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RESUMO

ALMEIDA, Gustavo Rennd Reis. Comportamento de cafeeiros propagados
via embriogénese somatica. 2007. p 57. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A micropropagacao do cafeeiro permite a multiplicacdo de hibridos e de
gendtipos em segregacdo e reduz de 30 para, aproximadamente, 10 anos, 0
tempo necessario para a obtencdo de novas cultivares de café. Entretanto, esta
técnica ainda ndo estd otimizada para a propagacdo em larga escala de Coffea
arabica L. e o comportamento em condi¢des de campo das plantas produzidas
por este processo ainda € pouco conhecido. Este trabalho objetivou estudar o
comportamento de plantas propagadas via embriogénese somaética indireta.
Foram realizados dois ensaios, comparando-se plantas propagadas por
embriogénese somatica com plantas oriundas de sementes. O primeiro foi
conduzido em casa de vegetagdo, para estudar a morfologia do sistema radicular
e a resposta a falta e ao de excesso de &gua no solo. O segundo ensaio foi
conduzido no campo para avaliar o crescimento vegetativo durante os primeiros
meses pos-plantio. No ensaio em casa de vegetacdo, as plantas propagadas por
embriogénese somatica apresentaram crescimento vegetativo significativamente
maior que as plantas propagadas por semente em massa seca de folhas e de
caule, altura e nimero de nés do ramo ortotropico. A resposta ao excesso ou a
falta de &gua no solo foi semelhante para os dois métodos de propagagdo. No
ensaio de campo, as plantas provenientes de embriogénese somatica
apresentaram maior crescimento vegetativo durante os sete primeiros meses de
cultivo, para todas as caracteristicas avaliadas. Concluiu-se que plantas
propagadas por embriogénese somatica apresentam maior desenvolvimento
vegetativo durante os primeiros meses de cultivo e, mesmo ao excesso ou a falta
de 4gua no solo, que plantas provenientes de sementes.

e Comité Orientador: Rubens José Guimaraes — UFLA (Orientador)



2 ABSTRACT

ALMEIDA, Gustavo Rennd Reis. Performance Of Somatic Embryogenesis
Propagated Coffee Plants. 2007. p.57. (Dissertation — Master in Agronomy/
Crop Science) — University Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Vegetative propagation of coffee by somatic embryogenesis (SE) is an
important tool in genetic breeding programs, as allows the multiplication of
hybrids and segregating genotypes and the reduction of the time required to the
release of new cultivars. However, very few is known about the performance of
SE derived plants in soils with low water availability. This work was conducted
to evaluate the effect of different levels of soil water availability in coffee plants
propagated by SE as compared with plants propagated by seeds. An experiment
was carried out under green house conditions, using a 4x2 factorial treatment
design, with four soil water levels (40%, 70%, 100% e 130% of the field
capacity), and two propagation methods (SE and seeds), using six months old
plants of the Catuai Vermelho IAC 44 cultivar. The following parameters were
evaluated: leaves, stems and roots dry weight, foliar area, height, stem diameter,
root length, number of plagiotropic branches and number of nodes in the
orthotropic branch. It was found that SE propagated plants and seed derived
plants show similar development under conditions of low water availability, and
that the root system of coffee plants propagated by SE is not a limiting factor,
and can even contribute to the growth of the plants during the first months after
planting.

e Guidance Committee: Rubens José Guimardes — UFLA (Adviser)



Capitulo 1

Comportamento de cafeeiros propagados via embriogénese somética



1 INTRODUCAO GERAL

O café é um dos mais importantes produtos agricolas nacionais e possui
também grande expressdo no mercado internacional, trazendo riquezas para o
pais e gerando empregos.

Para se manterem competitivos no mercado e preparados para se
adaptarem as leis trabalhistas, as leis ambientais cada vez mais rigorosas e a
seguranca alimentar, os cafeicultores buscam, cada vez mais, tecnologias que
visem a redugdo de custo, maior rentabilidade e melhoria continua da qualidade
do produto. Assim, busca-se a sustentabilidade cada vez maior no processo,
preservando o meio ambiente e melhorando a qualidade de vida das pessoas que
estdo ligadas, direta ou indiretamente, com a producéo de café.

Na cafeicultura, os trabalhos com o melhoramento genético vém ao
encontro das exigéncias competitivas do setor. A utilizacdo de cultivares de
cafeeiros mais adaptadas as diferentes regides e 0 manejo sustentavel favorece a
reducdo do uso de agrotoxicos, a reducdo de perdas nas producles e garantem
melhor rentabilidade para os produtores. Por outro lado, o periodo para o
desenvolvimento de genotipos superiores de café é longo e trabalhoso, pois, para
a obtencdo de uma cultivar com caracteristicas agronémicas desejaveis e com
pouca segregacdo genética, sdo necessarios cerca de 30 anos. A reducdo deste
tempo ou meios para a substituicdo deste processo sempre foi um desafio para a
ciéncia.

Genotipos de Coffea canephora sdo propagados vegetativamente por
meio de estacas. Isto é possivel porque esta espécie possui caracteristicas
agrondmicas com maior volume de brotagdes, das quais séo retiradas as estacas.

Por outro lado, a clonagem por estacas € menos aplicada para C. arabica, que



possui um baixo volume de brotacdes, dificultando o uso desta tecnologia de
propagacéo.

A propagacéo vegetativa in vitro, ou micropropagacdo tem se mostrado
bastante Gtil para auxiliar no trabalho de melhoramento genético de C. arabica.
Esta técnica possibilita a multiplicacdo em larga escala de plantas matrizes com
caracteristicas de grande interesse agrondémico, tais como boa produtividade,
tolerancia ao estresse hidrico, resisténcia a pragas e doengas e excelente vigor,
dentre outras.

A micropropagagdo do cafeeiro pode ser realizada utilizando-se dois
procedimentos: embriogénese somatica direta e indireta. A tecnologia de
embriogénese somatica indireta em cafeeiros, apesar de muito promissora ainda,
suscita davidas quanto ao comportamento das plantas em condic¢Bes de campo,
principalmente em relagdo ao sistema radicular. Outras questfes sdo levantadas,
como, por exemplo, a possibilidade de variacdo somaclonal devido ao longo
tempo in vitro, a longevidade e possiveis variacbes no desenvolvimento destas
plantas no campo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a resposta de plantas
propagadas via embriogénese somaética ao estresse hidrico, a morfologia do
sistema radicular e o crescimento vegetativo durante os primeiros meses pés-

plantio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais

As espécies Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre sdo as Unicas
cultivadas em grande escala nas diversas regibes cafeeiras do mundo e
representam praticamente 100% de todo o café comercializado. O café arabica
participa com cerca de 70% da producdo mundial e o café robusta, com 30%
(Matiello et al., 2005).

O café é o segundo maior gerador de divisas no mundo, perdendo
apenas para o mercado do petroleo. Gera, anualmente, de 12 a 13 bilhdes de
dolares, com a exportagdo de, aproximadamente, 60 milhGes de sacas
(Guimarées et al., 2002).

A cultura que mais se desenvolveu nas regides tropicais é o café,
produzindo riquezas, gerando empregos, fixando o homem no campo e
contribuindo, de forma decisiva, para elevar o nivel social das populagdes rurais.
O estado de Minas Gerais responde por mais de 50% da produgdo nacional,
sendo a regido Sul de Minas responsavel por 25% da producdo nacional, ou 50%
da producéo do estado (FAEMG, 1996).

A espécie C. arabica L. é originaria do sudoeste da Etidpia, sudeste do
Sudao e norte do Quénia, em uma regido restrita e marginal as demais espécies,
entre 1.000 a 3.000 m de altitude (Carvalho, 1946). Possui mais de 40 mutantes
e muitas variedades. E tetraploide, autofértil, ocorrendo de 10% a 12% de
fecundacdo cruzada. O caule Unico da origem a folhas, ramos plagiotrépicos e,
em determinadas situacbes, a outros ramos ortotropicos. Os ramos
plagiotrdpicos, por sua vez ddo origem a folhas e ramos plagiotropicos
secundarios, terciarios ou de maior ordem, que originardo as flores e,

consequentemente, os frutos. As folhas tém coloragdo verde-escura, sdo elipticas



e possuem laminas brilhantes e doméaceas visiveis. Quando maduros, os frutos
sdo drupas amareladas ou avermelhadas, possuindo superficie lisa, exocarpo
delgado, mesocarpo carnoso e endocarpo fibroso. O endosperma possui uma
pelicula prateada e, na base, aloja-se o embrido (Graner & Godoy Junior, 1967).
Possui 44 cromossomos e a taxa de fecundagdo cruzada é de, aproximadamente,
10%, o que é considerado, no melhoramento genético, como uma espécie
autégama. Por esta razdo, o melhoramento do café ardbica tem por base a
obtenc&o de linhagens puras por selecdo genealdgica depois da recombinacdo de
caracteres aportados pelos pais (Berthouly, 2000).

