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1. INTRODUCAO

A origem da palavra café € arabe KAHAWE com raiz turca
KAHVEH que €& traduzido como "algo que €& amargo". Alguns outros
ddo a traducdo de "algo que estimula". Todas as duas séo
perfeitas em descrever a relacdo entre o sabor amargo e os seus
efeitos gustativos e estimulantes {CEBALHOS, 1974).

Devido a grande popularidade da bebida, seu cultivo. fol
expandido pelo mundo no século XVIII e XIX e, nos dias atuais, o
cafe é a cultura permanente mais difundida em regides tropicais
onde a metade da area total cultivada encontra-se na América
Latina sendo importantes paises produtores o Brasil, a Coldmbia,
México, Guatemala e Costa Rica.

Apesar da profunda crise econdmica sofrida pela cultura
nos ultimos anos, o café ainda € considerado um dos produtos
agricolas mais importantes do mundo. Os paises produtores, na sua
quase totalidade, pertencentes a classe dos paises
Subdesenvolvidos ou em desenvolvimento sdo também os exportadores
do produto gerando divisas e influenciando significativamente a
sua economia.

Existem duas espécies comercialmente importantes:

Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre = Robusta. Por sua



bebida de qualidade superior, cerca de 70% dos plantios
comercials mundiais sdo de Coffea arabica. No Brasil, a
predominancia das plantacdes de C. arabica também € marcante, com
destaque para os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, sendo o Sul
de Minas e a Mogiana Paullsta as regides que, tradicionalmente,
produzem o café de melhor qualidade no pais. O Coffea canephora é
usualmente cultivado em regides tropicais de baixa altitude, onde
se destaca o estado do Espirito Santo como sendo o principal
representante produtor dos cafés da espécie Coffea canephora.

A multiplicacdo "in vitro" ja é considerada de grande
importdncia para a propagacdo em larga escala de gendtipos
excepcionais obtidos pelo melhoramento genético ou mesmo de
variacdes induzidas "in vitro", cuja fixacdo, por via sexual,
seria muito longa e cara.

As pesquisas sobre a multiplicacdo vegetativa '"in
vitro" de plantas de 1interesse econbmico sdo cada vez mais
numerosas. O café & uma dessas plantas, devido ao seu grande
interesse, principalmente para os paises exportadores.

As técnicas de cultura,de tecidos tém possibilitado
além da obtencdo de um grande nUmero de plantas, a diminuicdo do
tempo necessario para obtencdo de novas progénies e a garantia da
Uniformidade genética do material.

Os trabalhos pioneiros com café, em cultura de tecidos,
foram publicados por staritsky (1970) que teve éxito na indugédo
de calos a partir de folhas de varias espécies e producdo de

embrides somdticos na espécie C. canephora. Depois disso, muitos



trabalhos foram realizados em diferentes paises usando métodos e
espécies diversos.

Neste trabalho, os objctivos Toram:

Determinar a melhor combinacdo entre as diferentes
concentracdes de BAF e tamanho do explante;

Determinar a melhor concentracdo de BAP em interagio
com diferentes proporcdes dos sais inorgadnicos e componentes
orgadnicos do meio "MS'" na producdo de brotos e folhas, brotos
maiores que lcm e,peso da materia seca;

Determinar a melhor combinacdo entre diferentes niveis
de cinetina e 2,4~D para tamanho e fendétipo dos calos;

Determinar o melhor periodo de tempo para a producdo de
brotos e folhas:

Determinar o melhor periodo de tempo para obtencdo de

calos de maior tamanho e melhor fendtipo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propagacgdo Vegetativa

As duas espécies mais importantes, C. arabica e C.
canephora, sdo tradicionalmente propagadas via semente. 0O C.
arabica € uma planta autdgama e assim as progénies sdo mais
uniformes, enquanto que no C. canephora, aldgama, as progénies
sdo altamente heterogéneas. Gendtipos favoraveis podem ser
obtidos por via assexual e, no caso do C. c¢anephora, & possivel
propagar plantas idénticas a matrizes excepcionais (SONDAHL et
alii, 1981).

A planta de C. arabica forma-se normalmente de um sé
ramo central. Em seu &pice h&d uma zona de crescimento ativo
durante toda a vida da planta que vai alargando o ramo central
formando-se nés e entre-nés (LEON, 1968).

Os cafeeiros caracterizam—-se por ter uma grande
especializacdo de seus ramos. Os ramos ortotrépicos, responsaveis
pelo crescimento em altura, ddo origem a outros ramos
ortotrbépicos e, a ramos plagiotrdpicos que possuem a capacidade
Unica de produzir novos ramos plagiotrdpicos. Este dimorfismo

caulinar caracteriza-se por uma diferenciacdo somdtica. de



natureza permanente e suscetivel de ser propagada vegetativamente
(ANDRE, 1383).

Devido a estas caracteristicas vogetativas, préprias da
planta, a multiplicacao assexual pelos métodos tradicionais deve
se restringir a utilizacdo de fragmentos de ramos ortotrdpicos,
onde o numero ¢€é sempre limitado para um clone novamente

selecionado (DUBLIN, 1984).

2.2. Propagacdo Vegetativa "in vitro"

Toda técnica que permita aumentar desde o inicio a taxa
de multiplicacdo, manter as caracteristicas genéticas e acelerar
a 1instalacdo de determinada cultura em viveiros, apresenta um
interesse real para o melhoramento genético destas plantas
(DUBLIN, 1930b).

Hoje em dia, h& a necessidade de cafés. com alta
qualidade no mercado mundial, mas no todo, os paises produtores
de café tém dado #nfase para aumento de producdo e nédo para
qualidade. As técnicas de cultura de tecidos podem ser muito
usadas para propagar hibridos intersspeciflcos estéreis e
producdo de plantas matrizes superiores (SONDAHL et alii, 1984).

A multiplicacdo vegetativa indica a reproducdo répida
"in vitro" de variedades, especies, ao mesmo tempo que Se
respeita seu patrimdnio genético, e portanto, suas
caracteristicas bioldbégicas, fisioldbgicas, agrondmicas e

tecnoldgicas (GUZMAN & BERTHOULY, 1987).



Uma razdo porque a metodologia de cultura de tecidos de
plantas ndo tem sido usada extensivamente para a propagacdo de
plantas €é que algumas plantas ndo apresentam capaciddde de
regeneracdo. Outro requerimento para a utilizacdo da cultura de
tecidos é o periodo de crescimento desorganizado que deve ser o
menor .possivel a fim de minimizar as possibilidades de mudancas
genéticas na fase de calos. Embora os requerimentos bdsicos para
o crescimento de células de plantas e tecidos em culturas estejam
bem estabelecidos, ha um fundamental problema de como manipular o
ambiente para provocar a regeneracdo 1integral das plantas
(COCKING & RILEY, 1981).

A cultura do café apresenta inUmeras variedades dque
podem sofrer segregacao, pois muitas vezes, nao estdo
estabilizadas. Pode-se, através da micropropagacdo, formar clones
e evitar este problema (PASQUAL & PINTO, 1988).

As pesquisas sobre a propagacdo "in vitro" dos
cafeeiros sdo mais recentes e menos numerosas que as realizadas
sobre embriogénese somdtica. Elas se referem a3 mesmas espécies:
aradbica, robusta e arabusta (DUBLIN, 1980a).

A propagacdo vegetativa por cultura de brotos axilares
tem sido demonstrada com o género Coffea. Calculos tedbricos com
modelos da cultura de C. arabica sugerem uma capacidade de cerca
de 13.000 brotos/né apds 15 meses de cultivo continuo (MEDINA et
al, 1983).

Pode—-se obter rapidamente brotos vigorosos utilizando
explantes com dois nds, que sdo horizontalmente colocados no meio

de cultura (DUBLIN, 1984).



Segundo BAUMANN & NEUENSCHWANDER (1990), exceto as
raizes, todas as outras partes da planta de café tém sido
utilizadas no cultivo "in vitro".

As folhas apresentam-se como material abundante para
ser usado como explante, sempre disponivel e de facil remocéo.
Possuem também taxas de infeccdo sempre menores quando comparadas
as taxas de fragmentos de hastes (DUBLIN, 1981).

7 para a micropropagagdo, o explante terd um par de
folhas reduzidas a metade e um fragmento de entrend. Os melhores
explantes sdo fragmentos de talos ortotrdpicos com gemas
pré-existentes (DUBLIN, 1991}.

A posicdo vertical sobre o meio favorece o nuUmero de
gemas formadas. A propagacgdo "in vitro" a partir de Dbrotos
ortotrépicos existentes é praticamente irrealizavel em razdo das

enormes dificuldades de desinfeccdo desses brotos (DUBLIN,

1980b) .

2.3. Meios de Cultivo

Na cultura "in vitro", células, tecidos ou dérgdos sédo
isolados do organismo e cultivados em condicdes assépticas, num
meio de cultura cuja composicdo fisica e quimica é perfeitamente
Conhecida. Estas culturas sdo tratadas adequadamente através de
um balanco nutricional e hormonal, estabelecendo-se condicdes
ampientais bem controladas (BANDEL et alii, 1975).

A composicdo variadvel da mistura dos componentes do

meio constitui o segredo do éxito da iniciacdo e do
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desenvolvimento da organogénese até a obtencdo de microplantulas
{CAMBRONY & SNOECK, 1983).

Desde 1962, a maioria dos pesquisadores usam o meio de
MURASHIGE & SKOOG = "MS"- ou seus derivados, "SH"™ e "B5". A maior
diferenca destes meios estd na quantia e forma de N e nas
quantidades relativas de alguns macroelementos (THORPE & PATEL,
1984) .

Os meios de cultura sdo normalmente constituidos dos
seguintes componentes:
Macroelementos: os primeiros meios foram baseados na solucdo para
cultivo hidropdnico de Knopp(196%) (GUEVARA, 1987a). Os
macroelementos mais favordveis a formacdo de brotos em Rubiaceae
sdo os do meio 30K de Margara (DUBLIN, 1980Db).
Microelementos: Os micronutrientes do meio '"MS" incluem todos
aqueles elementos minerais aceitos atualmente como essenciais
para as plantas clorofiladas’ (CALDAS et alii,1990).
Carboidratos: para a formagdo de brotos cm Rubiaccae ha um
aumento da taxa de formacdo com o aumento da concentracdo de
acucar até um limite de S5S0mg/l. Em torno de 30myg/l ha um
desenvolvimento de calos cicatrizados de onde emergem os brotos
neoformados (DUBLIN, 1930b).
Aminodcidos: A caseina hidrolizada é uma das fontes mais comuns
de se adicionar aminodcidos ao meio (GUEVARA, 1987a). A adenina,
extrato de malte e glutamina possuem acdo favoravel a neoformagao
'de brotos, enquanto que a glicina possuil acéo desfavoravel

(DUBLIN, 19380Db).
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Mioinositol: embora seja uma substadncia do tipo carboidrato, com
frequéncia é considerado uma vitamina. Ndo é indispensdvel, mas
quando adicionado ao meio, estimula o Crescimento
(GUEVARA,1987a).

