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RESUMO

JESUS, Adriana Madeira Santos. Propagacao vegetativa do cafeeiro (Coffea
arabica L.). 2003. 173p. Tese (Doutor em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A inexisténcia de um protocolo para multiplicacdo assexuada de Coffea
arabica em escala comercial tem sido a maior restricio ao emprego da
propagacdo vegetativa como estratégia para o uso de hibridos F; de cafeeiros
obtidos pelo melhoramento genético. Buscando-se uma metodologia que permita
aumentar a eficiéncia da clonagem de Coffea arabica, foram conduzidos
experimentos no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG. Uma alternativa para a propagacdo vegetativa é o
enraizamento de estacas caulinares. Utilizaram-se estacas de cafeeiros das
cultivares Acaid Cerrado MG 1474 e Rubi MG 1192. Testou-se a eficiéncia do
aquecimento do leito de enraizamento, do fornecimento exdgeno de sacarose (30
g.L'l) e de seis concentra¢des de AIB (0; 2.000; 4.000; 6.000; 8.000 e 10.000
mg.L'") para o enraizamento das estacas e para a formagio das mudas. O
substrato utilizado para o enraizamento foi uma mistura de areia lavada e
vermiculita na proporcdo de 1:1 e para a formagdo das mudas foi o substrato
comercial Bioplant®. Os resultados mostraram que o fornecimento exdgeno de
sacarose ndo apresentou efeito positivo para nenhuma das varidveis analisadas.
O aquecimento do leito de enraizamento ndo influenciou a porcentagem de
formacdo de calo para ‘Acaid’ mas foi efetivo para a ‘Rubi’. O aquecimento
basal associado com o AIB ndo aumentou a porcentagem total de estacas
enraizadas para a ‘Rubi’ e foi desfavordvel para a ‘Acaid’, mas aumentou o
nimero de raizes, o peso da matéria seca das raizes e da parte aérea das mudas
das duas cultivares. Foram realizados cortes histolégicos em estacas caulinares,
0s quais mostraram ndo existir barreiras anatdmicas ao enraizamento adventicio.
Cortes em estacas enraizadas mostraram que a origem do primérdio radicular foi
préoxima aos tecidos vasculares. Cortes histoldgicos nas raizes formadas nas
estacas e em raizes de mudas obtidas por semeadura confirmaram que elas
apresentam as mesmas estruturas primdrias. Um estudo preliminar dos sistemas
radiculares de mudas obtidas por meio de estacas e de mudas de semeadura
mostraram que o sistema radicular das mudas de estacas possui maior
comprimento total das raizes. Outra alternativa para a clonagem de Coffea
arabica é a multiplicacdo “in vitro”, que ainda possibilita a obtencdo de grande

Comité Orientador: Samuel Pereira de Carvalho (Orientador), Ant6nio
Nazareno Guimaraes Mendes — UFLA.
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nimero de plantas em curto espaco de tempo. Segmentos nodais de cafeeiro
‘Caturra Amarelo’ estabelecidos “in vitro” foram pré-cultivados em meio MS
sem regulador de crescimento ou em MS acrescido de 6 mg.L"' de BAP, para
avaliacdo do efeito desse regulador no subcultivo dos explantes. Apds 180 dias,
os explantes foram inoculados em meio de cultivo MS acrescido de 0, 6, 9, 12 e
15 mg.L"' de BAP (experimento 1) e de 0; 0,05; 0,15; 0,45 ¢ 1,35 mg.L"' de
TDZ (experimento 2). Verificou-se que hé efeito residual do BAP adicionado ao
meio de pré-cultivo.



ABSTRACT

JESUS, Adriana Madeira Santos. Vegetative propagation of Coffee (Coffea
arabica. L). 2003. 173p. Thesis (Doctor of Science in Agronomy/Agriculture) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The inexistence of a protocol for the asexual multiplication of Coffea
arabica in a commercial scale has been one of the major restrictions for the
vegetative propagation as a strategy to use F; hybrids obtained through genetic
improvement. With the objective of to obtain a methodology that permits an
improvement in the Coffea arabica cloning efficiency, experiments were
conducted in the Department of Agriculture of the Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG. An alternative to vegetative propagation is the
rooting of cuttings. Cuttings from Acaid Cerrado MG 1474 and Rubi MG 1192
coffee cultivars were used. The efficiency of root bed heating, exogenous
sucrose supply (30 g.L'"), and six concentrations of IBA (0; 2.000; 4.000; 6.000;
8.000 e10.000 mg.L") on the rooting of cuttings and formation of seedlings was
tested. A mixture of washed sand and vermiculite (1:1) and Bioplant®
commercial substrate were used as substrate and for the formation of seedlings,
respectively. The results demonstrated that the exogenous supply of sucrose did
not present a positive effect on any of the analyzed variables. The root bed
heating did not influence the percentage of basal callus formation for the ‘Acaid’
but was effective for the ‘Rubi’. Bed heating associated with IBA did not
increase the total percentage of ‘Rubi’ rooted cuttings and was unfavorable for
the ‘Acaid’. However, it increased the number of roots, root and shoot dry matter
weight in both cultivar seedlings. Histological cuts in stem cuttings
demonstrated that there aren’t anatomic barriers for the adventitious rooting.
Cuts in rooted cuttings showed that the origin of the root primordial was close to
the vascular tissues. Histological cuts in the cutting roots and in roots of
seedlings confirmed that they present the same primary structures. A preliminary
study of the root systems of seedlings obtained through cutting and through
seeds showed that the root systems of the latter have a high total root length.
Another alternative to clonie Coffea arabica is the ‘in vitro’ multiplication that
makes possible a short-term obtainment of a great number of plants. ‘In vitro’
nodal segments of the ‘Caturra Amarelo’ coffee plant were pre-cultivated in MS
medium without growth regulator or in MS medium with 6 mg.L"' BAP to