A espécie Coffea canephora Pierre tem origem em uma extensdo
geografica bastante ampla, nas regifes ocidental, centro-tropical e subtropical do
continente africano, em altitudes de até 1.300 metros e precipitacdes entre 1.500
e 2.000 mm anuais. E uma espécie dipl6ide com 22 cromossomos, que apresenta
incompatibilidade gametofitica, multiplicando-se por fecundag&o cruzada, sendo
a polinizacdo realizada principalmente pelo vento. Atualmente, se distribui
amplamente pelo continente africano e em algumas regides da América,
caracterizadas por menores altitudes e temperaturas mais elevadas, com média
anual de 22° a 26°C (Mendes & Guimardes, 1998). No Brasil, a espécie C.
canephora é cultivada em maior escala no estado do Espirito Santo, sendo
utilizada, principalmente, a cultivar Conilon. (Guimaraes et al., 2002).

O café é um produto bem antigo no Brasil. Sua introducéo foi realizada
em 1727, quando o sargento Francisco Mello Palheta introduziu uma pequena
guantidade de sementes e mudas da cultivar Tipica na regido norte do pais, mais
precisamente em Belém, no estado do Para. Posteriormente, em 1845, foi
introduzida a cultivar Bourbon Vermelho e, em 1850, a cultivar Sumatra
(Carvalho, 1946).

Carvalho (2005) relata que os trabalhos de melhoramento genético do

cafeeiro tiveram inicio no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), na década



de 1930. A partir do inicio da década de 1940, grandes avancos foram obtidos
pelo programa de melhoramento genético desta instituicdo. Nas décadas de 1940
e 1950, com a selecdo da cultivar Mundo Novo e, posteriormente, nas décadas
de 1950 e 1960, com a obtencdo da cultivar Catuai, a cafeicultura brasileira
tornou-se mais eficiente e competitiva. Com os trabalhos de melhoramento no
Brasil, executados até os dias atuais, foram obtidos ganhos consideraveis em
produtividade, possibilitando um aumento de producdo de cerca de 295% em
relagdo & cultivar Tipica. Atualmente, existem mais de 100 cultivares registradas
no Registro Nacional de Cultivares (RNC) de C. arabica L. e C. canephora

Pierre adaptadas para diferentes condi¢Ges ambientais.

2.2 Propagacéao vegetativa

No cafeeiro, a propagacdo vegetativa € praticada, principalmente, em C.
canephora Pierre, devido a dificuldade de reprodugdo uniforme por via sexuada.
Em C. arabica L., a multiplicacdo é menos utilizada (Berthouly, 2000). A
dificuldade de estabelecimento de um protocolo para a propagacéo vegetativa in
vivo de C. arabica pode estar relacionada a variabilidade de respostas
encontradas para as diferentes cultivares, com relacdo aos fatores que afetam o
enraizamento (Carvalho, 2005).

A propagacédo vegetativa via enraizamento de estacas de C. arabica L.
justifica-se pela possibilidade de exploracdo comercial de genotipos com alta
producdo, resisténcia a pragas e doencas e outras caracteristicas desejaveis
(Sondahl et al., 2000) e, mesmo, para a manutencdo de materiais de interesse
ainda em heterozigose, servindo como instrumento auxiliar em programas de
melhoramento (Martins, 1985).

A capacidade de enraizamento e a qualidade e a quantidade de raizes nas
estacas propagadas vegetativamente variam entre espécies e cultivares,

condigdes ambientais e condigdo interna da propria planta. Estes fatores tém sido



amplamente discutidos por autores como Carlson (1966); Cheffins & Howard
(1982) e Couvillon & Erez (1980).

Outra forma de propagacdo vegetativa € a cultura de tecidos vegetais,
gue compreende um conjunto de técnicas na qual um explante (célula, tecido ou
0rgdo) é isolado e cultivado sob condicBGes de assepsia, em um meio nutritivo
artificial. Estas culturas sdo tratadas adequadamente por meio de um balanco
nutricional e hormonal, sob condi¢des ambientais controladas. O principio
basico da cultura de tecidos é a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer
célula no organismo vegetal contém toda a informagdo genética necesséria a
regeneracdo de uma planta completa e com constitui¢do idéntica a planta matriz
(Pasqual, 2001).

Para Andrade (1998), a cultura de tecidos vegetais é uma técnica
vantajosa quando aplicada em variedades melhoradas que possuem pouco
material e necessitam ser propagadas em curto espaco de tempo e em grande
escala. Ela é sendo importante, principalmente, para as culturas de ciclo longo,
podendo ser uma técnica complementar aos métodos convencionais de
melhoramento geneético. Pereira (2005) relata que, por meio de técnicas como
cultura de embrides, de anteras, de células somaticas e de manipulacdo genética
in vitro, tém-se resultados promissores na obtencdo mais rapida de gendtipos

superiores.

2.3 Embriogénese somatica

A técnica de cultura de tecidos em cafeeiro teve como pioneiros 0s
trabalhos de Staritsky (1970), que descreveu a inducdo de embriGes somaticos e
plantulas oriundas de ramos ortotrépicos de C. canephora. Estudos tém sido
realizados no intuito de desenvolver o melhor meio de cultura, aumentar a taxa
de multiplicacdo e os melhores protocolos com as doses ideais para 0S

reguladores de crescimento, incluindo C. arabica (Ribeiro, 2001).



Para Maciel (2001), dentro das aplicacbes da micropropagacdo de
plantas, destaca-se a embriogénese somaética, apresentando grande potencial a
ser explorado, capaz de maximizar a propagacdo do cafeeiro, tanto de cultivares
ja recomendadas para plantio como de hibridos oriundos de programa de
melhoramento genético convencional que ainda demandam tempo para serem
disponibilizados no mercado.

Existem os métodos direto e indireto para o desenvolvimento de
embrides via embriogénese somatica. A embriogénese somatica direta consiste
na formacdo dos embrides somaticos diretamente de tecidos matrizes, sem a
formacgdo de estagios intermediarios de calos. Por outro lado, na embriogénese
somatica indireta, os embrides somaticos se formam a partir de um calo, que
apresenta células em diferentes estagios de diferenciagdo. Em ambos os
métodos, 0 embrido somatico segue a mesma sequiéncia de desenvolvimento do
embrido zig6tico, ou seja, a passagem pelos estadios globular, torpedo e
cotiledonar (Guerra et al., 1999).

Diversos trabalhos foram realizados utilizando a cultura de tecidos para
a propagacdao de cultivares comerciais de café, no intuito de aumentar a taxa de
multiplicagdo. Foram estudados tipos de meio de cultura, relagdo ideal entre
reguladores de crescimento, regeneracao de plantas por meio de neoformacéo de
gemas, de seccdo de entrends verdes, de ramos ortotropicos e por inducdo de
embriogénese somaética a partir de explantes foliares (Andrade, 1998; Bandel et
al., 1975; Boxtel & Berthouly, 1996; Cordeiro, 1999; Custer et al., 1980; De
Pena, 1983; Dublin, 1980; Herman & Hass, 1975; Lanaud, 1981; Maciel, 2001;
Pereira, 2005; Puerson et al., 1983; Resende, 2005; Ribeiro, 2001; Sondahl &
Sharp, 1977; Sondahl, 1978; Sondahl et al, 1984; Sondahl et al., 1991; Sreenath,
2000; Teixeira et al., 2005).

Na embriogénese somatica, normalmente, sdo empregados, pelo menos,

dois meios de cultura. O primeiro € utilizado para a inducdo da embriogénese



somatica, enquanto o segundo meio permite o desenvolvimento dos embrides
somaéticos (Guerra et al., 1999). 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 inducdo da embriogénese somatica em
explantes vegetais, assim com a multiplicacdo e o crescimento de plantulas, é
bastante dependente da composicdo dos nutrientes minerais no meio de cultura
(Monteiro-Hara, 2000).

Segundo Sondahl & Sharp (1977), no processo de embriogénese
somatica indireta em cafeeiro, os embrides surgem de calos primarios ndo
diferenciados, os quais sdo de cor marrom, globulares e compactas, ficando
situados nos bordos dos explantes e sdo observados em, no méaximo, 20
embrides/explante. Os embriGes surgem também de calos secundérios
embriogénicos fridveis, que originam cerca de 100 a 300 embrides/explante,
quando cultivados em meio de cultura semi-solido.