Em tabaco, a omlssdo desta vitamina diminui em 50% a
producdo de brotos na primeira repicagem e 30% na segunda. Também
estd claramente confirmado que o mioinositol aumenta a resposta

de tiamina (LINSMAIER & SKOOG, 1965).

2.4. Reguladores de Crescimento

As culturas de érgaos e tecidos dos cafeeiros nos tem
permitido entrever o papel do equilibrio hormonal na orientacéo
da organogénese. As modificacdes induzidas no equilibrio dos
constituintes hormonais do substrato de base, por ocasiido do
preparo das culturas "in vitro" podem bem representar o que se

passa, de fato, na natureza por ocasido das variacdes mensurdvels

dos balancos hormonais enddgenos dos vegetais. Os teores
flutuantes entre auxinas e citocininas, determinam o
desenvolvimento preponderante em Dbrotos, raizes ou calos,

submetidos posteriormente, a manipulacdo (CAMBRONY & SNOECK,
1983) .

Um meio minimo sem a adicdo de hormdnios raramente
Serve de veiculo para suportar um crescimento de tecidos normais.
Substancias estimulantes de crescimento podem ser supridas na

forma de fluidos naturais, como &gua de coco, que sdo conhecidas
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por conter auxinas, citocininas, giberelinas e agucares-dlcool,
como o mioinositol (KRIKORIAN et alii, 1987).

Certos compostos como a sacarose e as citocininas
determinam o efeito positivo na neoformagao de gemas. A
porcentagem de gemas por explante aumenta com maiores
concentragdes de «c¢itocinina e sacarose no meio de cultivo
(DUBLIN, 1991).

Auxina é o termo que se aplica ao grupo de compostos
caracterizados por sua 'capacidadede induzir o alongamento das
células. A agdo sobre o crescimento celular da-se pelo estimulo
do crescimento de Dbrotos e folhas, mas em concentracdes
diferentes, sendo as mais altas para os Dbrotos. Segundo a
concentracdo hd a inibicdo ou o estimulo do desenvolvimento de
gemas. A nivel celular, as auxinas induzem o aumento da
plasticidade parietal (GUEVARA, 1987Db).

As auxinas diferem significativamente em estabilidade,
eficdcia e na sua influéncia sobre a organogénese (MURASHIGE,
1974) .

Sdo amplamente usadas na micropropaga¢ido promovendo o
crescimento de calos e regulando a morfogénese, especialmente em
associacdo com citocininas. Altos niveis de auxinas induzem a
formacdo de embrides, mas uma vez 1iniciado © processo, estes
somente desenvolvem—-se em baixas concentracgdes de auxinas. As
auxinas sintéticas colocadas em meio de cultura podem ser
‘absorvidas por sitios de fixacdo nos tecidos e Serem liberadas s6

muito depois {(GUEVARA, 1987b).
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Na cultura de tecidos, as citocininas tém sido
mostradas por causar inicio de brotagdo em muitas plantas. H&a
também evidéncias que as citocininas possuem importancia
fisioldgica. Ndo sé causam brotagdo como também liberam brotos
que estdo inibidos (SACHS & THIMANN, 1967).

A citocinina no meio de cultura é indispensavel para
para a indug¢doc e desenvolvimento de gemas neoformadas. A
Benzilaminopurina (BAP) em concentracdes compreendidas entre 1 e
10mg/1, mostrou—-se eficiente para multiplicar o hibrido
interespecifico Arabusta, resultado do cruzamento de C. arabica
com C. canephora (DUBLIN, 1980b). Cinetina. e BAP sdo
aproximadamente equivalentes em eficdcia. A concentracdo de
citocinina necessdria no meio para cultura de tecidos pode ser
superior a 30mg/l (MURASHIGE, 1974).

A maioria dos explantes "in vitro'" ndo sintetiza
citocininas suficientes para permitir um crescimento continuo. Em
altas concentracdes as citocininas podem inibir o desenvolvimento
de raizes O BAP é uma citocinina que estimula a proliferacdo de
gemas axilares (GUEVARA, 1987Db).

Entre as ciltocininas, o BAP e o IPA = isopentenil
adenina - sdo mais eficazes que a cinetina na acdo indutora de
brotos. Concentracdes superiores a 1lmg/l traduz-se por um aumento

notavel do nuUmero de brotos por explante (DUBLIN, 1980Db).
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2.5. Proliferacdo de Gemas e Brotos

Os trabalhos pioneiros com microestacas visando a
micropropagagdc do cafeeiro foram feitos por CUSTER et alii,
(1980) partindo de fragmentos de Dbrotos ortotrépicos e
plagiotrépicos de €. arabica. O estabelecimento "in vitro? foi
relativamente dificil. Por outro lado, os autores comprovaram que
brotos obtidos de gemas plagiotrdpicas e desenvolvidos "in vitro"
apresentavam um porte vertical, comparavel aos daqueles obtidos
de gemas ortotrdpicas, sob as mesmas condig¢des (DUBLIN, 1991).

A partir dai, varios trabalhos foram realizados visando
a producdo de gemas e brotos. CUSTER et alii (1980), na tentativa
de propagar o cafeeiro €. arabica "in wvitro", a partir de
segmentos nodais, registraram uma baixa taxa de multiplicacéo
(2,2 novos brotos/explante) usando meio "MS", acrescido de BAP
9,9mg/l e AIA O0,1lng/l.

Os mesmos autores, trabalhando com segmentos nodais e
diversas citocininas (entre elas o BAP)}, para o desenvolvimento
de gemas axilares, obtiveram melhor resultado apds 7 semanas de
cultivo com 10mg/1 de BAP, conseguindo em média, 2,8 gemas/nd. As
outras citocininas ndo foram tdo satisfatdrias como o BAP.

CROCOMO et alii (1975) observaram o desenvolvimento de
brotos em alguns explantes, subcultivados de crescimento de
explantes de brotac¢des ortotrdépicas no meio de Staritsky (1970),

.Suplementado com caseina hidrolizada, vitaminas de White (1963) e

0,05mg/l de cinetina quando trabalhavam na obtenc¢do de calos.
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Cultivos de entrends em meio "30K" e "MS" (MURASHIG &
SKOOG, 1962), suplementados com 10mg/l de 1IPA, BAP ou AIA
proporcionaram em Arabusta, Ardbica e Robusta, taxas de
neoformagao de brotos na ordem de 30 a 57% (DUBLIN, 1980b),
valores considerados baixos em relacdo a outras espécies.

Utilizando-se, como explantes, segmentos nodais de
Arabusta em meio "MS", suplementado com extrato de malte 400mg/l
e BAP 9,68mg/l, o autor conseguiu resultados semelhantes aos de
Custer (1980), ou seja, uma baixa taxa de multiplicacdo, cerca de
2,5 novos brotos/explante.

SONDAHL, & NAKAMURA (1980), cultivando nés ortotrdpicos
e plagiotrépicos de Mundo Novo com meio "MS", acrescido de
tiamina 10mg/l, piridoxina 3,08mg/l, dcido nicotinico 3,69myg/l,
inositol 100mg/l, <c¢isteina 24,24mg/1l, sacarose 20g/1, 6-8BA
11,25mg/1, e AIA 0,1mg/l, agar 10g/1, obtiveram resposta de 44%
dos nés cultivados, com desenvolvimento médio de 1,33 gemas/néd
apds 20 dias de 1inoculagdo. Neste experimento, os autores
observaram que os ramos plagiotrdépicos ndo apresentaram
crescimento de gemas.

Repetindo o trabalho anterior, apenas alterando a
Concentracdo de &agar para 8¢/l ,NAKAMURA & SONDAHL (1981)
obtiveram, em média, 4,4 plantulas/noé.

SONDAHL et alii (1981) trabalhando com explantes nodais
em meio "MS" acrescido de 6-BA 9,9mg/l, e AIA 0O,1lmg/l da mesma
'forma que CUSTER (1980), obtiveram os mesmos resultados,

Conseguindo o desenvolvimento de 2,2 novos brotos/né, apds 5
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Semanas de inoculacao. O desenvolvimento foi observado num meio
suplementado com extrato de malte 400ng/1l e 6-BaA.

Novamente NAKAMURA & SONMDAHL (1983) wusando '50% da
concentracdo dos sais inorgidnicos e vitaminas completas de "B-5",
inositol, cisteina, BAP 11,25mg/l e AIA 1,75mg/l, carvao ativado
54/1, PVP 1g/1 e &agar, .obtiveram o desenvolvimento de gemas
dormentes nas axilas foliares e subsequente recuperacdo de
plantulas derivadas das gemas (em média, 1,5 plantula/ndé no café
Icatu, 1,6 plantula/néd no Mundo Novo e 1,7 plantulas/nd no
Catual). Observaram ainda, uma maior eficiéncia do BAP na indugéo
e crescimento de gemas.

Em Coffea arabica, SONDAHL et alii (1991) tém observado
que a adicdo de carvdo ativado (0,01 a 2% grau G60) ndo possuil
efeito sobre o crescimento e desenvolvimento de explantes.

Em uma etapa primaria, na obtencdo de Dbrotos
ortotrdpicos, DUBLIN (1984) utilizou-se do meio com sais de- "MS"
ou Margara "30K", contendo vitaminas de Morel, c¢istefna 30mg/l,
BAP 1 a 5mg/l, sacarose 30 a 40g9/1 e 4dgar 6 a 79/1 com pH
ajustado a 5,6 antes da autoclavagem. Observou também que as
taxas de neoformacido e o0 numero de mudas neoformadas/explante
aumentavam regularmente com o incremento de citocininas no meio
de cultura.

SONDAHL et alii (1984), cultivando nés de café em meio
"MS" acrescido de 9,91lmg/l de BAP asseguraram ter obtido um

:desenvolvimentomédio de 2,2 gemas/nd. Quando cultivaram brotos



plagiotrépicos num meio contendo 25% da concentracdo dos sais de
nMS, AIA 0,lmg/l e BAP 5,63mg/l, apds cerca de 43 dias de
inoculagao, observaram a formacdo de um par de folhas/broto no
zafé Catual, enquanto que para o Mundo Novo, esta formacdo foi de
0,4 par de folhas/broto.

SONDAHL E LOH (1987), relataram que em cultura de nés
de cafeeiros deve-se usar um meio primadrio por 50 a 60 dias
contendo MS com 25% da concentracdo dos sais inorgédnicos, AIA O,5
(M, BAP 251M, carvdo ativado 59/l e sacarose 0,03M. Os autores
relatam que o numero de brotos €& parcialmente controlado pelo
nivel de c<itocinina, porém niveis muito elevados podem induzir
mudancas de ordem fisioldégica e Dbioquimica, levando a baixa
frequéncia de enraizamento.