" Guidance Committee: Samuel Pereira de Carvalho (Major Professor), Antonio
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evaluate the effect of BAP on the sub-cultivation of the explants. After 180 days,
the explants were inoculated in MS medium with 0, 6, 9, 12, and 15 mg.L’l BAP
(experiment 1) and 0, 0.05, 0.15, 0.45, and 1.35 mg.L'1 TDZ (experiment 2). It
was verified that there is a residual effect of BAP when added to the pre-
cultivation medium.
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1 INTRODUCAO GERAL

O café é um dos produtos agricolas mais importantes do mundo. E
produzido e exportado por mais de cingiienta paises em desenvolvimento da
América Latina, Africa e Asia, contribuindo com cerca de doze a treze bilhdes
de ddlares anualmente para a economia desses paises. No Brasil, o valor anual
do agronegdcio do café situa-se ao redor de 3 a 4 bilhdes de ddlares por ano.
Além da sua importincia econdmica, a cafeicultura tem papel fundamental como
alocadora de maio-de-obra. Estima-se que a cafeicultura fornece empregos
diretos, em tempo integral, para 25 milhdes de pessoas no mundo. Levando em
consideracio o0s servicos e atividades relacionados com a inddstria
(processamento, comercializacdo, torrefacdo e transporte), este ndmero,
incluindo membros das familias, sobe para cem milhdes de pessoas. No Brasil,
aproximadamente dez milhdes de pessoas envolvem-se direta ou indiretamente
com o café em todos os segmentos do setor (Mendes & Guimaraes, 1999; Silva
& Berbet, 1999).

O género Coffea retine em torno de oitenta espécies, origindrias das
regides central e equatorial da Africa, de Madagascar e ilhas do Oceano Indico
proximas a Africa. Dentre as espécies conhecidas, Coffea arabica L. e Coffea
canephora L. Pierre sdo as mais utilizadas, pois representam praticamente todo
café produzido e comercializado no mundo, com cerca de 70% e 30%,
respectivamente.

No Brasil, cerca de 82% da populacdo de cafeeiros sdo provenientes de
lavouras formadas com cultivares da espécie Coffea arabica e 18% de cultivares
da espécie Coffea canephora (Melo et al., 1998). Sao pelo menos 1.700
municipios cafeeiros, com 300 mil cafeicultores que envolvem-se diretamente na

producdo, com propriedades agricolas distribuidas principalmente na regido



centro-sul, nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana,
sendo o Sul de Minas, o Cerrado Mineiro, o Alto Paranaiba, o Triangulo
Mineiro e a Mogiana Paulista as regides que tradicionalmente produzem o café
de melhor qualidade no pais.

A partir da hibridacdo e selecdo em germoplasma de Coffea arabica L.,
necessita-se de aproximadamente 30 anos para dispor-se de uma nova cultivar.
A longevidade do cafeeiro transpde 20 anos ou mais de colheitas com valor
econdmico, dependendo dos tratos culturais dispensados. Um ciclo de produgao
tdo longo torna igualmente necessdrio um periodo experimental de varios anos
consecutivos na avaliagdo da producdo para se estimar o potencial produtivo
total de progénies de cafeeiro, constituindo-se na principal dificuldade para o seu
melhoramento genético.

Apesar do tempo e dos recursos despendidos, os programas de
melhoramento do cafeeiro no Brasil t€m alcancado sucesso na obtencdo de
cultivares produtivas, elevando em cerca de 295% a produtividade das atuais
cultivares em relacdo a da cultivar Typica, a primeira a ser plantada no Brasil
(Carvalho et al., 1981). Contudo, nos dltimos anos agravaram-se os problemas
como doencas, pragas, nematdides, maior exigéncia do mercado consumidor
quanto a qualidade do produto obtido, etc. A propagacdo vegetativa surge como
alternativa, a curto prazo, para a solugdo desses problemas.

Embora os resultados encontrados na literatura sejam muito
contraditérios, a existéncia de heterose foi relatada em Coffea arabica, o que
despertou o interesse pela propagacdo vegetativa de hibridos F;, em escala
comercial, visando a exploracdo do vigor hibrido para a produtividade. O que se
busca hoje é a melhor produtividade do hibrido, Isso é possivel quando se
consegue identificar um par de linhagens de bom desempenho “per se” e que
genotipicamente se complementem bem (Bueno et al., 2001). Pode-se ainda

introduzir, nesses hibridos, caracteres de interesse, como a resisténcia a



ferrugem, resisténcia ao bicho mineiro, porte baixo ou uniformidade de
maturagdo de frutos.
A clonagem de hibridos F, de Coffea arabica, via propagacdo vegetativa,

pode representar uma revolucdo no cultivo do cafeeiro nos préximos anos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Coffea

O cafeeiro é uma planta perene da classe dicotiledonea, subtribo
Caffeinae, tribo Coffeae, familia Rubiaceae e género Coffea. Aproximadamente
100 espécies de Coffea ja foram descritas (pelo menos sessenta, considerando-se
alguma controvérsia existente na literatura), de acordo com a classificacdo feita
por Chevalier, em 1942, citado por Mendes & Guimardes (1999). Ja a
classificacdo de cafeeiros realizada por Bridson (1987) indica a existéncia de
cerca de 30 espécies presentes na ilha de Madagascar e outras 30 espécies no
continente africano. Diversos estudos relacionados a variabilidade genética para
a resisténcia as principais pragas do cafeeiro t€m sido realizados com boa parte
deste material. Dentre as espécies de cafeeiro, Coffea arabica e Coffea
canephora sdao as Unicas que t€m seu produto comercial cotado
internacionalmente, comumente designadas por “café ardbica” e “café robusta”,
respectivamente.

A espécie Coffea arabica é originalmente do sudoeste da Etidpia,
sudeste do Suddo e norte do Quénia, em regido restrita e marginal as demais
espécies. A faixa de altitude correspondente estd entre 1.000 e 2.000 metros.