Apos a formagdo de embrides somaticos globulares, passa-se para uma
nova fase de desenvolvimento de embrides. Biorreatores podem ser empregados
para a producdo em larga escala das culturas nesta nova fase. Esses pro-
embrides sdo estimulados a prosseguir seu desenvolvimento pela retirada das
auxinas no meio, inclusdo de ABA, citocininas e agentes que promovam estresse
osmotico. Nesta fase, as culturas sdo mantidas em condicdo de luminosidade e
ocorre a maturacdo dos embrides somaticos, que podem ser convertidos em
plantas ou, entdo, encapsulados para a obtencdo de sementes sintéticas (Guerra
etal., 1999).

O processo de aclimatizagdo representa uma etapa importante na cultura
de tecidos, sendo um fator limitante no processo de micropropagacao
(Grattapaglia & Machado, 1990). Este processo consiste na retirada e
transferéncia das plantulas do meio de cultivo in vitro para outro tipo de

substrato e ambiente, promovendo uma adaptacdo gradativa (Moreira, 2001).



Segundo Catunda (2004), o processo de aclimatizacdo é crucial para a
obtencdo de mudas de alta qualidade provenientes da cultura de tecidos. A
otimizacdo neste processo envolve o suprimento adequado de nutrientes, o uso
de substratos adequados, a utilizacdo de substancias reguladoras de crescimento
e o controle do ambiente de cultivo, entre outros cuidados.

O estresse hidrico das plantulas é, geralmente, o maior problema
encontrado no transplantio. Embora as plantulas sejam aparentemente perfeitas,
elas apresentam uma série de deficiéncias anatdmicas, induzidas pela condicdo
in vitro, que dificultam o controle da transpira¢do e ocasionam répida perda de
dgua. Entre as deficiéncias podem ser citadas: pequena formacgdo de ceras
epicuticulares e baixa funcionalidade dos estdmatos sob condigdo de baixa
umidade relativa do ar (Sutter, 1988); aumento na densidade estomatica
(Wetzstein & Sommer, 1982); localizacdo mais superficial dos estbmatos na
epiderme da folha (Capellades et al., 1990); reduzida diferenciagdo dos
mesofilos das folhas e alta proporcéo de espagos intercelulares (Capellades et
al., 1990; Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997); deficiente conex@o entre o
sistema vascular do caule e raizes (Grout & Aston, 1977); raizes sdo, de modo
geral, quebradicas, pouco funcionais na absor¢cdo de nutrientes e,
freqientemente, morrem ao serem transferidas para o solo (Grout & Aston,
1977; George, 1996; Leite, 1995; Zimmerman, 1981). Entretanto, alguns autores
comprovam a eficiéncia do sistema radicular formado in vitro e a sobrevivéncia
apos a transferéncia para as condi¢cdes ex vitro (Carvalho, 1997; Diaz-Pérez et
al., 1995; Hicks, 1987; Sutter & Luza, 1993).

2.4 Sistema radicular do cafeeiro
A capacidade de absorcdo de &gua pelo sistema radicular € um dos
fatores determinantes da produtividade do cafeeiro. A reposicdo da &gua

transpirada pela copa é vital para a manutencdo da turgescéncia do ramo, folhas
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e frutos, permitindo que ocorram os varios processos metabdlicos relacionados
direta ou indiretamente, com o crescimento e o desenvolvimento. Por outro lado,
o fluxo continuo de agua, desde as extremidades das raizes até os terminais dos
ramos via xilema, possibilita a translocacdo dos sais minerais absorvidos do solo
e de varios metabdlicos (glutamina e asparagina) e alguns hormdnios (giberelina
e citocinina), produzidos pelas préprias raizes, 0s quais sdo indispensaveis para
o funcionamento normal da planta, incluindo o crescimento de gemas e frutos e
a retencdo de folhas e clorofila (Kumar, 1979).

As raizes sdo centros obrigatérios de importacdo de fotoassimilados
(drenos), armazenando o produto da fotossintese quando o consumo da planta é
menor que a producdo. Grandes prejuizos aos cafeeiros podem ocorrer na
situacdo inversa, ou seja, quando a producédo de fotoassimilados € menor que o
consumo da planta, pois as raizes tém menor forca de dreno que as folhas novas
e frutos, podendo ocorrer paralisagdo do crescimento e, até mesmo, a morte do
sistema radicular (Rena & Maestri, 1986).

A ndo eficiéncia do sistema radicular ocasionara, nas plantas, déficits
hidricos, afetando praticamente qualquer aspecto do crescimento das plantas,
inclusive a anatomia, a morfologia, a fisiologia e a bioguimica. O tamanho da
planta é reduzido por uma diminuigdo do crescimento celular e a fotossintese,
pela diminuicdo da area foliar, pelo fechamento estomatico e por danos no
aparelho fotossintético (Benincasa & Leite, 2002).

Nutman (1933) descreve o sistema radicular do cafeeiro com as
seguintes caracteristicas morfoldgicas e estruturais: (1) raiz pivotante: raiz curta
e grossa, freqlientemente multipla, terminando abruptamente e raramente
estendendo-se além de 45cm abaixo da superficie do solo. Por esta razdo, ndo se
pode afirmar que o cafeeiro possua uma raiz pivotante tipica e, sim,
pseudopivotante. Mudas mal formadas podem ocasionar defeitos nesse tipo de

raiz, chegando ao extremo de levar a planta a morte. A poda dréastica dessa raiz,
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durante a operagdo de repicagem de mudas ou, mesmo, durante o plantio, pode
causar uma bifurcacdo, fazendo com que o desenvolvimento do sistema
radicular seja prejudicado (Guimardes et al., 2002). Consequentemente, menor
sera a capacidade de absorcdo de nutrientes e a resisténcia a seca. Lavouras
plantadas com sistemas radiculares comprometidos com “garfo” ou “pido torto”
apresentam morte acentuada de plantas apds a primeira producdo, quando o
sistema radicular é exigido e ndo suporta a carga pendente (Rena & Maestri,
1986); (2) raizes axiais: tém crescimento vertical descendente abaixo do tronco,
em numero de quatro a oito; sdo, geralmente, originadas de ramifica¢fes da
pivotante, alcancando profundidades de 2,5 a 3,0 metros, ramificando-se em
todas as direcGes e em todas as profundidades; (3) raizes da placa superficial:
crescem mais ou menos de forma paralela a superficie do solo, até distancias de
1,3m a 2,0m do tronco, em geral ramificando-se horizontalmente, mas, podendo
também se ramificar em outras dire¢des e (4) raizes laterais fora da placa
superficial: sdo, em geral, de origem mais profunda que as anteriores,
ramificando-se uniformemente no solo e tornando-se verticais (Nutman, 1933).

Guiscafré et al. (1938) descreveram, em seu trabalho, que 94% das
raizes do cafeeiro se encontram nos primeiros 30 cm de profundidade e
praticamente 100% de todo o sistema radicular estd nos primeiros 60 cm. Apés
este trabalho, os valores foram ajustados por outros autores, mas sempre
concordando que o cafeeiro é uma planta de sistema radicular superficial (Bull,
1963; Castro, 1960; Del Rio et al, 1961; Franco & Inforzato, 1946; Garriz, 1978;
Huxley et al., 1974; Huxley & Turk, 1976; Inforzato & Reis, 1974; Matiello &
Souza Dantas, 1987; Nick et al., 1994; Rodrigues et al., 1996). Entretanto,
DaMatta (2004) considera que, para que a planta de café seja adaptada a seca,
seu sistema radicular deve ser profundo e vigoroso e, para conseguir boas
producdes, além de ser profundo, deve ter raizes em abundancia e bem
ramificadas (Matiello et al, 2005; Trench, 1934; Wellman, 1961).
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1 RESUMO

ALMEIDA, Gustavo Rennd Reis. Comportamento de cafeeiros propagados
via embriogénese somatica em diferentes niveis de agua no solo. 2007. p. 21-
39. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

A propagacdo vegetativa do cafeeiro via embriogénese somética (ES) é uma
ferramenta auxiliar muito importante em programas de melhoramento genético,
pois permite a multiplicacdo de hibridos e de gendétipos segregantes de alto valor
agrondmico e possibilita reduzir, consideravelmente, o tempo necessario para o
lancamento de novas cultivares. Todavia, existem poucos estudos sobre o
comportamento de plantas obtidas por ES sob condices de baixa
disponibilidade de agua no solo. Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito de
diferentes niveis de &gua disponivel no solo em cafeeiros propagados via
embriogénese somatica, em comparacdo com cafeeiros propagados por
sementes. Instalou-se um ensaio, em casa de vegetacdo, em esquema fatorial
4x2, sendo quatro niveis de agua disponivel no solo (40%, 70%, 100% e 130%
da capacidade de campo) e dois métodos de propagacao (embriogénese somatica
e semente), utilizando-se mudas de seis meses de idade da cultivar Catuai
Vermelho IAC 44. Foram avaliados a massa seca das folhas, do caule e das
raizes, a area foliar, a altura, o didmetro do caule, o comprimento radicular, os
nameros de ramos plagiotrépicos e o nimero de ndés do ramo ortotrépico.
Concluiu-se que tanto as plantas propagadas por embriogénese somatica quanto
as por semente apresentam desenvolvimento semelhante em condi¢cfes de baixa
disponibilidade de agua no solo, e que o sistema radicular de cafeeiros
propagados via embriogénese somatica ndo limita, e pode até colaborar, para um
maior desenvolvimento das plantas na fase inicial da cultura.

