote.L™ de substrato. De acordo com a figura 3,

observa-se que, na dose zero de fertilizante de liberacdo lenta, a altura das

mudas apresenta 0S menores valores. 1sso comprova que 0s substratos usados

ndo fornecem o0s nutrientes necessarios ao adequado desenvolvimento das

plantas.

Costa, Goncalves e Guerreiro Filho (2000) avaliando varias misturas e

substratos na producdo de mudas, via sementes de Icatu Amarelo, observaram

que as plantas cultivadas com substrato plantmax® 100%, acrescido de 16,67¢

de osmocote.L™ de substrato, apresentaram o maior altura e nutricio equilibrada.
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Figura 3 Altura de plantas (cm) de cafeeiro cultivados em diferentes substratos e

doses do fertilizante de liberacdo lenta osmocote®. Muzambinho, MG,
2011

Na Figura 4 pode-se observar uma interacdo entre os substratos e as

concentracdes de osmocote® para a area foliar de plantas de cafeeiro. A menor
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area foliar foi obtida em ambos os substratos em plantas cultivadas sem adicdo
de fertilizante de liberagéo lenta (Figura 4).

Marcuzzo et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes ao avaliar
mudas de cafeeiros produzidas por sementes em tubetes; 0s mesmos observaram
resposta linear nas concentracbes de fertilizantes de liberacdo lenta, ou seja,
acima de 10,99 de Osmocote.L™ de substrato.

Mudas micropropagadas com maior area foliar na época de serem
transplantadas para 0 campo apresentam crescimento inicial mais rapido, em
virtude da maior producdo de fotoassimilados e posterior alocacdo para outros
Orgdos da planta (drenos). Contudo, considera-se também a matéria seca da parte
aérea uma boa indicadora da capacidade de resisténcia das mudas as condigdes

adversas apos o plantio no campo (LIMA et al., 2009).
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Figura 4 Area foliar (cm?) em plantas de cafeeiro cultivadas em diferentes
substratos e doses do fertilizante de liberagdo lenta osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011

Para o diametro de caule houve efeito significativo dos substratos e do

osmocote®. Para essa caracteristica a melhor dose do fertilizante de liberagdo
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lenta esta entre 8,18 e 10,9g.L™ adicionado ao substrato composto por
plantmax® e vermiculita (Figuras 5 e 6).

O didmetro de caule pode indicar o estiolamento das mudas de cafeeiros
micropropagadas. O intervalo de 8,18 e 10,9g.L™ pode estar nas concentragdes
ideais, pois acima desses valores podem ocorrer caules com didametros menores
gque os aceitdveis para o padrdo de mudas, evidenciando dessa maneira 0
estiolamento das mesmas, 0 que consequentemente promoverd um baixo
pegamento de plantas em condicdes de campo.

Barbizan et al. (2002) avaliando a influéncia do osmocote® no
desenvolvimento de mudas de cafeeiros por sementes em tubetes, observaram
gue o diametro do caule aumentou com a aplicacdo do fertilizante de liberacdo
lenta até um méaximo de 3,46mm, que correspondeu a concentracdo de 7,7g de
osmocote.L?, resultados estes, semelhantes aos obtidos no presente
experimento.

Os substratos comerciais a base de casca de pinus afetam
significativamente o didmetro do caule de mudas de cafeeiro (LANA et al.,
2002). A casca de pinus é material muito utilizado na composicdo dos
substratos comerciais, por ser praticamente matéria organica, sua decomposi¢do
vai ocorrendo a medida que é utilizada (LANA et al., 2002). Suas principais
caracteristicas sdo a baixa densidade, facilidade de drenagem e granulometria
varidvel. Essa composicao permite observar que a casca de pinus e a vermiculita
conferem uma textura mais grosseira ao substrato, reduzindo o nivel de
compactacdo e aumentando a drenagem interna e aeracdo do sistema radicular.
A vermiculita tem a funcdo principal de aumentar a absorcdo de &gua, dessa
forma, hd um equilibrio entre a aeracdo e 0 armazenamento de agua que
favorece o desenvolvimento radicular e, consequentemente, o didmetro de caule
das mudas de cafeeiro (LANA et al., 2002).