BERTHOLY & ECHEVERRY (1987), trabalhando com diferentes
linhagens de cCatimor, em meio "MS" (MURASHIGE & SKOOG, 1962);
varias concentracdes de sacarose, pH entre 4,6 a 5,6, 4&acido
ascédrbico e BAP, afirmaram obter novas brotag¢des/explante inicial
(7 a 9 micronds) apds 80 dias de 1lnoculagdo, uma vez
estabelecidos os explantes.

BARROS & PASQUAL (1989a), usando explantes de Catual em
meio '"MS", contendo vitaminas de Morel, mioinositol 1mg/l,
glicina 2g/1, sacarose 309/l e &gar 7g/l, com a concentracdo de
BAP wvariando de 0 a 4mg/l na auséncia e na presenca de ANA
0,2mg/1, obtiveram a melhor proliferacdo de gemas e brotos
menores que lcm com 3,0mg/l de BAP, apds 90 dias de inoculacgéo.

Para brotos maiores que lcm, a concentracdo de BAP foi de 0,5 a



ing/l. 0SS autores ainda afirmam que a presenca de ANA é
prejudicial a proliferacdo de brotos.

Num outro trabalho, BARROS & PASQUAL (1989b), obtiveram
uma proliferacdo média de 4 brotos/explante inicial com o meio
"MS" acrescido de 3mg/1 de 6-BA, apds 90 dias da inoculagédo.

Ainda BARROS & PASQUAL (1990), trabalhando com as
concentracdes de 0 a 6mg/l de BAP e de 0 a 10mg/l de GA4, e meio
"MS", observaram que O numero total de brotos aumenta com o
aumento de BAP e diminui com o aumento de GA3. A maior
porcentagem de brotos aptos para o enralizamento foi obtida com
1,5mg/1 de BAP e 10,0mg/l de GAj.

SONDAHL et alii (1991) cultivando ndés de Coffea arabica
para a proliferacdo de gemas e brotos no meio "B-5" modificado,
contendo BAP 5,63 a 11,26mg/l e AIA 1,75mg/l, observaram que o
numero de gemas desenvolvido por ndé € parcialmente controlado
pelo nivel de citocinina. Niveis mais altos induzem a um maior
desenvolvimento do numero de gemas, mas podem trazer efeitos
adversos no crescimento posterior dos Dbrotos. O BAP tem se
mostrado mais eficiente que a cinetina tanto a 5.63mg/l (2,1
contra 1,2 gemas/nd) como a 11,26mg/l (2,3 contra 1,4).

Afirmam também os autores que o uso de ANA Q,2mg/l em
completa escuriddo promove um bom estabelecimento de brotos
jovens de café e que o numero de brotos produzidos variara
Segundo o0 nuUmero e tamanho de explantes utilizados e. também

conforme a eficiéncia do estabelecimento dos cultivos.



ZOK & DUBLIN (1991) afirmam gue o desenvolvimento de
protos aumenta com o aumento das citocininas até uma dose limite
de BAP e cinetina de 10mg/l, sendo que, acima disso ha uma
ligeira inibigdo. As concentragdes mais eficientes sdoc de BAP

smg/l e cinetina 10mg/l.

2.6. Proliferag¢do de Calos

STARITSKY (1970), trabalhando brotagdes ortotrdépicas de
trés espécies de Coffea em meio contendo sais inorganicos de
LINSMAYER & SKOOG (1965), sacarose 30g/l, tiamina lmg/l, cisteina
10mg/l, mioinositol 100mg/l cinetina 0,lmg/l e 2,4~D 0,1img/l ou
ANA 1mg/l, obteve rapida proliferagido de calos nas espécies de C.
arabica e, embrides e pladntulas de c¢. canephora. Os calos
apresentavam dois fendtipos: branco com aparéncia esponjosa e
células mais alongadas e outro mais compacto, com células mais
redondas.

SHARP et alii (1973), usando C. arabica cv. Mundo Novo
e Bourbon Amarelo e diferentes tipos de explantes, com meio
semelhante ao de Staritsky, acrescido de leite de coco a, 5%,
observaram um desenvolvimento de calos precoce para altas
concentragdes de auxinas = 4 ou 8myg/l de 2,4-D.

Por outro lado, CARVALHO et alii (1974), observaram que
aumentando a concentracdo de sacarose para 409/l e caseina 29/1,
com O0,1lwmg/l de cinetina e 2,4-D encontraram calos no 132 dia,

quando incubados no escuro a 24°C. HERMAN & HASS (1975) também
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utilizando ¢ mesmo meio e 0,1lmg/l de cinetina e 0,img/l de 2,4-D
observaram baixo crescimento de calos.

BANDEL et alii (1975) verificaram 5 fendétipos de calos
diferentes usando o meio de STARITSKY (1970), cinetina e 2,4-D em
concentragbes entre 0 a 0,25mg/l. FEnquanto CARVALHO et alii
(1976) obtiveram os mesmos resultados com o meio de LIMSMAIER &
SKOOG (1965), acrescido de caseina hidrolizada 2g/1, cisteina
50mg/l, tiamina 4mg/l e sacarose 40mg/l.

SONDAHL & SHARP (1977a) afirmam que um minimo de
0,11lmg/l de cinetina e 0,22mg/l de 2,4-D sdo essenciais para
iniciar o processo e que a proliferacgdo 6tima ocorre com 2mg/l de
2,4~D e 3,87mg/l de cinetina. Os mesmos autores (1977b) também
relatam que cinetina, em combinacdo com 2,4-D ou ANA foi mais
ofetivo que AIA ou IBA na proliferacdo de calos. Ainda SONDAHL et
alii (1979) indicam para a indu¢do de calos, uma solucdo salina
com metade das concentracdes de "MS", acrescida de 30% de
sacarose como um pré-tratamento. Os explantes que se mantiverem
verdes, devem passar para o meio usado por SONDAHL & SHARP
(1977b) por 6 semanas no escuro.

Ha uma suscetibilidade dos tecidos de calos
Subcultivados as mudancas de temperatura, tanto baixas, que
paralizam o crescimento e estimulam a oxidacdo, como para altas,
que matam os tecidos das plantulas (FERREIRA, 1979). o

Segundo SONDAHL (1978), o 2,4-D foi a auxina mais
efetiva na promoc¢ao da proliferacdo celular, com a necessidade de
uma concentracao minima de citocinina (cinetina 0,5uM) Jjunto com

as guxinas para o inicio do processo. Estudando .Catuai, relata
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que a relagao ideal exigida para o <calejamento €& de 1:

(8)4

(cinetina/2,4-D).

DUBLIN (1980a) afirma que, em ©presenca de' 2,4~D
0,lma/1, os calos rapidamente tornam-se fridvelis e esponjosos; o
ANA conduz a calos de crescimento réapido, mas com taxas de
sobrevivéncia muito baixas, passando para pardos e indo

rapidamente para marrom.

NASSUTH et alii (1980) observaram a emergéncia de
células de calos a partir de 9 a 10 dias apds a inoculacio usando
meio '"MS!", tiamina lmg/l, cisteina 10mg/l, glicina 2mg/l, adenina
1mg/l, caseina hidrolizada 100mg/l, 309/} de sacarose, .IBASmg/l
e BAP 1mg/l.

Calos foram produzidos no escuro em 4 a 6 semanas, pPOr
DUBLIN (1981) quando usou folhas de Arabusta como explante e meio
"MS", vitaminas de Morel, 30 a 40g/l de sacarose, adenina 40ng/l
e extrato de malte 400 a 500mg/l e 2,4~D entre 0,01 a 1,0mg/l.

Usando o meio bésico de STARITSKY (1970) com diferentes
concentrag¢cdes de 2,4-D, LONDONO et alii (1981) obtiveram
crescimento 6timo de calos incubados no escuro por 7 semanas, com
altos indices de 2,4-D.

A concentracdo 6tima para a indugdo e crescimento de
calos para <Coffea arabica estid entre 0,4 a 1,0mg/l de 2,4~D e
0,43 a 0,99mg/l de cinetina, ou 4,5mg/l de BAP e 0,22mg/l de
2,4=D, segundo SONDAHL et alii (1981).

YyASUDA et alii (1985) usaram meio "MS" com virias
combinacdes de BAP e ANA. 1,13my/l de BAP produziram calos

brancos fridvels apds 16 semanas da inoculagao.



3. MATERIAIS E METODOS

31. Local de Realizacdo e Espécies Vegetais

Os experimentos foram realizados no Laboratérioc de
Cultura de Tecidos da Escola Superior de Agricultura de Lavras =
ESAL, na cidade de Lavras, MG. O periodo de execucdo da fase de
laboratério foi de outubro /91 a junho/92.

O material vegetal utilizado foi o Coffea arabica L.:
cv. Catuai vermelho CH 2077-2-5-44, cujas plantulas Jja se
encontravam estabelecidas "in vitro" com cerca de seis meses de

idade e aproximadamente 4 ou 6 pares de folhas/broto.

3.2. Meio de Cultura e Recipientes para a Inoculagdo

0 meio de cultura basico foi o "MS" (MURASHIGE & SKOOG,
1962) e o agente gelificante foi o &gar, na proporcdo de 7¢/1. O
PH foili ajustado para 5,9 antes da autoclavagem. Para a indu¢do de
calos os sais de "MS" foram usados na metade da concentracdo e os
Qutros componentes usados integralmente, acrescido de 2g/1 de

caseina hidroligzada.
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Foram usados frascos tipo azeitona, com capacidade para
200ml, fechados com tampas pléasticas sem rosca. Cada frasco foi
preenchido com um volume de 40ml de meio. Para o trabalho com
calos, foram usados tubos de ensaio fechados com tampas plasticas

contendo 10ml de meio e deixados inclinados para solidificar.
3.3. Esterilizacdo e Inoculagdo do Material

O material para a inoculagao, separacdo e preparo dos
explantes = Dbisturis, laminas, pincas = durante os trabalhos
foram colocados em tubos de ensaio contendo dl¢ool 70% mais o
bactericida Quemicetina. Placas de Petri com papel filtro foram
usadas para a execucao do trabalho.

Para a esterilizacdo dos meios e do material de
inoculacdo usou-se uma autoclave de vapor Umido.com 121°C de

temperatura e 1 atm de pressdo por 20 minutos. O material de

inoculagao, apés a autoclavagem, foi levado para a estufa por 24
horas.

Os trabalhos de inoculagdo e transferéncia foram
realizados sob condicdes assépticas em camara de fluxo laminar,
contendo luz ultra-violeta para esterilizagdo e ligadas e limpas

com dlcool 90%, 2 horas antes do inicio dos trabalhos.