Atualmente, esta espécie distribui-se amplamente em regides de altitudes mais
elevadas e temperaturas mais amenas, entre 18°C e 21°C, no continente

americano e em algumas regides da Africa.

A espécie Coffea arabica foi introduzida no continente americano vinda
do Yémem via Java e paises baixos (Holanda) no século XVIII. Evidéncias
histéricas sugerem que a base da populacdo descende de algumas poucas
arvores. A cultivar Typica, originalmente introduzida no Pard em 1727, foi

praticamente a Unica explorada comercialmente até meados do século XIX. As



primeiras lavouras implantadas no Brasil tiveram origem a partir das sementes e
mudas obtidas de uma unica planta da variedade Typica existente no Jardim
Botanico de Amsterdam, na Holanda, de onde alguns exemplares foram trazidos
para as guianas, primeiro a Holandesa e depois a Francesa, de onde originou-se
nosso café. Do Pard, ja nos anos seguintes, sementes foram levadas para o estado
do Maranhdo e, posteriormente & Bahia (por volta de 1770). Em 1774, duas
mudas do Maranhéo foram levadas para o estado do Rio de Janeiro.

Supde-se que em 1770 tenha ocorrido a introdug@o da cultivar Typica no
estado de Sao Paulo e, posteriormente, nos estados de Minas Gerais e Parana.
Durante todas as etapas no processo de dispersdo do cafeeiro no Brasil sempre
foram usadas pequenas quantidades de sementes e de mudas da cultivar Typica
(Guimaraes et al., 2002). Assim, a base genética do Coffea arabica no Brasil
pode ser muito estreita, apesar do esfor¢co dos programas de melhoramento em
ampliar essa base genética por meio de materiais introduzidos e representa
somente uma pequena propor¢ao do potencial de variabilidade disponivel dentro
conjunto génico de Coffea arabica. A autogamia natural da espécie, junto com a
vis@o histdrica da sua limitada base genética, tem instigado vdrias expedicdes
para coleta de materiais e algumas colecdes de germoplasmas “in vivo” de café
tém sido estabelecidas (Carvalho & Krug, 1952; Carvalho & Fazuoli, 1993).

De qualidade superior, ¢ uma espécie alotetrapléide, com 2n=4x=44
Ccromossomos e apresenta comportamento meiético semelhante ao das espécies
dipléides. A taxa de fecundagado cruzada é de aproximadamente 10% (Carvalho
& Fazuoli, 1993), sendo considerada, no melhoramento genético, como uma
espécie autégama, com alogamia freqgiiente. E espécie suscetivel a vdrias pragas,
como bicho mineiro (Leucoptera coffeella), broca do café (Hypothenemus
hampei), cigarras (Quesada gigas, Carineta spp, Fidicina Pronoe e Dorisiana
spp), cochonilhas de raiz (Dismicocus criptus) e nematdides (Meloidogyne sp). E

atacada por vdrias doencas, sendo a ferrugem alaranjada causada por Hemileia



vastatrix Berk.et.Br., e a antracnose dos frutos ou CBD (“Coffee Berry
Disease”), causada por Colletotrichum kahawae, as duas mais importantes no
mundo. As outras doencas sdo de menor importancia e seus prejuizos sio
espordadicos. A ferrugem € um problema para o Brasil e demais regides
produtoras, enquanto que o CBD se restringe 2 Africa, causando prejuizos
maiores que a ferrugem (Van Der Vossem, 1985).

A espécie Coffea canephora tem origem numa extensdo geografica mais
ampla, numa faixa de regido ocidental, central-tropical e subtropical do
continente africano, com menores atitudes, temperaturas elevadas e precipitagdo
entre 1.500 e 2.000 mm anuais. Sua origem e diversidade se estendem por vasta
regidio da Africa, desde a Libéria até o Suddo Anglo-Egipcio, com grande
concentra¢do na regido do Congo Belga. Atualmente, distribui-se amplamente
no continente africano e em algumas regides da América, caracterizadas por
menores altitudes e temperaturas mais elevadas, com média anual entre 22 e
26°C (Mendes & Guimardes, 1999).

Esta espécie é dipldide (2n=2x=22 cromossomos) e alégama, sendo a
polinizacdo realizada principalmente pelo vento. E formada por plantas
altamente heterozigéticas, apresentando incompatibilidade gametofitica
ocasionada por uma série alélica S, em um tnico loco. E uma espécie com
elevado vigor e porte, ristica, com ampla variabilidade genética em relagdo ao
ciclo, porte, arquitetura, tamanho e forma de frutos, folha e semente. Possui
maior resisténcia ao ataque de pragas, doengas e nematdides, tolera temperaturas
mais elevadas e suas sementes apresentam teores mais elevados de cafeina e
sOlidos soluveis em relacdo ao C. arabica. A cultivar Conilon € a mais
importante dentro dessa espécie.

O cultivo de Coffea canephora intensificou-se no mundo a partir do

surgimento do café solivel, na década de 1950, e de seu emprego nas misturas

ou ‘blends’ de café torrado e moido (Malta, 1986). No Brasil, comecou a ser



comercialmente explorada a partir dos anos 1960, com o objetivo inicial do
cultivo em dreas consideradas marginais para o C. arabica (Silva & Costa,
1995).

Espécies consideradas selvagens, como Coffea congensis, Coffea
sessiliflora, Coffea stenophylla, Coffea kapakata, Coffea eugenioides, Coffea
liberica, Coffea dewevrei, Coffea racemosa e outras, apesar de ndo serem
cultivadas comercialmente, possuem ampla variabilidade genética para
caracteristicas importantes, como resisténcia as pragas e doengas, aos
nematdides e a seca. Apresentam também maior variabilidade quanto ao ciclo,
porte, teores de cafeina e sélidos soldveis, podendo ser utilizadas em programas

de melhoramento (Fazuoli, 1986).