93

3,5 -

Y =2,2357 + 1,2868X - 0,3864X> R?=0,97
1,5

Diametro de Caule {cm)

g T T T T T 1
¢ 2 4 6 8 1¢ 12

Osmocote ® (g.L1)

Figura 5 Diametro de caule (mm) em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011
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Figura 6 Diametro de caule (mm) de plantas de cafeeiro cultivadas em diferentes
substratos. Muzambinho, MG, 2011
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Houve efeitos significativos dos substratos para massa seca da parte
aérea e para massas secas e frescas do sistema radicular (Tabela 5). As
concentracdes de osmocote® influenciaram todas as caracteristicas avaliadas,
mostrando-se altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Enquanto para a interagdo entre os substratos e as concentragdes de osmocote®,

o efeito foi ndo significativo para todas as caracteristicas avaliadas.

Tabela 5 Andlise de variancia para as caracteristicas massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca do sistema
radicular (MFSR) e massa seca do sistema radicular (MSSR).
Muzambinho, MG. 2001

Causas de GL Quadrado Médio

Variagdo MFPA MSPA MFSR MSSR
Osmocote 4 4,9357** 0,72040** 0,04860** 0,07639**
Substrato 1 0,0756ns 0,01681* 0,00272** 0,00306**
Osm.*Sub 4 0,0448ns 0,00542ns 0,00029ns 0,00041ns
Erro 30 0,0252 0,00234 0,00019 0,00029
C.V. (%) 3,76 2,98 3,02 0,32

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

As massas fresca e seca da parte aérea foram influenciadas pelas doses
de osmocote® junto aos substratos. Observou-se para essa caracteristica uma
resposta linear das concentracdes do fertilizante de liberacéo lenta.

Analisando o comportamento das Figuras 3, 5, 6, 7, 8 € 9, nota-se, que
foram alcangados pontos de maximo crescimento correspondentes a dose de
10,99.L" de osmocote®, para altura de plantas, didmetro de caule e massas
frescas e secas da parte aérea, podendo ser sugerido, inclusive, a adicdo de
concentracBes superiores. Porém, deve-se levar em consideracdo que,
concentracdes elevadas de osmocote® podem promover o estiolamento das
mudas e futuros problemas no momento da implantacéo da lavoura cafeeira.

Marana et al. (2008) analisando o comportamento de mudas de cafeeiros

produzidos em tubetes, observaram que foram alcancados pontos de maximo
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crescimento correspondentes as doses de adubo de liberagdo lenta variando entre
13,31 para o didmetro de caule e 15,28 g.L™ de substrato para a matéria seca da
parte aérea.

Lana et al. (2002) demonstram, em seus resultados, o efeito positivo da
utilizacdo conjunta de substratos comerciais com fertilizantes de liberacao lenta,
provavelmente pela combinacdo das caracteristicas dos substratos que
favorecem o maior crescimento das mudas de cafeeiros, associada com a

liberacdo gradual e continua dos nutrientes pelo adubo para as plantas.
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Figura 7 Massa fresca da parte aérea (MFPA) em plantas de cafeeiro cultivadas
em diferentes substratos doses do fertilizante de liberacdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011
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Figura 8 Massa seca da parte aérea (MFPA) em plantas de cafeeiro cultivadas em

diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011
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Figura 9 Massa seca da parte aérea (MFPA) em plantas de cafeeiro cultivadas
em diferentes substratos. Muzambinho, MG, 2011
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A massa fresca do sistema radicular foi significativa para as
concentracdes de osmocote®, enquanto o peso da matéria seca foi influenciado
pelas doses de osmocote® e pelos substratos. Observou-se para essas
caracteristicas uma resposta quadratica para as concentrac@es do fertilizante de
liberacdo lenta.

A melhor dose para as massas secas e frescas do sistema radicular foi de
10,99 .L™ de osmocote®. Kainuma et al. (2001) relataram que concentracdes
acima de 10g deste mesmo fertilizante por litros de substrato comercial podem
causar desequilibrios entre a parte aérea e o sistema radicular de mudas de
cafeeiro, sendo essa concentracdo suficiente para produzir mudas de café com
bons indices de qualidade e caracteristicas morfoldgicas, o que também foi
constatado também por Marcuzzo et al. (2005) utilizando concentracdes de
Osmocote® a partir de 8,64.L™.
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Figura 10 Massa fresca do sistema radicular (MFSR) em plantas de cafeeiro

cultivadas em diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011
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Figura 11 Massa fresca do sistema radicular (MFSR) em plantas de cafeeiro
cultivadas em diferentes substratos. Muzambinho, MG, 2011
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Figura 12 Massa seca do sistema radicular (MFSR) em plantas de cafeeiro
cultivadas em diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011
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Figura 13 Massa seca do sistema radicular (MSSR) em plantas de cafeeiro
cultivadas em diferentes substratos. Muzambinho, MG, 2011

Procedeu-se a analise de folhas das mudas de cafeeiros quantificando-se
0s teores de macro e micronutrientes na matéria seca. De posse desses valores,
foram realizadas as analises estatisticas dos teores de nutrientes em relacdo as
doses do adubo de liberagdo lenta (osmocote®), aos substratos e a interagdo
entre osmocote® e substratos.

Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas avaliadas
estdo representados na Tabela 6. Houve efeito significativo para a interagdo
entre os substratos e as concentra¢fes de osmocote® para o0s teores de nitrogénio
e fasforo. Os teores de célcio, magnésio e enxofre diferiram entre si apenas para
as concentracbes do fertilizante de liberacdo lenta. N&o houve efeito
significativo para os teores de potassio em folhas de mudas de cafeeiro, porém
0s teores obtidos neste trabalho estdo de acordo com Malavolta (1993), onde

teores de 1,9 a 2,4 dag.kg™ sdo considerados adequados para plantas adultas de
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café. Rodrigues (1997) encontrou teores da ordem de 2,8 dag.kg™ em folhas de

plantas de 6,5 meses de idade e considerou-os adequados.

Tabela 6 Andlise de variancia para as caracteristicas teores de nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S).
Muzambinho, MG, 2011

Causas de Quadrado Médio

Variacao N P K Ca Mg S
Osmocote 4 98,8** 3,642** 0,3571ns  11,649** 0,984** 0,670**
Substrato 1 6,162** 0,030ns 0,1200ns  0,0640ns 0,016ns 0,001ns
Osm.*Sub 4 0,459** 0,032** 0,194ns 0,0596ns 0,041ns 0,001ns
Erro 30 0,131 0,011 0,152 0,0390 0,016 0,005
C.V. (%) 1,40 5,08 1,83 2,02 3,03 8,08

* e ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

O nitrogénio é um nutriente bastante movel na planta, sendo essencial
para a producdo de aminoacidos, proteinas, horménios de crescimento e
fitoalexinas (HUBER, 1980). Os maiores teores de nitrogénio, fésforo, potassio,
célcio, magnésio e enxofre foram obtidos quando se utilizou a concentracdo de
10,9 g de osmocote®.L™, tanto nos substratos plantmax florestal® (P) e
plantmax florestal® + vermiculita (Figura 14).

De acordo com o esperado, o teor de nitrogénio (g.Kg™) nas folhas
aumentou, com a elevagdo das concentragbes de osmocote® adicionado aos
substratos, atingindo os teores de 34,44 g.Kg™ e 33,43 g.Kg™, respectivamente.
Segundo Malavolta (1993), teores de 27 a 32 g.Kg', sdo considerados
adequados para plantas adultas de cafeeiro.

Gontijo (2004) trabalhando com producgdo de mudas de cafeeiros obteve
teores de nitrogénio nas folhas variando de 23,2 a 30,7 g.Kg®, enquanto
Guimaraes (1994), encontrou teor foliar médio de N de 39,9 g.Kg™, valor este
superior aos encontrados no presente trabalho.

No presente trabalho pode-se observar que a producdo da matéria seca

da parte aérea e sistema radicular das mudas de cafeeiro foi significativamente
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influenciada pelo aumento das concentragdes do fertilizante de liberagédo lenta —
osmocote. O nitrogénio é um dos nutrientes mais exigidos pelo cafeeiro e resulta
em maior resposta ao bom desenvolvimento e produtividade do cafeeiro, o que
justifica, o maior acimulo de matéria seca nos tratamentos com concentragdes

maiores de Osmocote® (MALAVOLTA et al., 1974).
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Figura 14 Teores foliares de nitrogénio em plantas de cafeeiro cultivadas em

diferentes substratos doses do fertilizante de liberacdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011

O fosforo € um nutriente essencial para o crescimento da planta
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA,1997), entretanto, para mudas de cafeeiro,
as exigéncias de fdésforo no crescimento e no desenvolvimento, quando
comparadas a outros macronutrientes, sdo relativamente pequenas. 1sso
provavelmente explica o fato de que o alto poder de fixacdo do fésforo aos solos
tropicais sdo raramente encontrados sintomas de deficiéncia desse elemento no
campo (MALAVOLTA etal., 1974).