* Comité Orientador: Rubens José Guimardes — UFLA (Orientador)
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2 ABSTRACT

ALMEIDA, Gustavo Rennd Reis. Performance of Somatic embryogenesis
propagated coffee plants under different levels of soil water. 2007. p. 21-39.
Dissertation (Master in Agronomy/ Crop Science) — University Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Coffee micropropagation allows the multiplication of hybrids and segregating
genotypes, and reduces from 30 to nearly 10 years, the time required to obtain
new coffee cultivars. However, this technique is not yet ready for Coffea arabica
L. large scale propagation and the field performance of plants produced through
this process is not well known. This work aimed to study the behavior of plants
propagated by indirect somatic embryogenesis. Two assays were carried out to
compare vegetative propagated plants with seed derived plants. The first one
studied radicular system morphology and plant response to water restrain and
water excess. The second one was conducted in field conditions to evaluate the
post-planting vegetative growth. In the greenhouse assay the vegetative
propagated plants had higher vegetative growth than seed propagated plants in
the following parameters: leaf and stem dry weight, plant height and number of
orthotropic branches. There was no difference between the two propagation
methods for the response to water stress. In the field trial the vegetative
propagated plants showed higher vegetative growth during the first seven
months for all the parameters evaluated. It was concluded that somatic
embryogenesis propagated plants have better vegetative growth during the first
seven months in the field and a similar response to plants obtained from seeds in
water deficiency and water excess conditions.

* Guidance Committee: Rubens José Guimardes — UFLA (Adviser)
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3 INTRODUCAO

A propagacdo vegetativa € uma importante ferramenta auxiliar para o
melhoramento genético do cafeeiro, pois permite o desenvolvimento de
cultivares clonais. Estas apresentam caracteristicas idénticas as da planta matriz,
partindo-se de um explante que consiste, na maioria das vezes, em tecidos
foliares, para 0 caso em propagacdo via embriogénese somatica e estacas do
ramo ortotropico, para o0 caso de propagacdo por estaquia, que é muito usada
para a propagacéo de Coffea canephora.

Estudos realizados por Nutman (1933) caracterizaram de forma
morfoldgica o sistema radicular do cafeeiro produzido a partir de sementes. Este
autor constatou que, na maioria das vezes, este sistema consiste de uma raiz
pivotante, freqlientemente mdltipla, a maioria emite véarias outras raizes, uma
dando origem as outras (raizes axiais, verticais, laterais e absorventes). Plantas
propagadas vegetativamente ndo se enquadram nesta descri¢do, pois se observa
a auséncia de predominancia da raiz pivotante, existindo raizes laterais e axiais
partindo do colo da planta, desenvolvendo e prevalecendo em grande quantidade
da parte superficial do solo.

O sistema radicular diferente de plantas provenientes de propagagéo
vegetativa suscita ddvidas sobre o comportamento destas plantas em condic¢des
adversas no campo, principalmente em condicdes de déficit hidrico. Sabe-se que
raizes mais profundas no solo captam melhor agua, em que a disponibilidade é
maior. Raizes superficiais ficam sujeitas a desidratacdo, devido a periodos de
secas severos e prolongados, chegando a ocasionar até a morte, principalmente
de raizes mais finas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes niveis de &gua disponivel no solo em cafeeiros propagados via

embriogénese somatica, em comparacao a cafeeiros propagados por sementes.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetagdo na Fazenda
Experimental de Varginha do MAPA/Fundacdo Procafé, no periodo de maio a
setembro de 2006. Foram utilizados vasos plasticos com a capacidade de 11
litros e, em cada um deles, foram colocados nove litros de substrato padréo para
a producdo de mudas de cafeeiro (Guimaraes et al., 1999). No fundo dos vasos
foram colocados um litro de brita n° 2 e um litro de areia fina para facilitar a
drenagem, que era feita por uma mangueira inserida no fundo de cada vaso. As
mangueiras foram conectadas a recipientes plasticos, dos quais a dgua drenada
era armazenada para que, na ocasido da proxima reposicao de agua, essa fosse
utilizada, evitando-se perdas de nutrientes lixiviados.

Depois de instalado o experimento nas bancadas da casa de vegetacdo,
0s vasos com as plantas foram constantemente irrigados de forma homogénea,
durante 30 dias, para facilitar o “pegamento” das mudas. Teve-se o cuidado de
se reaproveitar a agua drenada nas reposicOes seguintes.

Apos o “pegamento das mudas”, o ensaio foi instalado em delineamento
de blocos casualizados, em esquema fatorial de 4x2, sendo quatro niveis de
reposicdo de agua (40%, 70%, 100% e 130% da agua disponivel no solo) e dois
tipos de propagagdo da cultivar Catuai Vermelho IAC 44 (via embriogénese
somatica e via semente). O experimento foi instalado utilizando-se trés vasos por
parcela, e cada vaso possuia uma planta. Foram utilizadas quatro repeticdes,
perfazendo um total de 32 parcelas e 96 plantas. O turno de rega foi feito a cada
trés dias, para a reposi¢cdo de dgua nos vasos, durante trés meses.

Para se calcular a quantidade de dgua que deveria ser reposta, foram
distribuidos, nas bancadas, dois vasos por repeticdo (denominados vasos teste), a
fim de se determinar a quantidade de dgua necessaria para atingir 100% de agua

disponivel no solo. Mesmo se tratando de um ensaio conduzido em casa de
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vegetagdo, as condi¢Oes internas do ambiente ndo eram homogéneas,
necessitando, portanto, de calculo da quantidade de &gua a ser reposta por
repeticdo (vasos teste). O calculo da quantidade de agua necessaria para 100%
da &gua disponivel por repeticdo foi feito colocando-se a cada turno de rega, nos
vasos teste, uma quantidade conhecida de dgua para, ap6s quatro horas (tempo
suficiente para drenagem da dgua nédo retida no solo), medir-se a quantidade
drenada para célculo da quantidade de dgua que ficou retida no solo, sendo este
valor o correspondente ao tratamento com 100%. Tendo-se este valor, calculava-
se proporcionalmente aos tratamentos 40%, 70% e 130% (Adaptado de Oliveira,
2003).

As plantas de Catuai Vermelho IAC 44 propagadas via embriogénese
somatica indireta foram cedidas, ainda in vitro, pelo Dr. Jodo Batista Teixeira,
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. As plantulas
foram transplantadas para saquinhos plasticos com dimensfes de 11 x 20cm,
preenchidos, nos dois tercos inferiores, com substrato padrdo, para a producéo
de mudas (Guimardes et al., 1999) e no terco superior com areia de rio,
favorecendo o desenvolvimento inicial das raizes. Apds esta etapa, as plantulas,
ja no saquinho, foram levadas para casa de vegetacdo com circulacdo forcada de
ar, com umidade relativa do ar de 100% e temperatura de 23°C, permanecendo
neste local durante 30 dias. A seguir, as mudas foram colocadas sob sombrite
50%, por um periodo de 15 dias e, depois, por mais 15 dias a pleno sol, sendo,
posteriormente, levadas a campo.

As plantas de Catuai Vermelho IAC 44 propagadas via semente foram
adquiridas na Fazenda Experimental da Epamig da cidade de Machado, MG,
onde foram selecionadas com a preocupacao de estarem com 0 mesmo porte das
plantas propagadas via embriogénese somaticas indireta.

Na avaliacéo do ensaio, foram feitas apenas avalia¢Oes finais destrutivas

das plantas de cafeeiros, apds trés meses de aplicacdo dos tratamentos.
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Avaliaram-se a massa seca de folhas (MSF), a massa seca de caules (MSC) e a
massa seca de raizes (MSR), utilizando-se uma balanca de precisdo (gramas). A
area foliar (ARF) foi avaliada multiplicando-se o comprimento (cm) pela maior
largura (cm) de todas as folhas e, em seguida, multiplicando-se pelo fator de
corre¢do para café arabica de 0,667 (Gomide et al., 1977). A altura das plantas
(ALT) foi medida com uma régua graduada (cm), a partir do colo da planta até o
meristema apical. Para o didmetro do caule (DCA), usou-se um paquimetro
(mm) na altura do colo. O comprimento radicular (COR) foi medido, com uma
régua graduada (cm), do colo das plantas até o término da raiz mais longa.
Foram avaliados também o namero ramos plagiotropicos primarios (NRP),
tomados a partir do primeiro né do ramo ortotrdpico e o nimero de nés do ramo
ortotrépico (NNO), contando-se a partir da colo até o apice da planta.