3.4. Preparacdo dos Explantes

Os explantes foram retirados de pliantulas isentas de

contaminantes, separados sobre Placas de Petri, .desprezando-se
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sempre as folhas e a gema apical contendo um par de gemas no
experimento 1 e, um, dois e trés pares no experimento 2,
inoculados verticalmente no meio. Para o experimento com calos,
os explantes foram as folhas, cortadas ao meio e utilizando-se
sempre a metade superior da folha, com a parte ferida séﬁdo

exposta ao meio de cultura.
3.5. Condicdes de Crescimento

Apds a montagem dos experimentos, os mesmos foram
conduzidos em sala de crescimento, fotoperiodo de 16 horas,
intensidade luminosa de 30 [IMol de quanta/mQ/s, temperatura de 26
12°C e umidade relativa de cerca de 26%. Para a indugdo de calos,
o experimento foi conduzido sob escuro total e temperatura de 24#

2°C.
3.6. Avaliacdes e Varidveis Analisadas
3.6,1. Numero total de brotos e folhas

Para os experimentos 1 e 2, foram feitas avaliacdes
Visuais aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculagdo. Na avaliagéo
final, realizada aos 120 dias apds a inoculagido, fez-se a
separacgdo individual de brotos e folhas com posterior contagem de

brotos e folhas.
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3.6.2. Numero de brotos maiores que 1cm

Para os experimento 1 e 2, aos 120 dias apds a
inoculacgao, na avaliacéao final, depois de separados
individualmente, foram medidos os tamanhos dos brotos fazendo-se a

contagem de brotos maiores que lcm e brotos menores que 1cm.

3.6.3. Cor

A cor dos explantes foi observada e classificada em
trés categorias. Explantes que continham coloracdo verde claro ou
amarelado recebiam nota 1; explantes com coloracdo normal, nota

2; e explantes com verde intenso, nota 3.

3.6.4. Peso da matéria seca

Para os experimentos 1 e 2, apds a contagem do numero
de brotos, folhas e brotos maiores que lcm, e observacdo da cor,
na avaliacdo final, o material vegetal de cada parcela foi
recolhido em sacos de papel previamente identificados e levados a
estufa por 36h. O material seco foi registrado em.mg/frasco e

depois obteve—-se a média para cada explante, dividindo-se o peso

obtido pelo nimero de explantes contidos no frasco (4).
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3.6.5 Tamanho e Fendétipo

para o experimento 3, os paramentros avaliados foram

tamanho e fendétipo dos calos e as avaliacdes foram feitas por um
sistema de notas e realizadas semanalmente. Para fins de analises

estatisticas, foram selecionadas quatro épocas (25, 50, 100 e 120

dias) .

3.7 . Delineamentos Experimentais e Tratamentos

Nos experimentos 1 e 2 ,0 delineamento experimental foi
o Inteiramente Casualizado (DIC), em esquema fatorial, para as
varidveis numero de brotos maiores que lcm, cor e peso da matéria
seca. Para as variaveis numero total de brotos e numero total de
folhas, usou—-se a Parcela Subdividida no Tempo.

No experimento 3, o delineamento experimental utilizado
foi a Parcela Subdividida no Tempo, em esquema fatorial.

'"No experimento 1, foram combinados quatro niveis de
concentracdes dos componentes do meio "MS" (25%, 50%, 75% e 100%)
e quatro niveis de BAP (0,0; 3,0; 6,0 ¢ 9,0mg/l). O experimento,
em esquema fatorial 4x4, contava com quatro repeticdes. Cada
Parcela era constitulida de um frasco e, cada frasco continha 4
explantes.

No experimento 2, foram .testadosquatro niveis de BAP
(0,0; 3,0; 6,0 e 9,09/l) em combinacdo com trés tamanhos de
eﬁplantes, sendo que os explantes continham um, dois e trés pares

de gemas. O experimento, em esquema fatorial 4x3 contava com
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cinco repeticgdes. Cada parcela era constituida de um frasco e,
cada frasco continha 4 explantes.

No experimento 3, forma testados trés niveis de 2,4~D
(0,1; 1,0 e 10,0mg/l) em combinacdo com quatro niveis de cinetina
(0,01; 0,1; 1,0 e 10,0mg/l). O experimento, em esquema fatorial
3x4 contava com cinco repeticdes. Cada parcela continha quatro

tubos e cada tubo continha apenas um explante:

3.8. Sistema de Notas para o Experimento 3

Sistema de notas para fendétipo:
l/= totalmente oxidado = preto ou marrom bem escuro
2/= oxidado com alguns pontos sem oxidacdo
3/= sujo fridvel
4/= branco sujo
5/= branco cremoso
G/= branco neve
Sistema de notas para tamanho:
1/= sem formacdo de calos
2/= muito pequenos = 0,06 a 0,2cm?
3/= pequenos = 0,2 a 1,0cm?
4/= médios = 1,0 a 2,0cm?
5/= grandes = 2,0 a 4,0cm2
6/= muito grandes - calos maiores que 4,0cm2.
O0s resultados relativos a contagem foram inicialmente

transformados, para posteriores andlises estatisticas.
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Composigdo do Meio "MS"

MEIO "MS"

Componentes: Concentracdes
-NH4NO4 1650,00 mg/l
~KNO 4 1900,00 wmg/]
-CaCl, . 2 H20 440,00 mg/l
-MgS0O4 . 7 H30 370,00 mg/l1
=KHoFO4 170,00 mg/l
-MnSO4 . 7 H)O 22,30 mg/l
-ZnS04 . 4 HO 8,60 mg/L
~H3BO3 6,20 mg/l
~KI 0,83 mg/l
-NaMoOg4 . 2 H»O 0,25 mg/l
-CusO, . 5 H20 0,25 mg/l
-CuCl,y; . 6 H5,O 0,025 mg/1
—-Na, EDTA . 2 HZ20 37,30 wmg/l
-FeS04 . 7 HpO 27,80 mg/l
~glicina 2,00 mg/l
-dcido nicotinico 0,50 mg/lL
-piridoxina 0,50 mg/l
-tiamina 0,10 mg/l
-mioinositol 100,00 mg/l
-gsacarose 30,000,006 mg/l




4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1, Experimento 1: Niveis de "MS" x Niveis de BAP

Observa-se pelo Quadro 1 gque houve efeito do BAP sobre
o numero de brotos, o mesmo ocorrendo com os niceis de "MS".

A interacao principal estudada nao apresentou
significédncia para o nivel de probabilidade estudado (%5%),
enquanto que para tempo, fator secundario, houve interag¢do para
os niveis de BAP,

Os explantes cultivados em meio contendo dqua mais agar
("M5"0%) mais os diferentes niveis de BAP, foi suprimindo das
andlises por ndo haver nenhuma sobrevivéncia dos explantes,
embora tenham permanecidoss verdes durante o periodo compreendido
na primeira avaliacdo (30 dias), porém sem nenhum broto. Nas
avaliacbdes seguintes, os explantes apresentavam-se totalmente
oxidados, sem condicdo alguma de produzir novos brotos.

Observa-se pela Figura 1, que para o nuUmero ,total de
brotos, o meio "MS" usado integralmente €& O que apresentou os
‘Melhores resultados, resultados estes também obtidos por SONDAHL
& HAKAMURA (1980) cultivando nds ortotrépicos de Mundo Novo. Num

Outro trabalho utilizando-se também o "MS'" integralmente, SONDAHL
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et alii (1981) conseguiram, em café, o desenvolvimento de 2,2

brotos,/no.

QUADRO 1. Resumo da analise de variiincia sobre o numero total de
brotos e folhas em Coffea arabica L. c¢v. Catual
Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Quadradros Médios
Fontes de

variacao G.L. Numero Brotos Numero Folhas
BAP 3 0,96132*%% 4,8748569%%
MS 3 0,30384% 2,1235227*%%
BAP x MS 9 0,14365 0,9110450
Erro (A) 48 0,08613 0,5234032
C.V. (%) 7,175 13,76
Tempo 3 0,82777%% 8,1967736%%
BAP x Tempo 9 0,20955%% 0,7452037%*
MS x Tempo 9 0,02913 0,1448963
BAP x MS x Tempo 27 0,01500 0,0840244
Erro (B) 144 0,02230 0,1117772
C.V. (%) 7,302

A correlacdo positiva indica gque houve

Proporcionalidade entre os valores, ou seja, a medida que se
aumentou os niveis de "MS", aumentou—se o numero de brotos
Produzidos.

Como a interagido BAP x Tempo foi significativa, houve a
necessidade de desdobramentos.

Estudando-se os niveis de BAP dentro de tempo,
observou-se que ndo houve diferencas significativas entre ©s

niveis usados, quando as analises foram feitas aos 30 dias, ©
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mesSMO acontecendo para as analises de 60 dias. Entdo poda-sa
afirmar que o numero de brotos produzidos ndo sofreu influéncia

dos niveis de BAP até 60 dias da inoculacgio.

3.5 i —— R = x —— e —————————————————————————

25 L

1.5 -

NUMERQ DE BROTOS

2
05 - Y= 1941597 T 0,1656008X R“=60,17%

0 l—— e o —— — _— | S

25 50 75 1bo
NiVEL DE MS (%)

FIGURA 1. Efeito dos niveis de M$S sobre o numero total de brotos,
em Coff=2a arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras — MG, 1993.

Fazendo-se a contagem do numero de brotos aos 90 dias,
Viu-se diferencas de produgdo de Dbrotos de acordo com as
diferentes concentracdes de BAP.

Na Figura 2, derivando-se a equacdo polinomial,
encontrou-se o ponto médximo de §6,29mg/l de BAP para uma producdo
de2 4,29 brotos/explante com 90 dias, discordando dos dados
obtidos por BARROS & PASQUAL (193%a) e concordando com OS mesmos

autores (1990) que afirmam que o numero total de brotos aumenta
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com © aumento de BAP dentro do intervalo estudado (0 a 6émg/l), ao

trabalharem com ¢offea arabica.

—%0 dias (TI) -- IZOdias(T2)

VT . R
2 2
TI:Y = 1879541 +0,1118798X - 0,00890794X R™=94,00% B
6 “m 2 ;/ -
T2:Y = 1,879287 * 0,0636000X R =9258% _--~
w _c-
(0] - _
e e —
& 4 P o
w S
a BT
2 3 W
i g
z 2 .,-f’f: =
. |
8 — T
0 3 6 9
DOSE DEBAP (mg/l)
FIGURA 2. Efeito das doses de BAP dentro de 90 e 120 dias sobre o
nimero total de brotos em Coffea arabica L. cv, Catual

Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Na andlise final, aos 120 dias andés a inoculacgio,
observa-se que a proliferacao de Dbrotos foi diretamente
Proporcional aos ni{veg de BAP usados. Nestas bases, ¢ nivel de
mg/1l foi o que apresentou uma maior proliferacdo de brotos
dentro do intervalo estudado, sendo que pelo uso da equacgao,
afirma-se que, ao usar 9mg/l de BAP, obtém-se §&,62 novos

bfotos/explante apés 120 dias da inoculagio, de acordo com DUBLIN
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(1991) gquando relata um aumento na proliferacdo de brotos com o
aumento de BAP no meio de cultura at6 a dose de 1lomg/1.
de avaliacéao

Para o estudo dos diferentes periodos

dentro dos niveis de BAP (Figura 3), observou-se que na auséncia

total de BAP, o tempo ndo influenciou a proliferacdo de brotos,
concordando com DUBLIN (1980b) e GUEVARA(1987b) os quais afirmam

a necessidade de uma concentracdo minima de citocinina para que

haja o inicio da proliferacdo de brotos.
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FIGURA 3. Efeito dos tempos de andlise dentro dos diferentes

sobre o numero total de brotos,
Coffsa arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2-5-44.
ESAL, Lavras = MG, 1993.

niveis de BAP em



Na presenca de qualquer nivel utilizado de BAP, quanto
maior o tempo, maior serd o numero de brotos produzidos por
explante. Pode-se afirmar que 120 dias foil o melhor tempo para a
proliferagdo de brotos.