2.2 Melhoramento em Coffea

Os melhoristas de café costumam dividir a histéria do seu melhoramento
genético no Brasil em duas fases bastante distintas. A primeira vai desde a
introducdo da cultivar Ardbica até o inicio da década de 1930 (cerca de 200
anos), quando se realizou um melhoramento meramente empirico, feito pelo
préprio cafeicultor, que utilizava os mutantes e recombinantes que surgiam em
suas lavouras ou materiais exéticos de outras regides do mundo.

A segunda fase, a partir de 1933 até os dias atuais, € marcada pelo
melhoramento cientifico, quando o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC)
estabeleceu seu plano geral de melhoramento do cafeeiro (Mendes &
Guimaraes, 1999).

Os resultados dos trabalhos da Sec¢do de Genética do IAC sdo os
elevados niveis de produtividade das cultivares obtidas. Hoje, outras institui¢cdes
somaram-se ao IAC, em vdrios estados brasileiros, em trabalho integrado e
cooperativo. Sdo exemplos, a Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas

Gerais (EPAMIG), a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Universidade



Federal de Vigosa (UFV), em Minas Gerais; o Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR), no Parand; o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdao Rural (INCAPER) no Espirito Santo, dentre outras.

Considera-se que as cultivares de Coffea arabica obtidas no Brasil j
atingiram um nivel de produtividade satisfatdrio, podendo-se passar a enfatizar a
resisténcia a doengas e pragas, porte e arquitetura da planta, dentre outras
caracteristicas (Guerreiro Filho, 1999). Contudo, esse nivel de produtividade
pode ser aumentado com o uso de outros métodos de melhoramento até agora
pouco utilizados para o cafeeiro, como a selecdo recorrente.

A estrutura genética do género Coffea favorece o melhoramento por
introgressao. A hibridacdo natural ou artificial entre diferentes espécies tem sido
de grande importincia no melhoramento, pois caracteristicas de interesse que
faltam em uma cultivar sdo encontradas em outra e também em variedades
selvagens. Sd@o muitos os exemplos de hibridos interespecificos naturais e
artificiais relatados na literatura, porém, poucos tém importincia econdmica
(Van der Vossen, 1985). Maior atencdo tem sido dada para a hibridacio entre
Coffea arabica e Coffea canephora, principalmente para melhorar a qualidade
deste ou para introduzir o vigor e a resisténcia a doencas desta espécie em
Coffea arabica (Carvalho et al., 1984). Exemplos importantes de cruzamentos
entre Coffea arabica x Coffea canephora de interesse no Brasil sdo os hibridos
‘Arabusta’e ‘Icatu’. Outro hibrido importante é o ‘Catimor’, resultante do
cruzamento entre C. arabica e o hibrido de Timor. Este dltimo, provavelmente, é
um hibrido natural entre C. arabica e o C. canephora.

O controle de pragas e doencas pelo manejo, apesar de eficiente,
contribui para aumentar o custo de produgdo da cultura e exige especial atengdo
em relac@o a época e condi¢des de aplicagcdo. O uso de cultivares resistentes no
controle das pragas e doencas oferece maiores vantagens, podendo ser associado

de maneira racional e eficaz a outros métodos.



2.3 Caracteristicas do crescimento e do desenvolvimento do

cafeeiro

De acordo com Hartmann et al. (1997), o método usual de propagacio
do cafeeiro é por sementes. Contudo, € também possivel sua propagacdo por
métodos assexuais.

O cafeeiro € um arbusto de crescimento continuo que apresenta um
caracteristico dimorfismo dos ramos: ramos ortotropicos, que crescem

verticalmente e ramos plagiotrépicos, que crescem lateralmente numa inclinac¢ao

de 45 a 90° em relagdo ao eixo principal. Esses ramos originam-se de gemas
diferencialmente determinadas, a partir da haste principal ortotrépica (Carvalho
et al.; 1979). Na axila de cada folha, nos eixos verticais, existe uma série linear
ordenada de 5 a 6 gemas (gemas seriadas) e, isolada acima dessa série, uma
outra gema denominada "cabeca-de-série", que se forma na planta a partir do 8°
ao 10° n6. Num fendmeno de determinismo morfoldgico, as gemas cabeca-de-
série do ramo ortotrépico ddo origem unicamente aos ramos laterais ou
plagiotrépicos (ramos produtivos) e as seriadas aos ramos ortotrépicos que
podem vir a se constituir em ‘“ramos ladrdes”. Em condicdes de altas
temperaturas ou sob incidéncia da luz solar, as gemas seriadas brotam
espontaneamente, ficando a planta com aspecto entouceirado.

A planta de café ardbica se forma normalmente de um sé ramo
ortotrépico central. Em seu dpice hd uma zona de crescimento ativo que durante
toda a vida da planta vai aumentando o ramo central, formando-se nés e entre-
nés (Leon, 1968). André (1973) menciona que o cafeeiro se caracteriza por
apresentar grande especializacdo em seus ramos. Os ramos ortotrépicos sao
responsaveis pelo crescimento em altura enquanto os ramos laterais se formam

de crescimento plagiotrépico com caracteristica aparentemente irreversivel. Este



dimorfismo caulinar se caracteriza por uma diferenciacdo somdtica de natureza

permanente e suscetivel de ser propagada vegetativamente.

2.4 Caracteristicas das cultivares utilizadas neste estudo

Coffea arabica L. cultivar Acaia Cerrado

A cultivar Acaid foi selecionada dentro da cultivar Mundo Novo, a partir
de plantas dessa cultivar que apresentaram sementes de maior tamanho, boa
capacidade produtiva e boa rusticidade.Em Minas Gerais, em 1995, foi lancada a
cultivar derivada da ‘Acaid’, que recebeu a denominagdo de ‘Acaid Cerrado’.
Esta cultivar vem exibindo excelente desenvolvimento vegetativo, com elevadas
produgdes, mesmo em condi¢do de solos menos férteis. A altura média é de 3,1
metros com didmetro de copa de 1,88 metros. A sele¢do de prefixo MG-1474
tem sido recomenda para plantios comerciais.