Os dados avaliados foram submetidos a anélise de variancia por meio do
programa estatistico Sisvar versdo 4.3 (Ferreira, 2000). Houve transformagcao de
dados para MSF, sendo utilizada transformacdo de raiz quadrada e, para as
variaveis respostas ARF e NRP, transformacdo logaritmica. Para as variaveis
significativas pelo teste de F, foi utilizado o teste de Scott Knott. Os dados que
apresentaram diferenca significativa para os niveis de reposi¢do de dgua foram

submetidos a regressoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ndo foram observadas interacbes significativas entre o método de
propagacdo e os niveis de reposi¢do de agua para nenhuma das caracteristicas
avaliadas (Tabela 1).

Ao avaliar o efeito isolado dos métodos de propagacdo e dos niveis de
reposicdo de agua no solo, foram encontradas diferencas significativas, pelo
teste de F, a 1% e 5% de probabilidade (Tabela 1), para: a) massa seca de folhas,
tanto entre tipos de propagacao (embriogénese somatica e sementes) quanto para
niveis de reposicdo de &gua; b) massa seca de caule, houve diferenga
significativa apenas para os métodos de propagacdo; c) area foliar, houve efeito
significativo apenas para os niveis de reposi¢do de &gua; d) altura, houve efeito
significativo, tanto entre tipos de propagacdo quanto para niveis de reposicdo de
agua; e) nimero de ramos plagiotrdpicos, houve efeito significativo apenas para
0s niveis de reposicdo de agua; f) o nmero de ndés no ramo ortotrépico, houve
efeito significativo apenas para métodos de propagacao.

Plantas propagadas via embriogénese somatica apresentam um sistema
radicular diferente de plantas propagadas via sementes. Nutman (1933) descreve
o sistema radicular do cafeeiro propagado por sementes, denominando-o de raiz
pivotante a raiz curta e grossa, freqlentemente multipla, terminando
abruptamente e raramente estendendo-se além de 45cm abaixo da superficie do
solo. Para as plantas propagadas via embriogénese somatica, observou-se
auséncia da raiz pivotante com predomindncia de raizes laterais com
crescimento no sentido horizontal até cerca de 2-4 cm e, depois, com

crescimento vertical descendente (Figura 1).
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FIGURA 1. Sistema radicular de plantas propagadas por semente (A) e plantas
propagadas por embriogénese somatica (B).

Espera-se, de sistemas radiculares eficazes na busca de &gua e
nutrientes, como o de plantas adaptadas a seca, que sejam freqlientemente
caracterizados como profundos e vigorosos (DaMatta, 2004). Outros autores
afirmam que mudas de cafeeiros mal manejadas na operagdo de repicagem ou,
até mesmo, no plantio, podem apresentar bifurcacdo da raiz principal, impedindo
um bom desenvolvimento do sistema radicular e baixa exploracdo em
profundidade, chegando ao extremo de levar a planta a morte na fase inicial ou
logo na primeira produgdo, ndo suportando a carga pendente (Guimaraes et al.,
2002; Rena & Maestri, 1986). Ha a preocupacédo de que plantas propagadas por

embriogénese somatica possam apresentar problemas de absor¢do da &gua e de
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nutrientes, semelhante ao que ocorre com plantas com sistema radicular
bifurcado.

Analisando-se o sistema radicular das plantas oriundas de embriogénese
somaética e de sementes, constata-se, de acordo com a Tabela 1, que ndo houve
diferenca significativa (pelo teste de F, a 1% e a 5%) nem entre os métodos de
propagacdo nem entre o0s niveis de reposi¢do de agua, quando se avaliaram a
massa seca de raizes e o comprimento do sistema radicular. Tal resultado
sustenta a hipdtese de que os sistemas radiculares de plantas oriundas de
embriogénese somatica podem ser tdo eficazes quanto o de plantas oriundas de
sementes, concordando em parte, com os resultados de Carvalho (2005). Este
autor afirma que as plantas oriundas de estacas (que possuem raizes
morfologicamente semelhantes as de plantas obtidas por embriogénese somatica
quanto a forma) sdo mais vigorosas e com sistema radicular mais abundante.
Também Partelli (2006), comparando plantas de Coffea canephora multiplicadas
por sementes e por estacas, constatou ndo haver diferenga no comprimento do
sistema radicular entre os métodos de propagacdo. Deve-se considerar que
plantas propagadas por estacas possuem sistema radicular diferente de plantas
propagadas por sementes, com auséncia de raiz pivotante e maior nimero de
raizes laterais, & semelhanca do que é observado em plantas propagadas via
embriogénese somatica.

Em relacdo as folhas dos cafeeiros, observa-se, segundo os dados da
Tabela 1, que houve diferenca significativa (pelo teste de F, a 5% de
significancia) entre as massas secas das folhas de plantas propagadas por
embriogénese somatica e sementes, porém, ndo houve diferenca significativa
entre esses métodos de propagacdo, nos resultados de area foliar (Tabela 1). O
maior vigor das folhas das plantas oriundas de embriogénese somatica pdde ser
notado durante a conducdo do experimento, pois apresentavam uma coloracdo

mais escura que plantas propagadas por semente. Carvalho (2005) obteve
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resultado semelhante, ou seja, também constatou um maior vigor de plantas
provenientes de propagacdo vegetativa, no caso estaquia. No referido trabalho,
as plantas multiplicadas por estaquia apresentaram maior nimero de folhas que
permaneceram nas plantas durante e apds o periodo seco, confirmando um maior
vigor nas folhas que o autor atribuiu ao fato de um sistema radicular mais
desenvolvido.

Observa-se, pelo grafico da Figura 2, os resultados de massa seca das
folhas do cafeeiro no desdobramento para os niveis de reposicdo de agua do
solo, apresentando um aumento linear de acordo com o aumento do nivel de
reposicdo de &gua. A cada unidade (%) de disponibilidade de agua no solo, a

massa seca de folhas aumentou em 0,048 gramas.
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FIGURA 2. Massa seca das folhas de cultivar Catuai Vermelho IAC 44
propagadas por embriogénese somatica e por semente em funcéao
de niveis de disponibilidade de 4gua no solo. UFLA, Lavras, MG,
2007.
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TABELA 1. Resumo das analises de variancia, coeficiente de variacdo e médias gerais para massa seca de folhas (MSF),
massa seca do caule (MSC), massa seca do sistema radicular (MSR), area foliar (ARF), altura (ALT),
didmetro de caule (DCA), comprimento da raiz (COR), nimero de ramos plagiotropicos (NRP) e nimero de
noés do ramo ortotrépico (NNO) do ensaio em casa de vegetacdo, para plantas propagadas via embriogénese

somatica e semente sob diferentes niveis de disponibilidade de agua no solo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Fonte de Quadrado médio

variagido g; MSR  COR  MSF' ARF® MSC DCA  ALT NNO NRP?

Bloco 3 12,031** 10,301* 1,023** 0,10** 10,93** 0,0262* 104,95** 6,534** 0,032**
Propagacdo 1 01922 7,2962 0,3933* 0,013 4,812* 0,0034 434,09** 13,74** 0,0114
Niveis 3 0,6234 58969 0,792** 0,08** 15206 0,0093 28,324** 00,1329 0,036**
P*N 3 0,7920 26742 00175 0,0012 13612 0,0023 6,9579  0,2669 0,0076
Erro 21 0,9740 2,5186 0,0688 0,0065 0,6293 0,0047 4,0103 0,5092 0,0046

Total 31
C.V (%) 20,77 5,50 8,53 2,65 18,91 10,29 7,09 6,70 9,74
Média Geral 4,75 28,83 3,08 3,04 4,19 0,67 28,25 10,65 5,33

! _ Para a variavel MSF, foi utilizada a transformagcao raiz quadrada.
2 _ Para as variaveis ARF e NRP, foi utilizada a transformacéo logaritmica.
(*) e (**) significativo, a 5% e 1% de probabilidade, pelo teste F, respectivamente.