Para a variavel nuUmero total de folhas, observa-se pelo
Quadro 1 que a interagdo principal estudada 'MS" x BAP néo
apresentou diferencas significativas para o nivel de 5% de
probabilidade, engquanto que para tempo, houve interagdo com o
fator BAP.

Da mesma forma que para variavel broto, o nivel 0% de
"MS!" foi suprimido das andlises.

Para os niveis de '"MS" estudados, observa-se pela
Figura 4, para se conseguir uma maior producgao de folhas, o meio
"MS" usado na totalidade de sua composi¢do fol o que apresentou
melhores resultados. Usando-se a equacdo, obteve-se 11,12 folhas
por explante, enquanto que SONDAHL et alii (1984) usando "MS" a
25% num meio primadrio conseguiram um par de folhas por broto, em
cafeeiro Catuai, apds 43 dias.

A correlacéo positiva indica que houve
proporcionalidade entre os niveis de '"MS" e a proliferacdo de
folhas, isto &, a medida em que se aumenta a concentracdo dos
Componentes do "MS" no meio, aumentou-se o numero de folhas
Produzidas.

Como a interagdo BAP x tempo foil significativa, ha a

necessidade de desdobramento.



12

10
2 8
5 ;
o
L
o 6
g
5 4
=
2
e Y = 2,372758+ 0,4100749) : R =52,84%
0 —-r— - ——-
25 50 75 100
NiVEL DE MS (%)

FIGURA 4. Efeito dos niveis de MS sobre o numero total de folhas,
em Coffea arabica L. c¢cv. Catuai Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Estudando-se BAP dentro de tempo, da mesma forma que
para a varidvel broto, aos 30 e 60 dias apds a inoculacgio, ndo se
obteve diferencas significativas entre os niveis de BAP
estudados, ou seja, o numero total de folhas, at6 60 dias da
inoculacdo, nio sofreu influéncia do uso de BAP em concentracdes
diversas, ou mesmo na sua auséncia.

Aos 90 dias apds a inoculacdo, a varidvel numero total
de folhas apresentou diferencas utilizando-se BAP em diversos
Niveis, obtendo-se 16,33 folhas/explante (ponto maximo de

Produgdo) com 6,17mg/l de BAP (Figura 5).
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FIGURA 5. Efeito das doses de BAP dentro de 90 e 120 dias sobre o
nimero total de folhas, em Coffea arabica L. cv.
Catual Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG,
1993.

Quando a avaliacdao foi realizada aos 120 dias apds a
ineculaqéo, a medida em que se aumentou a concentracdo de BAP no
meio, aumentou-se tampbém a proliferacdo de folhas. Assim, no
Periodo de analise de 120 dias, pode-se afirmar que 9mg/l de BAP
foi o nivel onde ocorreu a maior producdo de folhas/explante,
Provavelmente ndo em funcdo do tamanho dos explantes, pois estes
apresentavam-se pequenos e, sim do numsro total de brotos. No
entanto, DUBLIN (1980b) afirma que o BAP usado na concentracdo de
1 a i10omg/l foi eficiente para a multiplicacdo de Arabusta,

Quando se fez @ estudo do fator secundario tempo dentro
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de BAP, observa-se que na presenca de qualquer concentracdo de
BAP houve um aumento no numero de folhas em funcdo do tempo, e
que 120 dias foi o melhor tempo para se observar O numero total
de folhas produzidas (Figura 6). Na auséncia de BAP, o tempo nédo

influenciou 0 aumento do numero de folhas.
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FIGURA 6. Efeito dos tempos de andlise dentro dos diferentes
niveis de BAP sobre o numero totalde folhas em Coffea
arabica L. c¢v, Catual Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL,
Lavras = MG, 1993.

Observando-se o Quadro 2, pode-se afirmar dgue, no
intervalo de 120 dias, os niveis de "MS'" e BAP ndo foram
expressivos o suficiente para produzir um nUmero significativo de
brotos com tamanho superior a lcm, usando-se explantes contendo

um par de gemas. Para esta varidvel, como ©0s fatores nao



apresentaram significidncia, o nivel de 25% de "MS" e Omg/l de BAP
sd0 os mais indicados e mais econdmicos para a producgdo de brotos
com mais de lcm, confirmando dados obtidos por BARROS & PASQUAL
(1990) que afirmam que o numero de brotos com mais de lcm diminui
com o aumento da concentracdo de BAP, e discordando dos mesmos
autores (198%a) que encontraram a concentracdo ¢tima de 0,5mg/l

de BAP, para proliferacdo de brotos maior. que .1,0cCm.

QUADRO 2. Resumo da andlise de variancia sobre o numero de brotos
maior que lcm, COr € peso seco em Coflfea arabica L.
cv., Catuai Vermelho CH 2077-2-5-44, ESAL, Lavras - MG,

1993.
Quadradros Médios
Fontes de
Variacédo G.L, Numero Brotos Cor Peso da
maior que 1lcm Matéria Seca

BAD' 3 0,0117162 0,0496140 1,6946712%
MS 3 0,0363293 0,0830995 1,9446553%
BAP x MS 9 0,0253751 0, 0897671 0,8012407
Erro (A) 48 0,0149920 0, 0523501 0,5301374
C.V. (%) 10,43 13,93 22,49

A variavel cor foi também analizada somente aos 120
dias, com um sistema de notas emitido por comparacdo entre os
explantes. Da mesma forma que para brotos com mais de Llcm, néo
foram encontradas diferencas significativas nos fatores e nem na
interacdo entre os mesmos. Pode-se, entdao, afirmar gque os
diferenres niveis de "MS" e BAP utilizados, no intervalo de 120

dias, ndo foram significativos para causar alteragdes na cor dos

5
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protos, diferente do que relatam ZOK & DUBLIN (1991), afirmando
que em Um melo pobre em nitrogénio e potdssio, hd um crescimento
rapido das folhas de Coffea arabica, ocorrendo também uma
descoloracdo das mesmas.

Como pode se observar no Quadro 2, os niveis de "MS" e
BAP utilizados apresentaram diferencas expressivas sobre o peso
da matéria seca, enquanto que a interagio entre os fatores néao
foi significativa, mostrando assim a independéncia dos fatores,
ou seja, os diferentes niveis de BAP ndo tém sua acéo
influenciada pelos diferentes niveis de "MS". O inverso também &
verdadeiro.

No intervalo estudado (120 dias), a melhor concentracédo
de BAP para peso da matéria seca foi de 9mg/l de BAP, coincidindo
com a maior producdo de peso seco dos explantes, provavelmente
pelo maior numero de brotos do explante sendo que quanto maior o
numero de brotos, tanto maior sera o peso seco (Figura 7).

Na Figura 8, pela derivacdo da equacdo obteve-se o
ponto maximo 0,71, ou seja 71% das gquantidades de componentes do
meio "MS" foi aquela que produziu a maior taxa de PS/explante
(25,16mg/explante).

Dentro dos niveis de "MS" testados pode-se afirmar que
75% da concentracgao de "MS" foi o melhor nivel para a produgdo de

matéria seca dos explantes.
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FIGURA 7. Efeito das doses de BAP sobre o peso da materia seca €em
Coffea arabica L. cv. Catuai{ Vermelho CH 2077-2-5-44.
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4.2. Experimento 2: Numero de Gemas X Niveis de BAP

De acordo com o Quadro 3, pode-se verificar que os
fatores principais (BAP e gemas) sdo altamente significativos no
estudo da variavel numero de brotos. Como o estudo foi realizado
em parcela subdividida no tempo e a interagdao tripla foi
sigﬁfficativa para o nivel de probabilidade estudado, ndo se pode
tirar conclusdes dos fatores separadamente e sim fazer um estudo

conjunto dos mesmos observando o seu comportamento e suas

interagdes.

QUADRO 3. Resumo da analise de variancia sobre numero total de
brotos e folhas em Coffea arabica L. c¢v. Catual
Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Quadradros Médios

Fontes de

Variacéo G.L. Numero Brotos Numero Folhas
Gemas 2 1,3811722** 8,4892417**
BAP 3 0,4878677** 2,6852538"
Gemas x BAP 6 0,2322640 1,4563610
Erro (A) 48 0,1094616 0,7626217
C.V. (%) 8,34 16,40

Termpo 3 0,6609169** 10,7057838**
Gemas x Tempo 6 0,0214584" 0,1030956
BAP x Tempo 9 0,1183727** 0,3130593**
Gemas x BAP x Tempo 18 0,0212844%* 0,1195844%*
Erro (B) 144 0,0086179 0,0541213
C.V. (%) 4,68 8,74
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Estudando-se o numero de gemas dentro de BAP e tempo,
verifica-se que, na auséncia da citocinina BAP, o numero de gemas
ndo influenciou o numero total de brotos em nenhum dos periodos
analisados, ou seja, gquando o meio de cultura ndo foi
suplementado com BAP, o numero de gemas do explante ndo alterou o
numero de brotos produzidos, independente do tempo decorrido para
o crescimento dos mesmos.

Quando se usou o BAP na concentracdo de 3mg/l, da mesma
forma que na auséncia do regulador de crescimento, o nuUmero de
gemas ndo influenciou a producgdo total de brotos em qualquer dos
periodos de analise, coincidindo com KRIKORIAN et alii (1987) os
quais afirmam que um meio minimo, sem a adicdo de reguladores de
crescimento, raramente serve de veiculo para suportar um
crescimento de tecidos normais. Pode-se afirmar que o numero de
brotos produzidos ndo foi alterado pelo tamanho do explante,
independente do tempo decorrido para o crescimento dos mesmos. Ao
utilizar émg/l de BAP no meio, durante a fase de crescimento até
90 dias apds a inoculagdo, o numero de gemas ndo influenciou a
producdo total de Dbrotos. Na analise final aos 120 dias,
observou-se que o0 numero de brotos foi alterado pelo nUmero de
gemas presentes no explante.

Observa—-se que ao se usar émg/l de BAP, aos 120 dias
apds a inoculagdo, um explante contendo 4,9 gemas produziu 8,74
brotos, discordando com DUBLIN (1991) o qual afirma que para a
micropropagacdao had a necessidade do explante ter um par de gemas

com folhas reduzidas a metade (Figura 9).



10

5 ¥ B
P
o . g
i 6 /
ol 7
g a- /
s
35 /
z v
// Y = 0202440 + 0,9850085X -0.10043098X°  R2= 100%
0 .
2 A 6
NGMERO DE GEMAS

FIGURA 9. Efeito do numero de gemas dentro de 6émg/l de BAP e
120 dias de andlise sobre o numero total de brotos em
Coffea arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2-5-44.
ESAL, Lavras = MG, 1993.