Todas as selecdes de ‘Acaid’, e ‘Acaid’ Cerrado tém despertado o
interesse dos cafeicultures para o plantio adensado, em razdo do seu reduzido

diametro de copa e arquitetura adequada.

Coffea arabica L. cultivar Rubi

Esta pode ser considerado como um melhoramento da cultivar Catuai.
Material selecionado e lancado em Minas Gerais, possui porte baixo, com altura
por volta 2,0 metros e didmetro médio de copa de 1,8 metro aos sete anos. Tem
excelente produtividade e elevado vigor vegetativo. O niimero de ramificagcdes
secunddrias € abundante. A maturacdo de frutos € intermedidria em época e
uniformidade. Os frutos sdo de coloracdo vermelha e as folhas, quando novas,
sdo predominantemente de cor bronze-escuro. As sele¢des de prefixo MG-1190
e MG-1192 t€m sido recomendadas para plantios comerciais.

Em razio do porte e arquitetura serem muito semelhantes aos da

‘Catuai’, as recomendacdes de espacamento para plantio, tanto no sistema
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adensado quanto no livre crescimento (renque mecanizado), sdo as mesmas para

a ‘Rubi’.

Coffea arabica L. var. caturra

Esta variedade originou-se na divisa dos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo, provavelmente como mutante da variedade Bourbon. E de porte
reduzido, com frutos semelhantes aos da variedade Bourbon, folhas maiores e
mais largas, bordos ondulados, de coloragdo verde desde os estddios iniciais de
desenvolvimento. Apresenta elevada capacidade produtiva nas primeiras
colheitas, reduzindo drasticamente com o passar dos anos. Acredita-se que esse
fato seja conseqiiéncia da baixa capacidade de absor¢ado e acimulo de nutrientes
pelas raizes, j4 que esta variedade se adapta bem as condi¢des de solos
vulcanicos da Colombia e da Costa Rica.

Trata-se do primeiro mutante encontrado com porte pequeno e elevada
capacidade produtiva e, por esse motivo, muito contribuiu para o programa de
melhoramento do cafeeiro desenvolvido pelo Instituto Agrondmico de
Campinas. A caracteristica é controlada por apenas um gene, denominado
caturra (Ct), com dominancia do alelo que confere porte baixo sobre o porte alto

(CtCt e Ctct porte baixo; ctct porte alto).
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CAPITULO 2

Propagacao do cafeeiro (Coffea arabica L.) por meio
de enraizamento de estacas caulinares



RESUMO

JESUS, Adriana Madeira Santos. Propagacao de cafeeiros (Coffea arabica L.)
por meio de enraizamento de estacas caulinares. In: Propagacio vegetativa de
cafeeiros (Coffea arabica L.). p.14-125, 2003. Tese (Doutorado em

Agronomia/Fitotecnica), Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A clonagem de hibridos F, de Coffea arabica, pode representar uma
diminuicdo significativa de tempo e recursos despendidos nos programas de
melhoramento. Buscando-se uma metodologia que permita a clonagem eficiente,
por meio de estaquia caulinar de plantas de Coffea arabica L. foram conduzidos
dois experimentos em casa de vegetacdo, com sistema automdtico de
nebuliza¢do, no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, MG. No primeiro experimento utilizaram-se estacas de
cafeeiros da cultivar Acaid e, no segundo, estacas da cultivar Rubi. Os trabalhos
testaram a eficiéncia do aquecimento do leito de enraizamento, do fornecimento
exdgeno de sacarose (30 g.L'') e de seis concentragdes de AIB (0; 2.000; 4.000;
6.000; 8.000 e 10.000 mg.L") no enraizamento das estacas e na formagdo das
mudas. Para o enraizamento utilizou-se como substrato uma mistura de areia
lavada e vermiculita 1:1 e para a formacdo das mudas o substrato comercial
Bioplant®. As avaliacdes foram feitas aos 45, 90 e 180 dias apds a instalacio.
As estacas enraizadas foram repicadas para sacolas plésticas e transferidas para
viveiro do tipo comercial com 50% de sombreamento. Os resultados mostraram
que a sacarose ndo apresentou efeito positivo para nenhuma das varidveis
analisadas. O aquecimento do leito de enraizamento ndo influenciou a
porcentagem de formacdo de calo para ‘Acaid’ mas foi efetivo para a ’Rubi’. O
aquecimento basal associado com o AIB ndo aumentou a porcentagem total de
estacas enraizadas para a ‘Rubi’ e foi desfavordvel para ‘Acaid’, mas aumentou
o numero de raizes, o peso da matéria seca das raizes e da parte aérea das mudas
das duas cultivares. Foram realizados cortes histolégicos em estacas caulinares
que mostraram ndo existir barreiras anatomicas ao enraizamento adventicio. A
origem do primérdio radicular foi préxima aos tecidos vasculares. Cortes
histolégicos nas raizes formadas nas estacas e em raizes de mudas obtidas por
semeadura confirmaram que elas apresentam as mesmas estruturas primarias.
Um estudo preliminar do sistema radicular de mudas obtidas por meio de estacas
e de mudas de semeadura mostraram que o sistema radicular das mudas de
estacas possui maior comprimento total das raizes.