Os teores foliares de fosforo observados na Figura 15 estdo entre 1,12 a

3,01g.kg™?, de acordo com a disponibilidade do fertilizante de liberacdo lenta.
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Braccini (1995) e Rodrigues (1997) encontraram teores de P variando de 1,6 a
2,7 g.kg™ e consideraram adequados para plantas jovens de café com nutricdo
equilibrada.
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Figura 15 Teores foliares de fosforo em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes substratos doses do fertilizante de liberagdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011

Os teores de calcio em folhas de cafeeiro apresentam resposta
quadratica, onde os melhores resultados foram obtidos utilizando-se 10,9g de
osmocote.L™ (Figura 16).

Os teores foliares de célcio observados (8,07 a 10,88 g.kg™) estdo
préximos aos limites considerados ideais por Malavolta (1993), que indica como
adequados para plantas adultas teores entre 1,0 a 1,4 dag.kg™ e Rodrigues (1997)
que encontrou em plantas jovens teores entre 1,1 a 1,9 dag.kg™.

O célcio é um nutriente importante no crescimento e desenvolvimento
das raizes, retencdo de folhas, desenvolvimento das gemas e na formacdo de
proteinas, sendo essencial para a aclimatizacio de mudas de cafeeiro

micropropagadas em condicdes de laboratdrio.
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Figura 16 Teores foliares de célcio em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011

Teores de Magnésio apresentaram uma resposta quadratica em relacédo
as concentracBes do adubo de liberacdo lenta, onde os maiores teores foram
obtidos utilizando 10,9 g de osmocote.L™ (Figura 17).

Braccini (1995) e Rodrigues (1997) obtiveram teores foliares de
magnésio entre 2,7 a 3,8 g.kg® em plantas jovens de café com nutricdo
adequada, resultados semelhantes aos obtidos no presente experimento, onde 0s
teores de magnésio variaram entre 3,72 a 4,40 g.kg'l, sendo consideradas
superiores aquelas apresentadas por Malavolta (1993), que considera adequadas

para o cafeeiro, teores na faixa de 0,27 a 0,36 dag.kg™ para magnésio.
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Figura 17 Teores foliares de nitrogénio em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011

Os teores foliares de Enxofre variaram entre 0,54 a 1,36 g.Kg™ (Figura
18), ficando estes abaixo dos considerados adequados (1,5 a 2,0 g.Kg™) por
Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). Ndo foram encontrados na literatura
referéncias de sua relacdo com o desenvolvimento do cafeeiro, entretanto, 0 S
tem importante funcdo no metabolismo vegetal é incorporado a aminoacidos,
proteinas, enzimas, vitaminas, 6leos aromaticos e ferredoxinas (MARSCHNER,

1995), podendo dessa forma, atuar no desenvolvimento de mudas de cafeeiro.
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Figura 18 Teores foliares de enxofre em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes doses do fertilizante de liberacdo lenta Osmocote®.
Muzambinho, MG, 2011

Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas avaliadas
estdo representados na Tabela 7. Houve efeito significativo para a interacdo
entre 0s substratos e as concentracBes de osmocote® para os teores de boro,

cobre e zinco. Nao houve efeito significativo para os teores de ferro e manganés.

Tabela 7 Anélise de variancia para as caracteristicas teores de boro (B), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). Muzambinho, MG, 2011

Causas de GL Quadrado Médio

Variacdo B Cu Fe Mn Zn
Osmocote 4 21,23** 15,07** 0,062ns 0,0983ns 86,5300**
Substrato 1 0,010ns 0,225** 0,036ns 0,2102ns 2,5452*
Osm.*Sub 4 2,011** 7,522** 0,154ns 0,1108ns 3,3990**
Erro 30 0,297 0,028 0,039 0,0994 0,4941
C.V. (%) 1,11 3,39 0,27 0,26 7,08

* g ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Os teores foliares de boro variaram entre 46,03 a 50,36 mg.Kg™ nas
diferentes concentra¢fes de osmocote® e substratos (Figura 19), ficando estes
nas concentracdes consideradas adequadas (20 a 90 mg.Kg™) por Malavolta,
Vitti e Oliveira (1997).