No gréafico da Figura 3, observa-se um aumento linear da area foliar de
acordo com o aumento do nivel de reposi¢do de dgua no solo. A cada unidade
(%) de umidade que se aumenta no solo, tanto para plantas propagadas via
embriogénese somatica quanto para as propagadas por semente, hd um aumento

médio de 6,81 cm2 na area foliar das plantas.
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FIGURA 3. Area foliar (cm?) da cultivar Catuai Vermelho IAC 44
propagada por embriogénese somatica e por semente em fungéo dos niveis

de reposicdo de dgua no solo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Houve diferenga significativa entre as massas secas de caules dos
diferentes tipos de propagacéo (teste de F a 5%), tendo as plantas oriundas de
embriogénese somatica apresentado média de 3,19 gramas (Tabela 1), valor
superior & média das plantas oriundas de sementes, com média de 2,97 gramas,
ou seja, 6,9% menor. Para os niveis de reposicdo de adgua no solo, ndo houve
diferenca significativa pelo teste de F (Tabela 1), independentemente do método
de propagacdo. Quanto a caracteristica diametro de caule, ndo houve diferenca

significativa, para métodos de propagacéo nem para niveis de reposi¢do de agua,
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possivelmente devido ao curto espaco de tempo, pois, tratando-se de didmetro de
caule, a variagdo € menor que as demais caracteristicas ao longo do tempo.
Diferentemente do didmetro de caule, a altura das plantas é alterada mais
significativamente ao longo do tempo. Nota-se, pela Tabela 1, que houve
diferenca significativa de altura, tanto para os niveis de disponibilidade de agua
no solo quanto para os métodos de propagacdo. Na Figura 4, tem-se um aumento
linear da altura de plantas, de acordo com a reposi¢cdo de agua no solo. A cada
unidade (%) de umidade no solo aumentada, o cafeeiro cresceu, em altura, 0,047
cm. E comum, em trabalhos que visam a comparacio entre diferentes métodos
de propagacdo de plantas, a aplicacdo de diferentes niveis de reposicdo de agua,
como o utilizado por Oliveira (2003), que comparou plantas enxertadas com
plantas de pé-franco, utilizando niveis de disponibilidade de agua no solo

parecidos ao deste trabalho.
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FIGURA 4. Altura de plantas da cultivar Catuai Vermelho IAC 44 propagada
por embriogénese somatica e por sementes, em funcdo de diferentes

niveis de disponibilidade de 4gua no solo. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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O método de propagacdo que apresentou melhor desenvolvimento em
altura de plantas foi a embriogénese somatica, com 31,94 cm, diferindo da
propagacdo via semente, que obteve 24,57 cm, ou seja, um valor 23,07% menor.
Ao avaliar varios tratamentos comparando plantas provenientes de estacas e
sementes, Carvalho (2005) concluiu que plantas formadas por estacas aos 19
meses apds o plantio obtiveram a maior altura, concordando com o0s resultados
do presente trabalho. Este mesmo autor constatou que plantas propagadas
vegetativamente apresentam maior altura durante a fase inicial de crescimento.

Cafeeiros oriundos de embriogénese somatica (Tabela 1) apresentaram
maior nimero de n6s do ramo ortotropico (11,31 nés) em relagcdo aos oriundos
de propagacdo por sementes (9,99 néds), correspondendo a 11,67% de
superioridade (Teste de F, a 1% de probabilidade). Esse resultado pode ser
indicativo de maiores produtividades iniciais, visto que, se mantida a
superioridade dessa caracteristica durante o crescimento das plantas, serdo
aumentados também o numero de plagiotropicos e, consequentemente, a
produtividade. Resultado semelhante foi obtido na avaliacdo da altura das
plantas e na massa seca de caule.

Mesmo com o0 numero nos dos ramos ortotropicos apresentando
diferencas significativas, o nimero de ramos plagiotropicos entre as plantas
propagadas por embriogénese somatica e sementes ndo foi significativamente
diferente (Tabela 1). Possivelmente, o curto espaco de tempo de experimentacdo
contribuiu para a semelhanca entre os resultados.

Veneziano et al. (2003) constataram correlacdo significativa entre altura
de planta, namero de ramos plagiotropicos e producdo. Quanto maior for o
namero de nds no ramo ortotrdpico, maior serd a emissdo de ramos
plagiotrépicos. No entanto, quando se comparam as plantas provenientes de
propagacdo vegetativa e semeadura em Coffea canephora, ndo é somente a

altura da planta o fator que determina o maior ou menor nimero de pares de
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ramos plagiotropicos. Nas mudas de cafeeiro formadas a partir de semente, a
emissdo dos primeiros ramos plagiotropicos ocorre somente entre o 8° e 10° par
de folhas verdadeiras. Por outro lado, nas plantas propagadas vegetativamente, a
emissdao dos ramos ocorre no inicio do seu desenvolvimento, pelo fato da muda
ser formada a partir do tecido diferenciado fisiologicamente (Braganca et al.,
2001). Esse comportamento é inerente ao metodo de propagacdo assexuada, que
determina uma diminui¢do no periodo de juvenilidade das plantas, apresentando
melhor desenvolvimento desde a fase jovem (Carvalho, 2005; Leopold
&Kriedemann, 1978).
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6 CONCLUSOES

Plantas propagadas por embriogénese somaética e por semente
apresentam desenvolvimento semelhante em condicdes de baixa disponibilidade
de 4gua no solo.

O sistema radicular de cafeeiros propagados via embriogénese somatica
ndo limita, e pode até colaborar, um maior desenvolvimento das plantas na fase
inicial da cultura.
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Capitulo 3

Comportamento, em condic¢Ges de campo, de cafeeiros propagados via

embriogénese somética
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1 RESUMO

ALMEIDA, Gustavo Rennd Reis. Comportamento, em condigdes de campo,
de cafeeiros propagados via embriogénese somdtica. 2007. p. 40-58.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

A técnica da embriogénese somatica indireta (ESI) do cafeeiro
possibilita a multiplicacdo em larga escala de plantas matrizes superiores.
Todavia, apesar de muito promissora, quase ndo se tem relato sobre o
comportamento das plantas em condi¢fes de campo, gerando duvidas sobre a
sua viabilidade em condigdes comercias. O objetivo do presente trabalho foi
comparar o desenvolvimento de plantas propagadas via embriogénese somatica
com o de plantas propagadas por sementes, em condi¢fes de campo. Foi
instalado um ensaio, a fim de avaliar o crescimento vegetativo da cultivar Catuai
Vermelho IAC 44 propagada por ESI e por sementes e de um hibrido
denominado de H427-3-4, também propagado por ESI. As avaliagdes foram
realizadas sete meses ap6s a implantagdo do experimento, na fase de
desenvolvimento inicial das plantas. Plantas de Catuai Vermelho IAC 44
propagadas por embriogénese somatica apresentaram maior crescimento
vegetativo que aquelas propagadas por sementes e que o hibrido H427-3-4,
diferenciando-se significativamente em todas as caracteristicas morfoldgicas
avaliadas. Concluiu-se que, no estabelecimento inicial no campo, plantas de
Catuai Vermelho IAC 44 provenientes de ESI apresentam maior
desenvolvimento que plantas provenientes de sementes e que o hibrido H427-3-
4.

* Comité Orientador: Rubens José Guimardes — UFLA (Orientador)
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2 ABSTRACT

ALMEIDA, Gustavo Renn6 Reis. Field Performance of Somatic
Embryogenesis Propagated Coffee Plants 2007. p. 40-58. Dissertation (Master
in Agronomy/ Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.*

Amongst the various methods of vegetative propagation of coffee, the indirect
somatic embryogenesis (ISE) technique is considered the most suitable because
allows large scale multiplication of outstanding mother plants. However,
although quite promising, there is very few information about field performance
of ESI propagated plants, landing expectations about its commercial viability.
This work aimed to compare the development of ISE propagated coffee plants
with seed derived plants under field conditions. An experiment was conducted to
evaluate the vegetative growth of the cultivar Catuai Vermelho IAC 44
propagated by ISE and by seeds and the hybrid H427-3-4, also propagated by
ISE. The experiment was evaluated seven months after installation when the
plants were 14 months old. ISE propagated plants of Catuai Vermelho IAC 44
showed significant higher growth than those obtained by seeds and than the
hybrid H427-3-4, for all the morphological trait evaluated. It was concluded that
plants of the cultivar Catuai Vermelho IAC 44 produced by ISE have better
development than plants obtained by seeds and than plants of the H427-3-4
hybrid during the 14 months after planting.

* Guidance Committee: Rubens José Guimardes — UFLA (Adviser)
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3 INTRODUCAO

Técnicas de clonagem em cafeeiros vém sendo estudadas e praticadas ao
longo dos anos. A intengdo sempre foi 0 adiantamento do trabalho tradicional de
melhoramento genético do cafeeiro que, por ser muito longo, acaba sendo
oneroso. A técnica mais usada, atualmente, é a propagacdo por estaquia em
cafeeiros da espécie Coffea canephora, a qual possui facilidade de propagacéo e
grande volume de brotacdes, o que ajuda na aplicacéo desta técnica.