Com o uso de 9mg/l de BAP no meio de cultura, o numero
de gemas no explante ndo interferiu na producdo total de brotos.
Pode-se afirmar que, em qualquer £poca de andlise, o numero de
gemas do explante ndo influenciou o numero de brotos produzidos
quando a concentracdao de BAP foi de 9mg/l, concordando com CUSTER
(1980) que obteve seu melhor resultado com 7 semanas e 10mg/l de
BAP .

Comparando—-se os resultados quando se usou 6 e 2mg/l de
BAp, pode—-se supor que a equacdo quadrdtica significativa no uso

de émg/l, apds 90 dias de inoculacdo, indica que explantes com
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tamanhos superiores a 4,9 gemas necessitam de uma suplementacio
de BAP superior a 6mg/l, o que.foi comprovado pelo nivel de 9mg/1l
que supre as necessidades dos explantes de todos es tamanhos.

Estudando-se os niveis de BAP dentro de gemas e tempo,
pode-se afirmar que quando se usa explantes contendo um par de
gemas., ndo 1importa o nivel de BAP usado pois este ndo vai
influenciar a producdo de brotos no intervalo de tempo analisado.
As diferentes concentracdes de BAP utilizadas ndo produziram
efeitos no aumento do numero de brotos quando o explante possui
apenas um par de gemas,ao contradrio do que afirma DUBLIN (1991)
quando indica, como ideais para a micropropagac¢ado, explantes com
um par de gemas, provavelmente em funcdo do explante de café ser
muito sensivel nas subculturas, de acordo com SONDAHL ‘& SHARP
(1977) .

Ao se usar explantes contendo dois pares, ou seja,
quatro gemas, do periodo inicial até os 90 dias de inoculag¢do, os
diferentes niveis de BAP ndo influenciaram a producdo total de
brotos, contudo, aos 120 dias, observou-se um comportamento
diferenciado da producdo de Dbrotos em funcdo das diferentes
concentracdes de BAP utilizadas (Figura 10).

Utilizando—se explantes com .dois ©pares de gemas,
5,05mg/1 foi o nivel que exibiu maior efeito sobre a producdo de
brotos (7,43 brotos/explante), confirmando dados de ZOK & DUBLIN
(1991) o0s quais afirmam que as concentragées de BAP mais

eficientes estdo ao redor de Smg/l.
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FIGURA 10. Efeito dos niveis de BAP dentro de 4 e 6 gemas e
120 dias de andliss sobre o ndmaro total de brotos em
Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho CH 2077-2-5-44.
ESAL, Lavras = MG, 1993.

No uso de explantes com trés pares de gemas, desde a
inoculagdo at6 90 dias apdés a mesma, as diferentes concentracdes
de BAP usadas ndo interferiram na producdo total de brotos. Da
mesma forma que quando se usou explantes contendo 2 pares de
gdemas, a andlise de regressdo aos 120 dias apresentou diferencas
significativas, mostrando uma producdo de brotos diferenciada
Pelos niveis de BAP utilizados.

Observa-se que, ao usar explantes contendo trés pares
de gemas, o nivel de BAP de 5,26mg/l foi o que produz o maior

Nlimero de brotos (7,43 brotos/explante),
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Comparando-,se os resultados dos explantes com dois e
trés pares de gemas, aos 120 dias (Figura 10), pode-se afirmar
que explantes contendo dois pares de gemas e um nivel de 5,05mg/1
foi o par ideal para a produgdao de brotos obtidos em 120 dias
apés a inoculagiao, confirmando DUBLIN (1984), gquando indica

niveis ideais de 5,0mg/l de BAP.

Para o tempo, fator secundario, independentemente do

nimero de gemas do explante, quando ndo se usou BAP, o tempo nao

influenciou a proliferagao de brotos, ou seja, na auséncia de

BAP, com gqualguer numero de gemas contidas no explante, com o
passar do tempo nao houve uma maior produgdo de brotos.

Ja na presencga de gqualquer nivel de BAFP estudado, para
gualgquer numero de gemas, o tempo agiu numa de forma diretamente

proporcional na producgdo de brotos. Sendo assim, pode-se afirmar

que na presenga de BAP, conforme relata GUEVARA (1987b), due o

BAP, é a citocinina gue melhor estimula a proliferagao de gemas

axilares e brotos. Independente do numero de gemas do explante,

tém-se um maior nuimero de brotos por explante com o transcorrer

do tempo. Dentro do intervalo estudado, pode-se afirmar gque 120:

dias foi o melhor tempo para a produgdoc de brotos (Figuras 11, 12 |

e 13).

Para a varidvel folha, observou-se que a significdncia

da interagdo principal (Gemas e BAP) ndo foi relevante para o

nivel de probabilidade estudado, sendo que o efeito dos fatores, 't

isoladamente foi significativo. Como a interagado tripla, que |

inclui o tempo na subparcela do experimento, foi significativa, |

ndo se pode tirar conclusdes :particularizadas dos: fatores e | -
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FIGURA 11. Efeito do tempo dentro dos diferentes niveis de BAP e
explantes com 2 gemas sobre o nUmero total de brotos
em Coffea arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras T MG, 1993.
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44.
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FIGURA 13. Efeito do tempo dentro dos diferentes niveis de BAP e
explantes com 6 gemas sobre o numero total de brotos
em Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

assim, tem-se que fazer os desdobramentos necessdrios para o
astudo dos resultados.

Estudando-se gemas dentro de BAF e tempo, observou-se
que, na auséncia do BAP, o numero de gemas do explante né&o
interferiu no numero total de folhas produzidas. Pode-se afirmar
que ,quando © meio ndo apresentou, na sua constitui¢do, nenhum
tipo de regulador de crescimento, o nuimerc de gemas do explante
ndo influenciou a producdo de folhas, nos 120 dias analizados.

Da mesma forma que na auséncia de BAP, quando se usou

3mg/l acrescidos ao meio de cultura, o numero de gemas do



explante ndo produziu efeito significativo no aumento do numero
de folhas, at2 os 120 dias apds a inoculagio.
Para o nivel de émg/l de BAP, pode-se afirmar que o

nimero de gemas ndo influenciou a produgcdo de folhas desde a

inoculagdo at6 90 dias apds a mesma.
Aos 120 dias apds a inoculagido, viu—-se claramente o
efeito no numero de gemas sobre a producdo de folhas quando o BAP

estd presente a um nivel de émg/l (Figura 14).
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20

NUMERO DE FOLHAS

10 = -1,687534 + 2,3813456X - 0,24708360X%  R>= 100%

0 i ‘ e
2 4

NUMERO DE GEMAS
FIGURA 14. Efeito do numero de gemas dentro de 6émg/l de BAP e

o\

120 dias de andlise sobre o numero total de folhas em
Coffea arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2-5-44.
ESAL, Lavras = MG, 1993.

Com os dados obtidos pela derivacdo, pode-se afirmar

que 4,90 foi o numero ideal de gemas para a producdo médxima de
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folhas (52,32 folhas/explante), usando-se 6mg/l de BAP, aos 120
dias apos inoculagdo, resultados semelhantes aos de DUBLIN (1984)
quando utilizou explantes com dois nds para a micropropagacio, sé
que inoculados horizontalmente.

Usando-se 9mg/l de BAP, o quadro reverteu-se e
obteve-se a mesma situacdo que para os niveis de 0 e 3mng/l de
BAP, Pode-se afirmar que no uso de 9mg/l, o numero 'de gemas do
explante ndo interferiu na producdo de folhas, no intervalo de
120 dias estudados, talvez porque explantes contendo um nuUmero
maior de gemas necessite de um maior suprimento exdgeno para a
proliferacdo de folhas.

Estudando—-se BAP dentro de gemas e tempo, para a
producdo de folhas, independente do numero de gemas contido no
explante, dentro do 1intervalo analisado de 120 dias, os
diferentes niveis de BAP, ou mesmo a auséncia da citocinina 'néo
influenciaram a producdo total de folhas. Isto evidencia a acéo
do BAP sobre a multiplicacdo do material vegetal, ou seja,
proliferacdo de brotos, ndo possuindo efeito significativo sobre
¢ crescimento dos mesmos. Estes resultados confirmam relatos de
SACHS & THIMANN (1967) que evidenciam a acdo das citocininas para
causar o inicio da brotag¢do, e, segundo GUEVARA (1987b) sdo as
auxinas que estimulam o crescimento de Dbrotos e folhas em
diferentes concentracdes, sempre mais altas para o crescimento
dos brotos.

Para' o fator tempo, na producdo de folhas,
independentemente do numero de gemas contido no explante e também

dos niveis de BAP usados, observou-se que em todas as combinacdes
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de BAP e gemas, houve um efeito significativo da regressdo
linear, mostrando que o tempo age diretamente sobre o nlUmero
total de folhas (Figuras 15, 16 e 17).

Com o passar do tempo observou-se um aumento no numero
total de folhas. Entdo pode-se afirmar, dentro do intervalo

estudado, que 120 dias foi o melhor tempo para a proliferacdo de

folhas.
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FIGURA 15. Efeito do tempo dentro dos diferentes niveis de BAP em
explantes com 2 gemas sobre o numero total de folhas
em Coffea arabica L. c¢v., Catuafl Vermelho CH 2077-2-5-

44. ESAL, Lavras = MG, 1993.
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FIGURA 16. Efeito do tempo dentro dos diferentes niveis de BAP em
explantes com 4 gemas sobre o numero total de folhas
em Coffea arabica L. ¢v. Catual Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras = MG, 1993.
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FIGURA 17. Efeito do tempo dentro dos diferentes niveis de BAP em

explantes com 6 gemas sobre o nuUmero total de folhas
em Coffea arabica L. c¢v. Catual Vermelho CH 2077-2-5-
44. ESAL, Lavras = MG, 1993.
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QUADRO 4. Resumo da andalisge de variancla sobre o numero de brotos

maior 'que lcm,

arabica L. cv.

Lavras = MG, 1993.

Fontes de

cor e peso da matéria seca em Coffea
Catuai Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL,

Quadradrog Medios

variacéao G. Numero Brotos Cor Peso da

maior que lcm Matéria Seca
Gemas 2 0,1174205% 0,7356748%* 2,6883697%%
BAP 3 0,3161094*" 0,1692737% 1,0065442"
Gemas x BAP 6 0,0416339 0,0527057 0, 7038281
Erro (A) 48 0,0363077 0,0597793 0, 3402667
C.V. (%) 20,68 14,08 15,25

Pelo estudo de regressdo para os diferentes niveis de

gemas, observou-se que apenas a regressdo linear foi capaz de

representar bem as variacdes ocasionadas na producdo de brotos

com mais de 1icm,

explante (Figura 18).

decorrentes dos diferentes numero de gemas do
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FIGURA 18. Efeito do nUmero de gemas do explante sobre o numero
total de brotos maior que lcm em <Coffea arabica L.

cv. Catuaf{ Vermelho CH 2077-2-5-44.. ESAL, Lavras -
MG, 1993.