Na planta, o boro atua na formacdo da parede celular, divisdo celular;
aumento das células e transporte de carboidratos, sendo este responsavel pelo
crescimento do cafeeiro (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

A necessidade da adigcéo de adubos de liberacdo lenta (osmocote® 15-
10-10 + micronutrientes) aos substratos apresenta grande importadncia na
aclimatizacdo de mudas de cafeeiros produzidas in vitro, pois entre 0s
micronutrientes adicionados se encontra o boro, nutriente pouco mdvel na
planta, necessitando de constante suprimento para atender as necessidades do
cafeeiro.
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Figura 19 Teores foliares de boro em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes substratos e doses do fertilizante de liberacdo lenta
osmocote®. Muzambinho, MG, 2011
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Os teores foliares de cobre se encontraram entre 2,6 a 5,8 mg.Kg™
respectivamente entre as doses de 0 a 10,9g de osmocote.L™ (Figura 20). O teor
foliar médio de 7,58 mg.Kg™ encontrado por Guimaraes (1994) situa-se na faixa
critica estabelecida. Gongalves (2005) encontrou de 1,31 a 1,75 mg.Kg™, faixa
critica com teores foliares inferiores aos encontrados no presente trabalho. As
faixas criticas encontradas por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), Matiello
(1997), Mills e Jones Junior (1996), Reuter e Robinson (1988) e Wilson (1985),
para plantas em producéo, variaram de 7 a 50 mg.Kg™.

O cobre atua em varios processos fisioldgicos das plantas, como a
fotossintese, a respiracdo, no metabolismo de proteinas e entra em processo de
ativacdo de resisténcia das plantas (fitoalexitas), apresentando func@es essenciais

no crescimento e desenvolvimento de mudas de cafeeiro (MATIELO, 2007).
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Figura 20 Teores foliares de cobre em plantas de cafeeiro cultivadas em
diferentes substratos e doses do fertilizante de liberacdo lenta
Osmocote®. Muzambinho, MG, 2011
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O zinco € um micronutriente que estd intimamente ligado a &reas de
crescimento da planta, por ser responsavel pela formacdo do acido indol acético,
gue é um hormdnio de crescimento presente nos vegetais.

Os teores foliares de zinco foram influenciados tanto pelos substratos
quanto pelas concentraces de osmocote ®, onde os melhores resultados foram
obtidos na concentracdo de 10,99 de Osmocote.L™, tanto no substrato
plantmax®como no plantmax®-+vermiculita (Figura 20). Os teores de zinco em
folhas de mudas micropropagadas de C. arabica utilizando diferentes substratos
e concentragdes de osmocote® foi entre 25,9 a 55,5 mg.Kg™.

De acordo com Gontijo et al. (2007) que avaliaram em seu experimento
a época utilizada para fazer a associagdo dos niveis de adubacdo com os teores....
foliares de zinco foi exatamente no estadio de 5 pares de folhas verdadeiras, pois
o efeito significativo foi observado apenas nesse estadio de desenvolvimento
com os teores de zinco nas folhas das mudas variaram de 3,66 a 4,67 mg.Kg'l. (0]
maior valor entre os encontrados no limite inferior das faixas para as diferentes
caracteristicas avaliadas foi de 3,68 mg.Kg™ e o menor encontrado no limite
superior das faixas foi de 4,08 mg.Kg™, determinando-se, assim, a faixa critica
dos teores foliares de zinco.

Guimar&es (1994) encontrou um teor medio de 16,94 mg/kg, superior
aos da faixa critica estabelecida no presente trabalho. Goncalves (2005),
trabalhando com mudas produzidas em tubetes, estabeleceu uma faixa de 12,08
a 15,54 mg.Kg™, também com teores superiores aos encontrados neste trabalho.
Malavolta (1993), Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), Matiello (1997), Mills e
Jones Junior (1996) e Wilson (1985) estabeleceram faixas criticas para plantas
em producdo, em que os teores foliares de zinco variaram de 8 a 30 mg.Kg™, ou

seja, inferiores aos encontrados no presente trabalho.
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4 CONCLUSOES

a)

b)

O maior porcentual de conversdo de embriGes cotiledonares em
plantulas € obtido utilizando embrides cotiledonares médios (1,51 —
2,50cm) cultivados no substrato plantmax florestal®.

EmbriBes cotiledonares aclimatizados em substrato composto por
plantmax florestal® e vermiculita apresentam maior porcentagem
de conversdo para plantulas em curva crescente com concentragdes
de 0 a 2,0ml.L™ do bioestimulante Stimulate®.

O fertilizante de liberacdo lenta osmocote® (15-10-10 +
micronutrientes) em dose de 10,9 g.L" proporciona melhor
gualidade de mudas de cafeeiro e exerce efeito positivo sobre as
caracteristicas agrondmicas e nutricionais das mudas de cafeeiros

oriundas de embriogénese somatica.
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