Em cafeeiros da espécie Coffea arabica L., ocorre dificuldade de
aplicacdo dessa técnica por possuir pequeno nimero de brotagdes, que é bem
menor quando comparado com C. canephora. Também o sucesso do
melhoramento genético tradicional fez com que a técnica da propagagdo por
estacas ficasse distante do café arabica.

A possibilidade de obter plantas de C. arabica que sejam estaveis nas
caracteristicas agrondmicas desejaveis faz com que os trabalhos de
melhoramento genético tradicionais e a biotecnologia avancem a cada dia. Um
exemplo é a técnica de embriogénese somaética indireta, pela qual cafeeiros do
programa de melhoramento genético que ainda demoram a serem
disponibilizados no mercado possam ser adiantados e maximizados em sua
propagacdo, oferecendo a condicdo comercial de plantas clonadas em larga
escala.

Apesar de a técnica ser muito promissora, quase nao se tem relato sobre
0 comportamento destas plantas em condigdes de campo, gerando dividas sobre
0 manejo aplicado, a longevidade das plantas e as diferengas de plantas
propagadas de forma convencional, ou seja, por sementes. O objetivo do
presente trabalho foi comparar o crescimento, em campo, de plantas propagadas

via embriogénese somatica, com o de plantas propagadas por sementes.
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4 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado, em condic¢do de campo, na Fazenda Experimental
de Varginha do MAPA/Fundacdo Procafé. As mudas de cafeeiro que
compunham os tratamentos foram plantadas em campo no més de janeiro de
2005.

Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados com parcelas
subdivididas no tempo, avaliando-se o comportamento de trés genoétipos de
cafeeiros em sete épocas de avaliacdo. Assim, as parcelas foram constituidas
pelos trés genotipos e as subparcelas de sete avaliagdes. Contou-se com dez
repeticOes, sendo a parcela experimental constituida por sete plantas.

Os gendtipos utilizados foram: a) Catuai Vermelho IAC 44 propagado
via embriogénese somatica indireta; b) o uso do mesmo gendtipo, mas
propagado de forma tradicional, ou seja, via semente; ¢) um hibrido de cafeeiro
denominado H 427-3-4, resultado do cruzamento Catuai Vermelho IAC 44
(Controle da UFV: UFV 2144-260 EL 7) x Hibrido Timor CIFC 2570 (Controle
da UFV: VER 209-2= UFV 439-2) propagadas por via embriogénese somatica
indireta. Este hibrido, selecionado em Patrocinio, MG, foi cedido pelo
pesquisador da Epamig Dr. Antdnio Alves Pereira.

As plantas de Catuai Vermelho IAC 44 propagadas via embriogénese
somética indireta, foram cedidas, ainda in vitro, pelo Dr. Jodo Batista Teixeira,
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF e foram
aclimatadas em Varginha, MG.

O ensaio foi montado no campo no més de janeiro de 2005 e as
avaliacGes foram iniciadas seis meses ap6s a implantacdo, no intuito de que
todas as plantas tivessem uniformidade no campo, pois suas origens eram
diferentes.

As plantas foram avaliadas mensalmente, durante um periodo de sete

meses (junho de 2005 a janeiro de 2006), medindo-se: a) altura das plantas
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(ALT), medida com uma régua graduada (cm), a partir do colo até o meristema
apical; b) didametro do caule (DCA), com auxilio de um paquimetro (mm), na
altura do colo; ¢) nimero de ramos plagiotropicos primarios (NRP), contados a
partir do primeiro né do ramo ortotrépico; d) nimero de nds do primeiro ramo
plagiotrépico (NNP) e €) comprimento do primeiro ramo plagiotrépico (CPP),
medido da inser¢do com o ramo ortotropico até o meristema apical.

Os dados avaliados foram submetidos a analise de varidncia, usando o
software estatistico Sisvar versdo 4.3 (Ferreira, 2000). Para a varidvel resposta
“comprimento do primeiro ramo plagiotropico”, houve transformacéo de dados
(raiz quadrada). As variaveis que apresentaram diferenca significativa, pelo teste

de F, foram submetidas ao teste de Scott Knott e regressdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa, na maioria dos resultados obtidos, para os
gendtipos testados e os periodos de avaliagdo (Tabela 1). Observou-se que, ao
longo do tempo, as plantas dos cafeeiros Catuai Vermelho IAC 44 propagados
via embriogénese somatica e via sementes e ainda o hibrido H 427-3-4, também
propagados por embriogénese somatica apresentaram comportamentos
diferentes. Além de as interacdes entre gendtipos e periodos de avaliacdo terem
sido significativas, também encontraram-se diferencas significativas entre o0s
genotipos, independentemente dos periodos de avaliacdo e entre os periodos, e
dos gendtipos testados, em todas as caracteristicas avaliadas, pelo teste de F, a
1% de probabilidade (Tabela 1).

TABELA 1. Resumo das analises de variancia, coeficiente de variacdo e médias
gerais para altura (ALT), didmetro de caule (DCA), numero de
ramos plagiotropicos (NRP), numero de ndés do primeiro ramo
plagiotropico (NNP) e comprimento do primeiro ramo plagiotrdpico
(CPP) para trés genotipos de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més ap6s
o plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Fonte de Quadrado médio
variacédo G.l. ALT (cm) DCA (cm) NRP NNP CPP(cm)*
Bloco 9 37,41 0,03 9,56 2,55 0,47
Gendtipos 2 1.716,67** 1,93** 868,12**  256,2**  22,64**
Erro (1) 18 25,32 0,02 3,27 1,26 0,21
Periodo 6 3.906,32** 4,59** 915,7**  317,4**  62,24**
P*Periodo 12 9,8** 0,01 2,19** 0,68** 1,00**
Erro (2) 162 2,37 0,01 1,03 0,24 0,02
Total 209
C.V; (%) 16,28 16,02 15,92 19,52 11,80
C.V, (%) 4,88 8,65 8,93 8,53 2,78
Média 30,91 0,95 11,35 5,76 3,87

L. Para a variavel CPP, foi utilizada a transformacéo raiz quadrada
(**) significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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O valor médio para o resultado de altura de plantas, nas sete avaliagdes
realizadas (sete meses), é apresentado na Tabela 2. Nota-se que houve diferenca
significativa no desdobramento da interacdo em todos os periodos avaliadas e
entre os gendtipos de plantas propagadas via embriogénese somaética (Catuai
Vermelho IAC 44 e o hibrido H 427-3-4) e semente. O gendtipo propagado via
embriogénese somatica Catuai Vermelho IAC 44 foi o que apresentou maior
desenvolvimento em altura (Figura 1). O hibrido H 427-3-4, também
proveniente de embriogénese somaética, apresentou um menor crescimento,
provavelmente devido a metodologia usada durante o processo de propagacao

por embriogénese somatica e genética de baixo porte (comunicacao pessoal)*.

TABELA 2. Valores médios de altura de plantas (cm) para cafeeiros propagados
por embriogénese somatica e semente para trés gendétipos de cafeeiros
obtidos do 7° ao 13° més ap0s o plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Meses apds o plantio
VI VIII IX X X1 XIl X

Gendtipos

H427-3-4  1313c 1593c 19,04c 24,20c 29,73c 36,28c  40,77c
Embriogénese
IAC 44
Semente

IAC‘H 21,492 23,8a 27,18a 33,21a 40,18a 48,12a 53,64a
Embriogénese

18,23b 21,35b 24,68b 29,94b 36,21b 43,45b 48,53b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna, para cada variavel resposta, entre si pelo
Teste de Scott Knot, a 5% de probabilidade.

Nota-se que, jA na primeira avaliacdo (Tabela 2), o genotipo Catuai
Vermelho IAC 44 obtido por embriogénese somatica, superava a obtida por
semente em 15,17% e em 38,90% o hibrido H 427-3-4. Na ultima avaliacdo, o
gendtipo Catuai Vermelho IAC 44 obtido por embriogénese, superava a obtida
por semente em 9,53% e em 23,99% H 427-3-4, mantendo uma diferenca

significativa durante todo o periodo de avaliacéo (Tabela 2).

* Carlos Henrique Siqueira de Carvalho, D.Sc., (Embrapa Café) 2007.
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FIGURA 1. Altura média de plantas (cm) de mudas de café propagadas por
embriogénese somaética e semente, para trés gendétipos de cafeeiros.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Richie et al. (1993) compararam o crescimento de plantas de pinheiro
propagadas por estaquia e semente, das quais a primeira possui sistema radicular
diferente, com raizes adventicias em vez de raiz pivotante, a semelhanca do que
é observado com plantas provenientes de embriogénese somatica. Os autores
verificaram que aquelas propagadas por estaquia tiveram maior altura das
plantas e maior volume do sistema radicular do que plantas propagadas por
sementes. Contudo, depois de dois anos no campo, ndo houve relacdo entre o
namero de raizes e o crescimento em altura.