Nota-se que & medida em gque se aumentou o numero de
gemas no explante, aumentou-se proporcionalmente as chances de se
obter brotos com tamanho superior a icm, DUBLIN (1984) afirma que
para se obter rapidamente Dbrotos vigorosos, deve-se usar
explantes com dois nds, ou seja, 2 pares de gemas.

J4 no estudo de regressdo para os niveis de BAP,
verifica-se que a regressdao quadratica foi a que melhor
representou as diferencas significativas na producdo de brotos
com mais de lem por efeito dos diferentes niveis de BAP,

discordando dos estudos com Coffea arabica de BARROS & PASQUAL
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(1990) que afirmam que o decréscimo do numero de brotos maior que

icm € proporcional ao aumento da concentragdo de BAP (Figura 19).
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FIGURA 19. Efeito das doses de BAP sobre o numero total de brotos
maiores que 1lcm em Coffea arabica L. c¢v. Catuai

Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

ris

Pela derivagdo da eguagdo obteve-se o0 ponto minimo, ou
seja, 2,28mg/]l de BAP foi o nivel que produziu o menor numero de
brotos maiores de 1cm (0,20 brotos com mais de lcm/explante), e o
nivel de 9mg/1l foi o que produziu um maior numero de brotos com
mais de 1cm.

Para a variével cor, da mesma forma que na varidvel
anterior, os fatores interfiriram significativamente nos
resultados independentemente um do outro, sendo que a interacéo

entre os dois néo se mostrou significativa para o nivel de



54

probabilidade avaliado. BAP e gemas produziram variagdes
significativas na cor, mas agiram sem que houvesse interferéncia
na aGd0 entre oOs mesmos.

Para o numero de gemas usadas, verifica-se que & medida
gue se aumentou o nhumero de gemas por explante, os brotos
apresentaram colorac&oc verde mais intensa, sendo considerados,

pela andlise visual, mais vigorosos (Figura 20).

35

25 -

COR (nota)

05 1 Y = 1,367686 + 0,0920947X R%= 92,23%

2 4 8
NUMERO M GEMAS
FIGURA 20. Efeito do nimero de gemas do explante sobre a cor em
Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho CH 2077-2-5-44.
ESAL, Lavras ™ MG, 1993.

Dentro do intervalo estudado, pode-se afirmar que os
brotos que possuem verde mais intenso s&o aqueles derivados de

explantes contendo trés pares de gemas.
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Para os niveis de BAP influenciando as diferencas na
cor dos brotos, nota-se, que & medida que se aumentou a
concentracdo de BAP no meio de cultura, houve um acréscimo na
intensidade da plgmentacdo dos explantes. Os Dbrotos que
apresentaram <¢oloragdo verde mais intensa, dentro do intervalo

estudado, foram os colocados em meio contendo 93%mg/l de BAP

(Figura 21).
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FIGURA 21. Efeito das doses de 3AP sobre a cor em Coffaa arabica
L. cv., Catual Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras -~
MG, 1993.

Conforme mostra o Quadro 4, gemas e BAP influenciaram
Significativamente a produgido de materia seca dos brotos. A

interagdo dos dois fatores ndo apresentou varlagdes relevantes
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para O nivel de probabilidade estudado, sugerindo assim, a

independencia de a¢doc dos mesmos.

Os brotos que apresentaram maior peso da materia seca,
dentro do intervalo estudado, s30 os brotos oriundos de explantes

contendo trés pares de gemas (Figura 22).
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FIGURA 22. Efeito do numeroc de gemas do explante sobre © peso da
matéria seca em Coffea arabica L. cv. Catual Vermelho

CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras — MG, 1993.

Entdo, assim, quando se aumentou o tamanho do explante,

seca produzida, talvez por

hd também um aumento de materia

explantes maiores serem mais resistentes e ©possuirem. uma

capacidade de produgdo de Dbrotos maior, em fungdo de
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apresentarem-se com um maior nuUmero de gemas. SONDAHL & SHARP

observaram a fragilidade dos explantes dee café,

(1977)
provavelmente por serem excisados muito pequenos.

Para os diferentes niveis de BAP, & medida em que se
aumenta a concentrapdo de BAP no meio, houve um aumento de peso

seco dos explantes. Para explantee cultivados em meio contendo

gmg/1l de BAP, o peso seco ¢ de 46,99mg/explante (Figura 23).
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FIGURA 23. Efeito das doses de BAP sobre o0 peso da materia seca
em Coffea arabica L. cv, Catual Vermelho CH 2077-2-5-

44. ESAL, Lavras — MG, 1993.

Entdo, dentro do intervalo estudado pode-se afirmar que

9mg/l £foi o melhor nivel de BAP para a produgdc de peso da

materia seca.
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4.3. Experimento 3 Niveils de cinetina X Niveis de 2,4-D

Pelo Quadro 5, observou-se que apenas os diferentes
niveis de 2,4-D foram significativos na alteragdo do crescimento
de calos enquanto a interagdo com o fator secunddrio, tempo,

apresentou significdncia para o nivel de probabilidade estudado.

QUADRO 5. Resumo da an&lise de varidncia para tamanho e fendétipo
dos calos em Coffea arabica L. cv. Catuafl Vermelho CH
2077-2-5-44. ESAL, Lavras ~ MG, 1993.

Quadrados Médios

Fontes de

variagao G.L. Tamanho Fenétipo
(nota 1-6) (nota 1-6)
cinetina 4 0, 3219705 0,1982750
2,4-D 2 2,0500741** 2,5750695**
Cinetina x 2,4-D 8 0, 2150836 0,1449376
Erro (A) 60 0,1528897 0,1449251
CV. (%) 9,62 10,46
Tempo 3 1,4228026™  5,9644270%*
Cinetina x Tempo 12 0,0603191 0,0394209
2,4-D x Tempo 6 0,1642827** 0,0502061
Cinetina x 2,4-D x Tempo 24 0,0321075 0,0292224
Erro (B) 180 0,0438264 0,0265092
C.V. (%) 10,30 8,95

Os niveis de 0,0 e 0,0lmg/l de 2,4-D foram retirados
das andlises por ndo terem apresentado nenhum tipo de calo,

durante todo o periodo analisado (4 meses).
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A cinetina, em todos os ©periodos avaliados, nao
apresentou signiflecdncia para o crescimento dos calos. Pode-se
afirmar que os diferentes niveis de cinetina ndo influenciaram a
prollferacdo de calos de café4, concordando com DUBLIN (1981) que
produziu calos na auséncla de cinetina com concentracdes de 2,4-D
entre 0,01 a 1,0mg/l e LONDONO et alii (1981) que obtiveram
cresdimento dtimo de calos, usando diferentes concentracdes de
2,4-D, sem adicdo de nenhum tipo de c¢itocinina,

Assim, observa-se que o processo de inicio e
proliferacao de calos em funcdo de seu crescimento ndo teve a
necessidade (gxdgena) da cinetina. Os dados discordam de SONDAHL
& SHARP (1377a) que relatam a necessidade de um minimo de
cinetina essencial para iniciar o proceso. CROCOMO et alii (1975)
trabalhando na obtencdo de calos com 0,03mg3/l de cinetina,
obtiveram brotos em alguns explantes subcultivados, evidenciando
assim o efeito da <¢litocinina no estimulo & brotagdo, e YASUDA et
alii (1985) ao afirmarem a necessidade de auxinas para o0 inicio e
crescimento dos calos.

Como hd intsracdo entre os fatores 2,4-D e tempo, hd a
necessidade de se fazer os desdobramentos.

Estudando-se 2,4-D dentro dos diferentes niveis de
tempo, para o primeiro periodo estudado (25 dias) nota-se que
para a obtencdo de calos de tamanho grande, em catfgd, apds Lres
semanas da inoculacio, deve-se usar 5.43mg/l de 2,4-D, de acordo
tambdm com SHARP et alii (1973) e LONDO8O (1981) que tiveram
dtimo crescimento de calos com altos nivels de auxinas

(Figura 24).



60

10
o 8 | “~
s !
SN
- /
W & | P
3 |
L ,/
o 4 o X
5
= 2 | 2 2
Y = 1,467908 + 0,6012046X - 0,05537947X R = 100%
g ! .

DOSE DE 2,4 - D (mgf)
FIGURA 24. Efeito dos niveis de 2,4-D dentro de 25 dias sobre o
tamanho dos calos em Coffea arabica L. c¢v. <Catual
Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Para os outros periodos (50, 100 e 120 dias) os
diferentes niveis de 2,4-D nao provocaram diferencas
significativas na proliferacdo de calos. Com 1isso, pode—se
afirmar que apés 50 dias da inoculagdo, as diferentes
concentracdes de 2,4-D ndo provocam alteracdo no tamanho dos
calos.

Verifica-se que apds o0 periodo inicial de indugio e
crescimento, os diferentes niveis de 2,4-D utilizados né&o
modificaram o processo, provavelmente pelo tempo de agdo do
regulador de crescimento ser limitado, sendo que apds 50 dias hd
a necessidade de transfarédncias para um novo meio, se a intencdo

4 de multiplicacdo rdpida dos calos.
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Para o nivel de 0,1mg/l da auxina, derivando-se a
equacdo, obteve-se o ponto de 87,82 dias para o maior crescimento
de calos, no uso de 0.1img/l de 2,4-D. Os calos obtidos possulram
o tamanho pequeno a médio, de acordo com HERMAN & HASS (1975),
que obtiveram baixo crescimento de calos usando o mesmo nivel da

auxina, acrescentando 0.1lmy/l de cinetina (Figura 25).
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FIGURA 25. Efeito dos tempos de analise dentro de niveis de 2,4-D
sobre o tamanho dos calos em Coffea arabica L. ¢v.

Catual Vermelho CH 2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG,
1993.

Quando se usou 1,0mg/l de 2,4-D, o ponto midximo de
89,21 dias foi o periodo de maior crescimento dos calos de

tamanho grande, semelhantes aos resultados de DUBLIN (1981), que
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obteve calos com concentragdes de 0,01 a 1,0mg/l com o inicio de
crescimento em 6 semanas.

Para 10,0mg/l de 2,4-D, o ponto midximo de 89,06 dias
obtido pela derivacdo mostra o periodo em que se obteve o maior
crescimento dos calos para.a concentracdo em estudo que produziu
calos .de tamanho médio. ’

Por estes dados, observou-se que a 'concentracao de
tomg/l nao influenciou positivamente o crescimento dos calos,
produzindo calos'con tamanho inferior aos obtidos com o uso de
img/1 da auxina, Afiyma~se também que 123 semanas fol o tempo
ideal para o nalar orasoipento da oalos, inﬂﬂpandantﬂmanté da
concentragiio de 3,4-R, diferindo das nnﬁﬂrvagﬁﬂé 4o LONDORO et
alii(1981) quanto aaq tampu ds arﬂﬂn;mantq Qtimq quﬂ fql, pur ﬂla
obtido, em 7 memanas com altaa ccncantruqﬁaﬁ du 2.4 D.'

