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RESUMO

A ndo existéncia de uma metodologia adaptada para a multiplicagcéo clonal de C. arabica L. em escala comercial
tem sido uma grande restrigao a utilizagdo dessa técnica como estratégia para viabilizar o uso de cafeeiros hibridos obtidos
pelo melhoramento genético. Com o objetivo de aprimorar as técnicas de micropropagagéo de brotagdes de cafeeiro, foram
instalados dois experimentos utilizando segmentos nodais de plantulas pré-estabelecidas in vitro de C. arabica. No primeiro
experimento estudou-se o efeito de concentracdes de BAP (6, 9, 12 e 15 mg dm™) e ANA (0,5 e 1 mg dm™) sobre duas
cultivares (‘Catuai Vermelho’ e ‘Maragogipe’), no meio MS. No segundo experimento avaliou-se a influéncia de concentragées
de BAP (0, 6, 9, 12 e 15 mg dm™) e dois meios de cultura (MS e WPM) sobre trés cultivares (‘Catuai Vermelho’, ‘lcatu’ e
‘Rubi’). Apds 90 dias, melhores resultados para as cvs. Catuai Vermelho e Maragogipe foram obtidos com 15 mg dm™ de
BAP. A cultivar Catuai Vermelho apresentou maior numero de brotagbes quando comparada com a cv. Maragogipe. Na
auséncia de BAP, o meio WPM ¢é mais indicado para se obter maior nimero de brotagdes da cv. Rubi. Melhores resultados
para massa da matéria fresca das brotagdes verificaram-se em meio MS, para as cvs. Catuai Vermelho e Icatu.
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ABSTRACT

The nonexistence of a methodology adapted for the asexual multiplication of C. arabica in commercial scale has
been the largest restriction to the employment of this technique as strategy for the use of coffee hybrid obtained by the genetic
improvement. With the objective of refine the micropropagation techniques of coffee shoots, nodal segments of plants preset
in vitro of C. arabica was inoculated in culture medium. In a first experiment it was studied the effect on concentrations of BAP
(benzilaminopurin) and concentrations of ANA (naftalenacetic acid) on 2 cvs. In the second experiment the influence of
concentrations of BAP and 2 culture medium on 3 cvs. were also verified. The pH was adjusted for 5.8 before the addition of 7
g dm™ of agar and the sterilization to 121 °C and 0,1 MPa for 20 min. After the inoculation, the explants was maintained in
growth room at 26+1 °C, irradiance of 32 mol m? s and photoperiod of 16 daily hours. The experiments were a design
randomized complete blocks, being used four explants by repetition and 20 plants per treatment. After 90 days, better results
for cvs. Catuai Vermelho and Maragogipe were obtained with 15 mg dm™ of BAP. The cv. Catuai Vermelho was presented
larger shoots number when compared with cv. Maragogipe. In the absence of BAP, culture medium WPM is more indicated to
obtain larger number of shoots of cv. Rubi. Better results in the fresh weight of shoots were verified in culture medium MS, for
cvs. Catuai Vermelho and Icatu.
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INTRODUGAO

O café é uma importante cultura no mundo
econdmico, principalmente para os paises em
desenvolvimento onde é produzido e para aqueles
industrializados que sdo os principais
consumidores. Também tem um grande significado
social por causa da grande quantidade de
trabalhadores envolvidos no cultivo. A principal
espécie cultivada no Pais é o Coffea arabica, o qual
responde por 90% da area total plantada (Ramos &
Almeida, 2005).

A propagagcdo clonal de individuos
geneticamente superiores, que expressam vigor
hibrido, permitira atender a crescente demanda dos
produtores de café por cultivares mais produtivas e
homogéneas. A micropropagacado possibilita
multiplicar em larga escala os gendtipos
selecionados, disponibilizando-os de forma mais
rapida aos agricultores.