No presente trabalho, também os resultados indicaram que na fase
inicial de desenvolvimento do cafeeiro, a altura de plantas é superior em todos
os periodos avaliados. E possivel que o sistema radicular seja também mais

volumoso porque varios estudos tém mostrado relagdo positiva entre o sistema
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radicular e o subseqiiente crescimento no pds-plantio, em cafeeiros e em outras
culturas (Carvalho, 2005; Foster et al., 1985; Paul et al.; 1993; Pereira, 1991;
Struve et al ., 1984; Ying & Bagley, 1974).

Para didmetro do caule (Tabela 3), houve variacdo significativa para os
gendtipos testados. As plantas de Catuai Vermelho IAC 44 propagadas via
embriogénese somatica apresentaram maior diametro (1,12 cm), representando
uma diferenca superior de 16,07% sobre as plantas propagadas por semente e
29,46% das plantas do hibrido H 427-3-4. Ao longo do periodo experimental,
também encontrou-se diferenca significativa, sendo que a cada més o diametro
do caule aumentava 0,18 cm (Figura 2). A interacdo entre estes fatores
(gendtipos e periodo) teve expressdo nado significativa (Tabela 1), provavelmente

pelo longo tempo necessario para o desenvolvimento do caule de cafeeiros.

TABELA 3. Valores médios de didmetro de caule (cm) para cafeeiros propagados
por embriogénese somética e semente para trés genétipos de cafeeiros
obtidos do 7° ao 13° més apos o plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Gendtipos Média

H 427-3-4 Embriogénese 0,79¢
IAC 44 Semente 0,94b
IAC 44 Embriogénese 1,12 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott Knot, a 5% de
probabilidade.

A maior emissdo de ramos plagiotrépicos foi de Catuai Vermelho IAC
44 propagada via embriogénese somatica, destacando-se significativamente, a
cada més, da mesma cultivar propagada via semente que, por sua vez, também
diferiu do hibrido H 427-3-4 propagado via embriogénese somética. Este Gltimo
emitiu 0 menor nimero de ramos plagiotrépicos (Tabela 4 e Figura 3). Plantas
gue apresentam maior altura tendem a apresentar maior nimero de ramos

plagiotrdpicos, logo, com maior nimero de gemas, podendo influenciar de
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maneira positiva na producdo (Karasawa, 2001). Isto foi confirmado neste
trabalho, em que os resultados demonstraram superioridade em altura ao final
dos sete meses de avaliagéo para o gendétipo Catuai Vermelho IAC 44 propagado
via embriogénese somatica com 9,53%, sobre as plantas propagadas via
semente. Para o nimero de ramos plagiotrépicos, a superioridade foi de 20,76%
no mesmo periodo, confirmando a relacdo de altura com ndmero de ramos
plagiotrdpicos. Dias (2002), avaliando o crescimento vegetativo e a producédo de
25 cultivares de Coffea arabica L., verificou que plantas com maior incremento
em altura tiveram maior producéo, reafirmando a observacdo Karasawa (2001).
1,8
1,6 - [
141 y=0,18x+0,25 R?=0,9391
1,2 A
1

0,8 4
0,6 -

0,4
0,2

0 T T T 1
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FIGURA 2. Diametro de caule (cm) de mudas de café propagadas por
embriogénese somética e semente, para trés gendtipos de
cafeeiros. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Verificou-se diferenca significativa para o numero de nés e
comprimento do primeiro ramo plagiotrépico em todo o periodo avaliado
(Figura 4 e 5), evidenciando o melhor desenvolvimento do primeiro ramo
plagiotropico para o gendtipo Catuai Vermelho IAC 44 propagado via
embriogénese somaética. Este mesmo gendtipo apresentou, no primeiro més de

avaliacdo, uma superioridade de 60,78% no ndmero de ndés do ramo
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plagiotrépico sobre a propagacdo por semente e 82,63% sobre o hibrido H 427-
3-4 (Tabela 5 e 6). No final da avaliacdo (sétimo més), esta superioridade
diminuiu, mas ainda manteve diferenca significativa, tendo a superioridade da
IAC 44 propagado por embriogénese somaética foi sido de 23,97%, sobre as
plantas propagadas por semente e, sobre o hibrido H 427-3-4, de 29,43%. Esta
superioridade pode estar relacionada a um maior volume do sistema radicular do
gendtipo Catuai Vermelho IAC 44 propagada por embriogénese somatica.
Freitas et al. (2000) relacionaram um maior desenvolvimento da parte aérea da
planta com um sistema radicular mais desenvolvido, o que possibilita o
crescimento das raizes até os locais de maior umidade, mantendo uma melhor
absorcao de &gua no solo, mesmo durante o periodo sem precipitacdo. Segundo
Jesus (2004), o sistema radicular de mudas de Coffea arabica cv Acaia,
provenientes de estacas sem o uso de qualquer inducdo para enraizamento,

apresentou superioridade sobre as mudas obtidas por semeadura.

TABELA 4. Valores médios de nimeros de ramos plagiotropicos para cafeeiros
propagados por embriogénese somatica e semente para trés genotipos
de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més ap6s o plantio. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Meses apds o plantio

Genotipos 0,y IX X X Xl X1l

H427-3-4  210c 284c 569c 864c 10,02c 1276c 1587c
Embriogénese

IAC 44
Semente

IAC 44 792a 907a 11,82a 1549a 1790a 2085a 235a
Embriogénese

356b 488b 733b 1099b 13,12b 1587b 18,62h

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna, para cada variavel resposta entre si, pelo Teste de
Scott Knot , a 5% de probabilidade.
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FIGURA 3. NUmeros de ramos plagiotropicos de mudas de café propagadas por
embriogénese somatica e semente para trés gendtipos de cafeeiros
obtidos do 7° ao 13° més apds o plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Karasawa (2001) comenta que plantas que apresentam maior altura
tendem a apresentar maior nimero de ramos plagiotrépicos, logo, com maior
namero de gemas, podendo influenciar de maneira positiva na producéo. Assim,
também o maior comprimento do primeiro ramo plagiotrépico e o nimero maior
de nbs observados nas plantas propagadas via embriogénese somatica podem
significar maiores produtividades das lavouras formadas com esse tipo de muda.

Ao final das avaliagdes no ensaio de campo, em de janeiro de 2006,
houve um veranico de 21 dias e, posteriormente, um periodo de poucas chuvas,
culminando com um déficit hidrico no solo de 298,2 mm, no dia 19 de setembro
de 2006 (Fundagdo Procafé, 2007). Os cafeeiros propagados via embriogénese
somatica ndo apresentaram, visualmente, estresse hidrico, ao contrario de muitas
plantas propagadas por semente, confirmando que seu sistema radicular

diferenciado ndo é fator limitante para a manutencéo destas plantas em campo.
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TABELA 5. Valores médios de nimero de nés do primeiro ramo plagiotrépico

para cafeeiros propagados por embriogénese somatica e semente,

para trés gendtipos de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més apds o

plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Meses apds o plantio

Genatipos =0,y IX X X Xl X1l
H427-3-4  066¢c 1,23¢c 240c 350c 503c 70lc 93¢
Embriogénese
IAC44 4 19h 227b 353b 497b 618b 818b 1002b
Semente ! ! ! ! ! ! !
IAC44 5004 446a 584a 759a 903a 1125a 1318a

Embriogénese

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna, para cada variavel resposta entre si , pelo Teste de

Scott Knot , a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4. Nimero de nés do primeiro ramo plagiotrépico de mudas de café

propagadas por embriogénese somatica e semente para trés

gendtipos de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més apds o plantio.

UFLA, Lavras, MG, 2007.
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TABELA 6. Comprimento do primeiro ramo plagiotropico (cm) para cafeeiros
propagados por embriogénese somética e semente para trés
gendtipos de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més apds o
plantio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Meses apds o plantio

Genatipos =0,y IX X X Xl X1l

H427-3-4  188¢ 267c 662c 12,14b 18,63b 26,09b 3155c
Embriogénese

IAC 44
Semente

IACA4 14300 1134a 1469a 1951a 2480a 3217a 3817a
Embriogénese

3,70b 499b 818b 13,00b 1880b 27,03b 33,30b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem na coluna para cada variavel resposta entre si pelo Teste de Scott
Knot, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 5. Comprimento do primeiro ramo plagiotropico de mudas de café
propagadas por embriogénese somatica e semente, para trés
gendtipos de cafeeiros obtidos do 7° ao 13° més apds o plantio.
UFLA, Lavras, MG, 2007.
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6 CONCLUSAO
No estabelecimento inicial no campo, o gendtipo Catuai Vermelho IAC

44, proveniente de embriogénese somatica, apresenta melhor desenvolvimento

gue 0 mesmo gendtipo proveniente de sementes.
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