Para a varidvel fendtipo, observou-se que dos fatores
principais, apenas o 2,4-D atuou sobre os fendtipos dos calos,
sendo que os diferentes 'niveis de cinetina ndo produziram
diferengas gignificativas, O tempo, fator secunddrio, apenas
isoladamente apresentou diferengas siqnificatlv&a pdfﬁ-d'niﬁéi da
probabilidade estudada. A cinetina, ﬂentrn do pivel aﬁtudadn, nﬁu
apresentou mudangas significativas no fandtipn [Figura ZE] '

Assim, pode-se que notar que a @stluaio da c1net1na 'do
meio de cultura n&o trouxe mudancas no fenétipo dos calos,
concordando com DUBLIN (1981) que obteve diferentes fendtipos de
-calos com diferentes concentracdes de 2,4-D e afirma que o
fendtipo depende do nivel de auxina usado. Estes dados contrariam

SONDAHL & SHARP (1977a) os quais afirmam a necessidade de um
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minimo de cinetina (0.l1lmg/l) para a produgdo e SHARP et alii

(1973) que usou como fonte de c¢itocinina, o leite de coco a 5%.

| ¥=1,182022 + 0,0127304X - 0,00004381X > R%= 99,98%

FENOTIPO DOS CALOS (nota)
%]

|

| |
' |
|

.

25 50 100 i20
TEMPO (dias)

FIGURA 26. Efeito dos tempos de andlise sobre o ftendtipo dos

calos em <Coffea arabica L. cv cCatunal Vermelho CH

2077-2-5-44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Para os diferentes niveis de 2,4-D, pode-se afirmar que
para a obtencido do fendtipe branco em maior proporgdo, usou—se
5,45mg/l de 2,4-D, o©0 mesmo nivel 1indicado para a maior
prolifaracdo de calos de tamanho muito grande, contrariando
SONDAHL et alii (1981), que indicam a concentragdo 4tima para a

indugdo de 0,73mg/l de 2,4-D (Figura 27).
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FIGURA 27. Efeito dos niveis de 2,4-D sobre o fendtipo dos calos

em Coffea arabica L. cv. Catual Vermelho CH 2077-2~5-

44. ESAL, Lavras = MG, 1993.

Ndo foram obtidos fendtipos como bolha verde, que sdo
calos com coloracdo esverdeada, observados por BANDEL et alii
(1975) e CARVALHO et alii (1976), e por 1isso ndo entraram no
sistema de notas. Com certeza ndo foram produzidos calos com
coloracdo esvardesada por os calos terem sidos incubados, durante

os quatro meses, no escuro.



5. CONCLUSOES

Para as condigbes em que os experimentos foram

realizados, pode-se concluir que:

Experimento 1

= Para a producdo de brotos, os componentes do meio "MS" devem
ser usados integralmente e acrescido de §,29mg/l de B8AP
quando se faz repicagens aos 90 dias. Se as repicagens forem
feitas aos 120 dias, a concentracdo de BAP deve ser de a
9mg/1;

- Para a producéco de folhas, ©s componentes do meio "MS"devem
ser usados integralmente e acrescidos de 6,17mg/l de BAP
quando se faz repicagens aos 90 dias. Se as repicagens forem
feitas aos 120 dias, a concentragdo de BARP deve ser elevada
a Img/1;

- Para a produgcao de brotos com mails de 1c¢m ou obtencdo da
melhor coloragcdo os diferentes niveis dos componentes de
"MS"e BAP nao produziam diferencas significativas;

= O maior peso de materia seca dos brotos foi obtido com o uso
dos componentes do meio '"M3" usados em 75% das suas

concentracoes acrescidos de 9mg/l de BAP;
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Na ausdncla de BAP o periodo de tempo ndo interfere na
producdao de brotos e folhas.

Para qualquer concentracdo utilizada de BAP ou na ausancla
da <c¢itocinina, 120 dias ¢ o melhor periodo para a

proliferacdo de brotos.e folhas.

Experimento 2

Para a producdo de brotos e folhas, o melhor nivel de BAP £
de 5,05mg/l com explantes contendo 2 pares de gemas:

Para a produgdo de brotos com mais de lem ou materia seca ou
obtencao da melhor coloracdo, a assoclagdo ideal é de 9ng/l
de BAP e explantes com 3 pares de gemas;

Para qualquer concentracdo utilizada de B8AP ou na auséncla
desta ¢ltocinina, 120 dias ¢ o melhor periodo para a

proliferacdo de brotos e folhas.

Experimento 3

Para a produgao de calos de maior tamanho, considerando-se
25 dias apds a Llnoculagao, a melhor concankragiado de 2,4~D, &
de 5,43mg/1Ll;
O periodo que se observa a maior proliferacaq de calos, para
todas as concentracoas de 2,4-D este entre 88 e 89 dias;

.
Para a obtencao do melhor fendtipo dos calos, a concentracao
ideal de 2,4-D £ de %,45mg/l;
A cinetina, em todos os niveis estudados, nA9 mostrou ser

importante ou essencial na indugdo ou proliferacdo de calos

de Catualfl,



6. SUGESTOES

No experimento 2, sugere-se utilizar explantes contendo
folhas inteiras 'e tambémlreduzidas a metade em comparagdo com
explantes sem folhas. o

Também pode-se ' expérimentar o tipo de 1inoculagao
vertical ou horizontal. |

No experimento 3, sugere-se usar niveis de 2,4~D entre
1,0 e 10,0mg/1l, a fim de comprovar.ou ndo os dados obtidos pelas
derivagdes das equagodes. %
!

i
i



7. RESUMO

Os experimentos foram realizados no laboratdrio de
Cultura de Tecidos da ESAL = Lavras, MG. O material vegetal
utilizado foi cafe c¢offea arabica L. c¢v. Catual Vermelho
CH 2077-2-5-44, cujas plintulas J4& estavam estabelecidas "in
vitro"com cerca de 6 meses de 1idade. Para os trabalhos de
micropropagacdo foram usados ndés com folhas excisadas, enquanto
que para a indugdo dos calos foram usadas folhas cortadas a
metade. O meio de cultura bdsico foli o '"MS" e o agente
gelificante foi &gar (7g/l) com pH 5,9 antes da antoclavagzsm, No
primeiro estudo, as concentragdses dos componentes de "MS"foram
25%, 50%, 75% e 100% e, niveis de BAP(O, 3, 6 e 9m3/l); no
segundo estudo, o tamanho do explante variou em 2, 4 ou 6 gemas e
0, 3, 6 e 9mg/l de BAP; e, no terceiro, os sais de "M3" foram
usados na H@}ade de sua concentracdo € os outros componentes
integralmente usados, acrescido de 29/l de caseina nidrogenada
variando os niveis de cinetina (0; 9,017 Q,L; 1,0 e 10,0mg/l) e
2,4~D (0,1; 1,0 e 10mg/l), Para a micropropagag¢do foram avaliados
numero total de brotos e folhas, aos 30, 60, 90 e 120 dias e ,
numero de brotos maiores que lcm, cor e peso da materia seca aos

120 dias, enquanto para a indu¢ao 'de calos foram avaliados por
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sistema de notas para tamanho e fendtipo dos calos aos 25, 50,
100 e 120 dias. O delineamento experimental foi DIC e quando
havia avaliacdes em diferentes tempos, o Parcela subdividida no
tempo. Para o experimento testando diferentes niveils de
componentes de "MS" e BAP, a produgdo de brotos 4 maior no uso do
"M3" usado integralmente na presenca de §,29mg/l de BAP quando
avaliados aos 90 dias e, 9mg/l de BAP, quando as analises foram
feitas aos 120 dias. Para a producdo de folhas, 6,17ag/l de BAP
quando avaliados aos 90 dias e 9,0mg/l, aos 120 dias, com '"M3"
integral. Na varldvel peso da materia seca, os componentes de
"M3" usados em 75% das suas concentracdes e 9,0mg/L de BAP
apresentaram o melhor resultado. Para numero de gemas e niveis de
BAP, a producio de brotos e folhas € melhor com 5,05mng/L de BAP e
explantes com 2 pares de gemas, enquanto que para os outros
vpardmetros avaliados, os melhores resultados foram conseguidos
com 9,0mg/l de BAP e explantes com 3 pares de gemas. Na indugdo
de calos para o pardmetro tamanho como para fendtipo, o nivel de
2,4-D que produz melhores resultados # de 5,4mg/l enquanto a
cinetina ndo mostrou efeito na producdo de calos em nenhuma
concentragcdo estudada. O melhor tempo de crescimento dos calos,

para todos os niveis de 2,4-D, esteve entre 88 e 89 dias.



8. SUMMARY

The studies were realized at the tissue culture
laboratory at ESAL = Lavras, MG. The vegetable material used was
coffee = Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho CH 2077-2-5-44,
wich seedlings were already stablished "in vitro'"aged 6 months.
for the micropropagation sgtidies it was used nos with excised
leaves and for the callus induction, were used leaves cutted on
half. The basic culture medium was the "MS" and the gelifing
agent was the agar (7g/l) with pH 5,9 before autoclaving. An the
first study, the concentrations of the components of '"M3" was
25%, 50%, 75% e 100% and, Bap levels (0, 3, 6 and 9mg/l); on the
second study, the size of the explant had among 2, 4 or 6 buds
and 0, 3, 6 and 9mg/1 of BAP; and on the third, the salts of "M3"
was used a half of concentration and the other components were
used integrally added 2g/1 of hydrolised caseine changing the
levels of kinetin (0; ©0,01; 0,1; 1,0 and 10,0mg/l} and 2,4-D
(0,1; 1,0 and 10,0mg/l). For the micropropagation, 1t was
assessed the total number of shoots and leaves, on 30, 60, 90 and
120 days, and number of shoots bigger than l¢m, color and weight
of-dryed material on 120 days; while for the callus induction it

were for the system of notes for size and fenotipe of the callus
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at 25, 50, 100 and 120 days. The experimental dslineament was
0IC, and when there was avallation on different times, split plot
in time. For the experiment testing different leavel of "MS" and
BAP components the production of shoots 1is better using "M3"
integrally, on presence of 6,29mg/L of BAP when avallatad on 90
days-and, 9,0mg/l of BAP when the analysis were done on 120 days,
with integral "MS". On the variable dryed material weight, the
UMS" components used in 75% of its concentrations and 9,0mg/l of
BAP show the best results. For the number of buds and BAP levels,
the production of shoots and leaves is better with 5,05mg/l of
BAP and explants with 2 pairs of buds, while for the other
avalliatad parameters, the better results getted with 9,0mg/l of
BAP and explants with 3 pairs of buds. On the callus induction,
for the parameter size, as the fenotipe, the level of 2,4-0 that
products better results is 5,4mg/l while the kinetin didn‘t show
2fect in the production of callus in any concentration studasd,
The best callus growing period, for all 2,4-D levels, was among

88 and 89 days.
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