O sucesso na micropropagacdo esta
diretamente relacionado com os tipos de meio de
cultura empregados e os componentes utilizados
nesse meio, sendo que o uso de reguladores de
crescimento de planta é considerado fator
preponderante (Caldas et al., 1998). Combinagbes
entre essas substancias propiciam promogdo de
crescimento e desenvolvimento do explante
(Rezende et al., 2008; Andrade et al., 2001). Um
meio minimo, sem adigdo de reguladores,
raramente serve de veiculo para suportar o
crescimento de tecidos vegetais (Krikorian, 1991).

O meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962) é conhecido por apresentar elevado conteudo
de sais, enquanto o meio WPM (Loyd & McCown,
1980) possui aproximadamente 2 da concentragdo
de ions nitrato de ambnio na sua composigdo
(Pasqual, 2001). Ribeiro et al. (2003), estudando
diferentes meios de cultura no desenvolvimento in
vitro de embrides zigéticos de C. arabica cvs.
Topazio e Acaia, observaram melhor
desenvolvimento de plantulas em meio MS, sendo
as respostas das cultivares mais satisfatérias para
comprimento da parte aérea, massa da matéria
fresca do sistema radicular, da parte aérea e massa
da matéria seca total.

A cultura de segmentos nodais € uma das
aplicagbes mais praticas da cultura de tecidos,
abrange a maioria dos sistemas de
Micropropagacdo, envolvendo o isolamento de
orgaos meristematicos pré-formados (normalmente
gemas axilares) e a quebra da dominancia apical
(George, 1993). As gemas axilares que
naturalmente se formam na insergbes das folhas
sdo estimuladas a crescer, dando origem a novas
partes aéreas, que por sua vez repetem o mesmo
processo. Obetem-se assim um grande numero de
plantas sadias e geneticamente uniformes, o que é
uma vantagem ao uso da propagacéo via indireta
onde ocorrem maiores taxas de variagao
somaclonal. As partes aéreas produzidas sdo em
seguida enraizadas (Grattapaglia &
Machado ,1998).

Para quebrar a dominancia apical e induzir

a proliferagdo de gemas axilares, as citocininas séo
indispensaveis, sendo o tipo de citocinina e a sua
concentragdo os fatores que mais influenciam o
sucesso da micropropagagdo. Ramos & Almeida
(2005) concluiram que a multibrotagdo de explantes
nodais de C. arabica cv. Mundo Novo pode ser
induzida por 10 a 30 mg dm™ de BAP. Embora nio
sejam essenciais para esta fase, as auxinas podem
ser utilizadas para favorecer o crescimento da parte
aérea de plantulas de cafeeiro. Neste caso, é muito
importante estabelecer uma relagéo
citocinina/auxina superior a 1, ou seja, utilizando-se
meios de cultura com mais citocinina do que auxina,
para favorecer a multiplicagdo ao invés do
enraizamento (Pasqual, 2001).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o
melhor meio de cultura e concentragdo de BAP
(benzilaminopurina) e ANA (acido naftaleno acético)
na micropropagacdo de segmentos nodais de
cafeeiro cvs. Maragogipe, Catuai Vermelho, Icatu e
Rubi, visando aumentar a multiplicagdo das
cultivares e o desenvolvimento das brotagdes.

MATERIAL E METODOS

No primeiro experimento, segmentos
nodais provenientes de plantulas de Coffea arabica
L., cvs. Maragogipe e Catuai Vermelho, pré-
estabelecidas in vitro, foram inoculadas
primeiramente em meio de cultivo MS acrescido de
4 concentracdes de BAP §6’ 9,12e 15 mgdm®) e 2
de ANA (0,5 e 1 mg dm™), perfazendo um total de
16 tratamentos em fatorial 2 x 4 x 2, com 5
repeticbes de 4 segmentos nodais por repeticao.