Comité Orientador: Samuel Pereira de Carvalho (Orientador), Antdnio
Nazareno Guimardes Mendes — UFLA.
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ABSTRACT

JESUS, Adriana Madeira Santos. Vegetative propagation of Coffee (Coffea
arabica L.) through rooting of stem cuttings. In: Vegetative propagation of
Coffee (Coffea arabica L.). p.14-125, 2003. Thesis (Doctor of Science in
Agronomy/Agriculture), Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The cloning of F1 Coffea arabica hybrids may represent a significant
decrease in time and resources spent on coffee plant improvement programs.
With the objective to obtain a methodology that allows an efficient cloning of
Coffea arabica L. plants through stem cutting, two experiments were carried out
in a green house with automatic mist system in the Agriculture Department of
the Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. In the first
experiment Acaid cultivars cuttings were used and, in the second, Rubi cultivars.
The efficiency of root bed heating, exogenous sucrose supply (30 g.L™"), and six
concentrations of IBA (0; 2.000; 4.000; 6.000; 8.000 ¢ 10.000 mg.L’l) on the
rooting of cuttings and formation of seedlings was tested. A mixture of washed
sand and vermiculite (1:1) and Bioplant® commercial substrate were used as
substrate and for the formation of seedlings, respectively. The evaluations were
carried out 45, 90 and 180 days after installation. All the cuttings that rooted at
the time of evaluation were transferred to plastic bags and put in a commercial
type green house with high coverage and 50% shade. The results showed that
sucrose did not have a positive effect on any of the analyzed variables. The root
bed heating did not influence the percentage of basal callus formation for the
‘Acaid’ but was effective for the ‘Rubi’. Bed heating associated with IBA did
not increase the total percentage of ‘Rubi’ rooted cuttings and was unfavorable
for the ‘Acaid’. Nevertheless it increased the number of roots, root and shoot dry
matter weight in both cultivar seedlings. Histological cuts in stem cuttings
demonstrated that there aren’t anatomic barriers for the adventitious rooting. The
origin of the root primordial was close to the vascular tissues. Histological cuts
in the cutting roots and in roots of seedlings confirmed that they present the
same primary structures. A preliminary study of the root systems of seedlings
obtained through cutting and through seeds showed that the root systems of the
latter have a high total root length.

* Guidance Committee: Samuel Pereira de Carvalho (Major Professor), Antonio
Nazareno Guimardes Mendes — UFLA.
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3INTRODUCAO

A propagacdo de Coffea arabica é realizada predominantemente por
sementes, por se tratar de planta autégama, cujas prog€nies em geragdo
avancada, ndo segregantes, sdo selecionadas tornando-se cultivares.

A maioria dos caracteres de interesse econdémico no cafeeiro tem o
fendtipo favordvel condicionado pelo(s) alelo(s) dominante(s), como é o caso do
porte baixo, resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix), uniformidade de
maturacdo de frutos, entre outros. Dessa forma, uma boa cultivar comercial de
café deve ser portadora de alelos dominantes para esses genes, seja na condi¢do
homozigota ou heterozigota. Essa condi¢do seria facilitada se fosse possivel a
utilizac@o de hibridos F; comercialmente.

Outra vantagem com a utilizacdo dos hibridos seria a exploracdo do
possivel vigor hibrido para a produtividade.

Uma alternativa para a propagacdo vegetativa é o enraizamento de
estacas caulinares. Entretanto, a inexisténcia de uma metodologia bem definida
para Coffea arabica tem sido a maior restricio ao emprego da propagacdo
vegetativa “in vivo” como estratégia para o uso de hibridos de cafeeiros obtidos
pelo melhoramento genético. Essa dificuldade no estabelecimento de um
protocolo pode estar relacionada a variabilidade de respostas encontradas para
as diferentes cultivares, com relacdo aos fatores que afetam o enraizamento.

A propagacdo por meio de estaquia € vidvel comercialmente para varias
espécies, principalmente para as frutiferas. Outros exemplos sdo as biofébricas,
no Instituto Biofdbrica de Cacau, Ilheus, BA, com 15.000 estacas de cacaueiro e
na Aracruz celulose, ES, com 2.000 estacas de eucalipto que s@o colocadas
diariamente para enraizar, proporcionando o plantio de grandes dreas com o

mesmo clone.
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Hibridos F; heterdticos, com expressao favordvel para vérios caracteres,
como resisténcia a ferrugem, porte baixo, maturacao uniforme dos frutos, menor
bienalidade da producdo, além de produtividade superior as linhas comerciais
em até 20-30%, sdo disponiveis no Programa de Melhoramento Genético do
Cafeeiro conduzido em Minas Gerais (EPAMIG/UFLA/UFV), necessitando
apenas de metodologia que viabilize a aplicabilidade da propagacdo vegetativa

em escala comercial.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Propagacao vegetativa a partir de enraizamento adventicio
em estacas

A propagacdo de plantas por meio de estaquia estd sendo largamente
utilizada em floricultura, horticultura, fruticultura e na silvicultura com o
objetivo de melhorar e conservar clones, ecotipos ou variedades de importancia
econdmica (Silva, 1985). A estaquia apresenta ainda outras vantagens, como a
obtencdo de um grande nimero de plantas em curto espaco de tempo a partir de
poucas plantas matrizes e a redugdo do periodo improdutivo proporcionado pela
juvenilidade.

O enraizamento de estacas € um fendmeno complexo que envolve
diferentes eventos. De acordo com alguns autores (Dore, 1965; Girouard, 1967;
Cameron & Thonson, 1969; Smith & Thorpe, 1975; White & Lowell, 1984), o
processo de enraizamento pode ser dividido em pelo menos duas fases ou
estagios: (1) formacdo do primérdio radicular, que ocorre dentro das estacas e
(2) crescimento, que ocorre fora da estaca. Entretanto, ndo sdo conhecidos o
ndmero e os tipos de eventos que ocorrem em cada fase (Lowell & White,
1986). Para Hartmann et al. (1997), durante o processo de enraizamento de
estaca ocorrem algumas fases que podem ser identificadas nos seguintes
estagios: desdiferenciacdo, formacdo das raizes iniciais, desenvolvimento das
raizes iniciais em primdrdios de raizes reconheciveis, crescimento e emergéncia
dos primérdios radiculares.