O segundo experimento constou também
de plantulas pré-estabelecidas in vitro de C. arabica
L. cvs. Catuai Vermelho, Icatu e Rubi, cujos
segmentos nodais foram inoculadas nos meios MS
(Murashige & Skoog, 1962) e WPM (Loyd &
McCown, 1980), acrescidos de cinco concentragdes
de BAP (0, 6, 9, 12 e 15 mg dm™), perfazendo um
total de 30 tratamentos em fatorial 2 x 5 x 3, com 4
repeticoes de 5 segmentos nodais por repeticdo. Os
meios de cultura foram ajustados para pH 5,8 antes
da adicdo de agar a 7 g dm™ e posteriormente
autoclavados a 121 °C e 0,1 MPa de pressao
durante 20 min. Os explantes foram inoculados em
tubos de ensaio (20 x 150 mm), contendo 15 cm?® do
meio de cultura e posteriormente transferidos para
sala de crescimento a 26 + 1 °C, irradiancia de 32
umol m™ s™'e fotoperiodo de 16 h, permanecendo
nestas condigdes por 90 dias.

O delineamento experimental, nos dois
casos, foi o inteiramente casualisado e as variaveis
analisadas foram os comprimentos de brotagées
(cm), numero de brotagbes e massa da matéria
fresca e seca das brotagbes (g) das plantulas de
cafeeiro. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia, utilizando-se do software Sisvar
(Ferreira, 2000) e aplicando regressédo polinomial
para concentragdes de BAP e de ANA e teste de
Tukey para os tipos de meio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados do primeiro experimento
com cultivares x ANA x BAP, verificou-se interagédo
significativa tripla e de ANA x BAP para o numero
das brotagbes e apenas de ANA x BAP para a
massa da matéria seca da parte aérea das
plantulas de cafeeiro. Nao foi observada interagao
significativa entre cultivares x ANA para nenhuma
das variaveis estudadas.

Para comprimento de brotagbes apenas
cultivares e BAP tiveram resultados significativos,
sendo que maior comprimento (0,585 cm) foi

observado na cv. Maragogipe (Tabela 1). Em
contrapartida, maior massa de matéria seca de
brotagdes foi obtido com a cultivar Catuai Vermelho
(Tabela 1). Esse resultado pode ser explicado pelo
fato de que a cultivar Catuai apresentou nimero de
brotagdes significativamente maior do que a cultivar
Maragogipe (Figura 1B). As respostas de
desenvolvimento in vitro s&o regidas pela
constituicdo genética da planta (Hu & Ferreira,
1998). A capacidade para a neoformacédo de gemas
em segmentos nodais de cafeeiro varia de uma
espécie para outra (Krikorian, 1991).

TABELA 1 - Comprimento e massa da matéria seca de brotagdes em segmentos nodais de Coffea arabica L.
cvs. Catuai Vermelho e Maragogipe, inoculados em meio ms™, UFLA, Lavras, MG.

Comprimento das

Massa da matéria seca de brotagdes (g)

Cultivar brotagdes (cm)
Catuai Vermelho 0,457 b* 1,441 a
Maragogipe 0,585 a 0,836 b

*Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. "

Murashige & Skoog, 1962.
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FIGURA 1 - Comprimento das brotagdes (A) e numero de brotagdes (B) em segmentos nodais de Coffea
arabica L. cvs. Catuai Vermelho e Maragogipe, inoculados em meio MS adicionado de BAP (6-

benzilaminopurina). UFLA, Lavras, MG.

Efeito crescente das concentragdes de
BAP foi observado para comprimento € numero de
brotacdes (Figuras 1A e B). Com incrementos nas
concentragdes de BAP verificou-se aumento linear
no numero de brotos, corroborando Cavalcante-
Alves et al. (1999) que, ao estudar plantulas de
cafeeiro cv. Catuai Vermelho afirmou que as
brotagdes eram obtidas com altas concentragdes
desse regulador associado a 20,0 mg dm™ de GAs.

A acdo da citocinina sobre os explantes
demonstrou-se benéfica ao comprimento e
proliferagdo de brotos, mesmo em concentragbes
mais elevadas. Lucas et al. (2006), porém, afirmam
que concentragbes elevadas de BAP promovem o
desbalanceamento enddgeno dos fitormdnios,
reduzindo o crescimento das brotacbes e
aumentando a vitrificagdo. Resultados semelhantes
a este trabalho foram observados por Pasqual &

Barros (1991), cujo numero de brotacdes foi
influenciado por concentragdes elevadas de BAP,
acima de 5,0 mg dm™. Jesus et al. (2002) também
identificaram concentragdo elevada de 9,0 mg dm?®
de BAP para promogéao da proliferagcao de brotos de
C. arabica L.

Observou-se interagdo significativa entre
BAP e ANA para massa da matéria seca das
brotagbes de cafeeiro, com aumento linear em
relagdo a incrementos nas concentragbes de BAP
(Figura 2). Maior massa da matéria seca das
brotagdes foi verificado em tratamentos com altas
concentragdes da citocinina, corroborando com
Carvalho et al. (1998) que, estudando a cv. Catuai
Vermelho verificaram melhores resultados para o
massa da matéria seca em meio MS com a adigéo
de 9,0 mg dm™ de BAP e na auséncia de GAs.
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FIGURA 2 - Massa da matéria seca de brotagdes em segmentos nodais de Coffea arabica L. cvs. Catuai

Vermelho e Maragogipe, inoculados em meio MS adicionado de BAP (6-benzilaminopurina).

UFLA, Lavras, MG.

As brotagbes atingiram maior massa de
matéria seca no tratamento com 1,0 mg dm? de
ANA, confirmando o efeito benéfico desta auxina no
crescimento da parte aérea (Tabela 2). O efeito
sinergético do ANA com o BAP verificado para as
duas cultivares estudadas in vitro corroboram varios
autores que citam que concentracbes de ANA

abaixo de 2,0 mg dm™® associadas ao BAP
beneficiam a proliferacdo e alongamento de
brotacdes de cafeeiro (Pasqual & Barros, 1991).
Carvalho et al. (1998) também verificaram resultado
semelhante em brotagdes de C. arabica, cv. Catuai
Vermelho cultivada em meio MS com a adi¢do de
9,0 mg dm™ de BAP e na auséncia de GAs.

TABELA 2 - Massa da matéria seca de brotagbes em segmentos nodais de Coffea arabica L. cvs. Catuai
Vermelho e Maragogipe, inoculados em meio MS com diferentes concentracdes de ANA (acido

naftaleno acético). UFLA, Lavras, MG.

Regulador de crescimento
ANA (mg dm™)

Massa da matéria seca de brotagdes

(9)

0,5
1,0

0,949 b*
1,328 a

*Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

No segundo experimento com cultivares x
meios de cultura x BAP, foram verificadas
interagbes significativas de meios x cultivares,
meios X BAP e cultivares x BAP para numero de
brotacdes e massa da matéria fresca da parte aérea

das plantulas. Para numero das brotagdes,
melhores resultados (4,90) foram observados para
a cultivar Catuai Vermelho multiplicada em meio de
cultura WPM (Tabela 3).

TABELA 3 - Numero de brotagdes em segmentos nodais de Coffea arabica L. cvs. Catuai Vermelho,
inoculados em diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, MG.

Meios de cultura

Numero de brotagdes

wpPMm
Ms @

4,90 a*
3,71b

*Médias seguidas por letras iguais, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. " Loyd &

McCown, 1980; ® Murashige & Skoog, 1962.