Os fatores primordiais que afetam o enraizamento de estacas t€m sido
amplamente discutidos por autores como Carlson (1966); Couvillon & Erez
(1980); Cheffins & Howard (1982a e 1982b). Segundo estes, a capacidade de

enraizamento e a qualidade e quantidade de raizes nas estacas, variam segundo
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espécies e cultivares, condigdes ambientais (fatores externos) e condigdes
internas da prépria planta (fatores internos). Fatores ou substincias que sdo
produzidas nas folhas e gemas e que sdo transportadas até a estaca também
afetam a capacidade rizogénica destas (Janick, 1966). Estas causas ainda ndo
estdo claramente definidas, o que ndo permite uma generalizacdo deste método
de propagacao.

A época do ano em que se obtém as estacas, em alguns casos, exerce
significativa influéncia, podendo ser um fator decisivo para o sucesso do
enraizamento. Alguns autores, tais como Trione et al. (1963) e Kramer &
Kozlowski (1960), consideram que, até certo ponto, a capacidade para formar
raizes estd mais relacionada com a condicio que a planta estd submetida do que
com a época do ano de coleta das estacas.

Para Kramer & Kozlowski (1960), um bom desenvolvimento de raizes
nas estacas € influenciado ndo s6 pelo clima ao qual estd submetida a mesma,
como também pelas condi¢cdes internas da planta da qual foram obtidas. J4 estd
comprovado que todos os aspectos do crescimento de plantas envolvem controle
hormonal, havendo evidéncias crescentes que os fatores ambientais afetam o
nivel endégeno de horménios. E também provivel que os niveis endégenos
dessas substancias de crescimento sejam afetados pela nutricdo mineral (Salama

& Wareing, citados por Magalhaes & Wilcox, 1987).

4.2 Uso da inducao radicular por aquecimento basal no

enraizamento de estacas

Com o uso de aquecimento basal no meio de propagacdo, mantendo uma
temperatura constante apropriada para a espécie durante o periodo de
enraizamento de suas estacas, tém-se conseguido bons resultados. Diversos
autores tém desenvolvido trabalhos que demonstram os efeitos positivos do

aquecimento basal no processo de enraizamento de estacas, tais como altas
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porcentagens de enraizamento, maior nimero de raizes por estaca e rapido
enraizamento.

Para estacas lenhosas de muitas espécies caducifélias, Carlson (1966)
indica temperaturas do leito de enraizamento de 18,3°C a 21°C e do ar de 4,4°C a
7,2°C. Para espécies tropicais, Hartmann et al. (1997) indicam temperaturas de
25°C a 32°C e para temperadas de 18°C a 25°C.

Valle & Caldeira (1981), trabalhando com estacas de Eucaliptus
urophylla, concluiram que o aquecimento basal é de importancia fundamental no
enraizamento, quanto a porcentagem e precocidade da formagdo de raizes. Os
autores obtiveram, no tratamento com regulador de crescimento AIB associado
ao aquecimento basal, até 80% de enraizamento. O mesmo beneficio derivado
do tratamento de estacas com substancias sintéticas promotoras do enraizamento
associado ao aquecimento basal durante o periodo de enraizamento foi
observado por Howard & Garner (1965).

Fujii & Nakano (1974) fizeram um estudo para videira ‘Delaware’
utilizando aquecimento basal a temperaturas de 18°C, 21°C e 25°C. Esres autores
verificaram que a temperatura de 21°C foi a mais indicada, por proporcionar a
maior porcentagem de enraizamento e melhor peso fresco de raiz. Ji a 25°C foi
observado um sistema radicular excessivamente ramificado, com raizes muito
finas. Jesus (1994), utilizando aquecimento basal a temperaturas de 25°C com
AIB a 300 ppm, conseguiu um indice de enraizamento, em videira, de 80% em
um periodo de 30 dias.

Estudando a regeneracio de raizes adventicias em Liriodendron
tulipifera L., Kelly & Moser (1983) constataram que a regeneracdo de maior
ndmero e peso de raizes e o crescimento de brotos ocorreram para a temperatura
do solo de 21°C, na qual 89% das plantas iniciaram raizes.

Prasad & Rabbani (1988) obtiveram um enraizamento de estacas de

goiabeira (Psidium guajava L.) submetendo-as ao aquecimento basal a

21



temperatura de 30°C + 2°C, em associacdo com reguladores de crescimento.
Carpenter & Cornell (1992) determinaram a faixa 6tima para o meio de
enraizamento entre 26°C e 30°C, para cultivares de hibisco (Hibiscus rosa
sinensis) de fécil e de dificil enraizamento, em associacdo com o uso de AIB.

Ashiru & Carlson (1968), utilizando temperaturas do leito de 16°C e
21°C para o enraizamento de estacas lenhosas dos porta-enxertos de macieira
‘Malling-Merton” (MM106) e ‘East Malling’ (EMII) verificaram que, para
ambos, a formagao de calo e o enraizamento foram maiores a 21°C, associado ao
uso de AIB a 1.500 ppm. Assim, houve um efeito estimulador na iniciacio
radicular, causado pela temperatura especifica e a concentracdo de AIB. O
mesmo resultado foi observado por Howard (1968).

Recentes estudos com espécies dos desertos de Sonoran e Chihuahum
indicam que altas temperaturas podem ser benéficas para o enraizamento de
estacas caulinares de plantas do deserto (Prat et al., 1998).

Lebrunet al. (1998) ndo obtiveram enraizamento de estacas de Syzygium
paniculatum (Gaertn) quando o leito de enraizamento ndo foi aquecido.
Entretanto, quando o substrato foi aquecido com temperatura de 22 + 0,5°C, a
porcentagem média de enraizamento excedeu 75% nos melhores substratos
testados.