As concentracdes de NO® e NH* sdo
bastante variaveis nos meios MS e WPM. O meio
MS ¢é mais concentrado em termos de
macronutrientes, tendo uma concentragédo de 60
mmol destes dois componentes, em relagéo a 14,68
mmol no meio WPM, sendo quatro vezes mais
concentrado que o WPM. Sendo assim, a forma e a

concentracdo de nitrogénio podem ter tido
influéncia significativa na sintese de citocininas
enddgenas, resultando em diferentes numeros de
brotacbes por segmento nodal das espécies
estudadas. Portanto, de acordo com os resultados
obtidos neste estudo o meio MS é menos indicado
na proliferagdo de brotos da cv. Catuai Vermelho.
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Na Tabela 4 observa-se a interagao
significativa dos meios de cultura utilizados com as
diferentes concentragcbes de BAP. Para as
cultivares estudadas resultados de promogédo de
brotacao foram observados em meio WPM tanto na

auséncia como na presenca de 9,0 mg dm? de
BAP. Para efeitos de uma futura reducdo de custos
na producdo de brotos de cafeeiro, o meio de
cultivo indicado seria o WPM sem a adigdo da
citocinina.

TABELA 4 - Namero de brotagdes em segmentos nodais de Coffea arabica L., inoculados em meios de cultura
com diferentes concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina). UFLA, Lavras, MG.

BAP (mg dm™) Meios de cultura

Ndmero de brotagdes

0 wpPM
MS (2)
9 WPM
MS

5,60 a*
1,77b
5,56 a
4,43 b

*Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. ™ Loyd &

McCown, 1980; @ Murashige & Skoog, 1962.

Na Tabela 5 verifica-se interagdo
significativa entre as cultivares e o regulador de
crescimento empregado. Na auséncia de BAP a
cultivar Rubi se destaca com 4,91 brotos por planta.
Com concentragdes maiores da citocinina (12 e 15

mg dm?®) as cvs. Catuai Vermelho e Rubi nio
diferem entre si estatisticamente, produzindo assim
maior numero de brotagdes enquanto a cultivar
Icatu foi menos expressiva nestes tratamentos.

TABELA 5 - Numero de brotacdes em segmentos nodais de Coffea arabica L., inoculados em meios de cultura
com diferentes concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina). UFLA, Lavras, MG.

BAP (mg dm™) Cultivares Numero de brotagées

Catuai Vermelho 3,81 b*

0 Rubi 491 a

Icatu 2,34 c

Catuai Vermelho 5,78 a

12 Rubi 5,59 a

Icatu 4,44 b

Catuai Vermelho 5,84 a

15 Rubi 5,53 a

Icatu 4,15b

*Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para massa da matéria fresca da parte
aérea das brotagbes de cafeeiro foi verificada

interacao significativa para os meios de cultura e as
cultivares estudadas (Tabela 6).

TABELA 6 - Massa fresca da parte aérea de brotagées em segmentos nodais de Coffea arabica L., inoculados
em diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, MG.

Meios de cultura

Cultivares

Massa fresca da parte aérea
das brotagbes

—— Catuai Vermelho 0,33 b*
Rubi 0,33 a

Icatu 0,21b

vis @ Catuai Vermelho 0,36 a
Rubi 0,29b

Icatu 0,35a

*Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. " Loyd &

McCown, 1980; @ Murashige & Skoog, 1962.
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Em meio WPM, a cv. Rubi se destacou por
apresentar maior matéria fresca da parte aérea e no
meio MS as cvs. Icatu e Catuai Vermelho. A
concentracdo de cada meio de cultivo utilizado &
considerada ideal na obtencdo de maior massa de
matéria fresca de C. arabica, conforme descrito por
Hu & Ferreira (1998), que afirmam que respostas de
desenvolvimento in vitro de qualquer espécie, séo
regidas pela constituicdo genética da prépria planta.
De forma semelhante, aos resultados obtidos no
presente trabalho, diversos autores também
observaram diferentes respostas de brotagdo em
segmentos nodais de cultivares de C. arabica

(Lacerda et al., 2008; Santos, 2001).

CONCLUSOES

Na auséncia de BAP, o meio WPM foi mais
indicado para se obter maior numero de brotacgdes
da cv. Rubi.

Concentragbes elevadas dessa citocinina
promoveram o desenvolvimento de brotagdes das
cvs. Catuai Vermelho e Rubi.

Melhores resultados na massa da matéria
fresca das brotagbes foram verificados em meio
MS, para as cvs. Catuai Vermelho e Icatu.
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