Prat et al. (1998), estudando a propagacdo por meio de estacas
semilenhosas de alguns clones de jojoba (Simmondsia chinensis (link)
Scheneider), relataram que o aquecimento basal foi efetivo para o clone de
dificil enraizamento, sugerindo que esses clones anteriormente descartados
podem ser utilizados comercialmente com a aplicacdo de aquecimento no leito

de enraizamento.

4.3 Uso de reguladores de crescimento no enraizamento de

estacas
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A utilizagdo de substdncias reguladoras de crescimento de natureza
auxinica tem produzido diferencas significativas nas respostas ao enraizamento,
tanto nas estacas herbiceas como nas semilenhosas e lenhosas. O uso de
substancias auxinicas promove a inicia¢do de raizes e acelera o processo de
formacdo das mesmas, garantindo maior porcentagem de estacas enraizadas e
melhor qualidade e uniformidade no enraizamento. O teor adequado de auxinas
exdgenas para estimular o enraizamento depende da espécie e da concentragdo
de auxinas existentes no tecido (Hartmann et al., 1997).

Auxinas geralmente aumentam a capacidade de enraizamento de estacas
da maioria das espécies de plantas, incluindo arvores tropicais (Leakey et al.,
1990, 1994, citados por Tchoundjeu & Leakey, 2001).

Segundo Hartmann et al. (1997), as substincias auxinicas mais
utilizadas para promover o enraizamento sio: 4cido indolacético (AIA), acido
naftalenoacético (ANA) e 4cido indolbutirico (AIB). Destes destaca-se o AIB
como o principal regulador de crescimento utilizado para o enraizamento de
estacas da maioria das espécies vegetais (Janick, 1966; Bose & Mandal, 1972;
Weaver, 1976; Hartamann et. al. 1997).

Utilizando estacas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.) com
aplicacdo de alguns reguladores vegetais, Castro (1987) verificou que o AIB a
2.500 mg.L" foi o tinico que efetivamente induziu o enraizamento das mesmas.
Sena-Gomes et al. (1998), utilizando estacas herbaceas e semilenhosas de
cacaueiro com concentragdes de 400, 6.000 e 10.000 mg.L™" de AIB, obtiveram
porcentagens de enraizamento superiores a 70%.

Dutra et al. (1999) avaliaram o efeito do AIB no enraizamento de
estacas de pessegueiro (Prunus persica (L.) Bastsch) cultivares Diamante, Br-2 e
Capdebosq e verificaram que a porcentagem de estacas enraizadas aumentou até
a concentragio de 2.318 mgL"' com 36,65% de enraizamento. Em estacas

semilenhosas de pessegueiro e nectarineira, Biase et. al (2000), também
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verificaram que a melhor concentrag@o para o enraizamento de estacas, nimero
de raizes e desenvolvimento do sistema radicular de pessegueiro foi de 2000
mg.L"'. Valor semelhante, 2.700 mg.L", foi encontrado por Rufato & Kersten
(2000) para a porcentagem de enraizamento, nimero e comprimento de raizes
em pessegueiro ‘Esmeralda’. Dutra et al. (2002) obtiveram porcentagens de
enraizamento de 91,34% para as cultivares Capdebosq e BR-2 e de 82,62% para
a cultivar Diamante com o uso de AIB entre 2.000 mg.L'e 3.000 mg.L",
havendo aumento também do peso da matéria seca das raizes. Em estacas de
ameixeira (Prunus salicina Sieb e Zucc), o uso de AIB 2.000 mg.L'l aumentou a
porcentagem de enraizamento, o nimero e o comprimento das raizes (Tonietto et
al., 2001). Essa mesma concentracdo foi altamente benéfica para aumentar a
porcentagem de enraizamento de umezeiro (Prunus mume Sieb e Zucc) (Mayer
et al., 2001).

A porcentagem de enraizamento, nimero e comprimento de raizes em
estacas de Acer oblongum aumentou com aumento da concentracdo de AIB
(Bhardway & Mishra, 2002). Dilliond & Klingamam (1992) obtiveram altas
porcentagens de enraizamento (94%) de estacas de Cercis canadensis variedade
Red bud, utilizando AIB na concentragio de 20.000 mg.L™".

Os resultados de enraizamento de estacas utilizando AIB sdo bastante
variados, sendo dependentes do tipo de estaca, potencial genético, condig¢do
fisiol6gica e nutricional da planta matriz, idade da planta, da concentracdo e
forma de aplica¢do do regulador de crescimento (Aminah et al., 1995; Antunes,
1995; Alegre et al., 1998; Ferreira & Cereda, 1999; Nachtigal et al., 1999;
Scarpare Filho et al., 1999; Guan & De Klerk, 2000; Rufato et al., 2000;
Tchoundjeu & Leakey, 2001; Oliveira, 2001; Tofanelli et al., 2002; Pijut &
Moore, 2002; Bastos, 2002; Pio, 2002; Tofanelli et al., 2003).

A auxina pode ser o principal fator de enraizamento de estacas, mas tem

sido considerado que algumas outras substincias, além da auxina, podem estar
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relacionadas ao processo. Kawase (1970) e Girouard (1969) sdo alguns dos
autores que enfatizam a importancia destas outras substincias ou co-fatores. A
auxina e os co-fatores de enraizamento devem ser considerados em estudos de
iniciacdo de raizes, contudo, outros fatores também estdo envolvidos. Lewis
(1980) enfatiza um relacionamento metabdlico no qual o boro, compostos
fendlicos e peroxidases/AlA-oxidases interagem entre si e com as auxinas. O
AlA-oxidase € um sistema enzimatico que ocorre em vdrias plantas, catalizando
a degradacdo do AIA, formando novos compostos e inativando a iniciagdo
radicular que seria promovida pela auxina. Acredita-se que a peroxidase seja

responsavel por alguma atividade semelhante a da AIA-oxidase.

4.4 Uso de sacarose no enraizamento de estacas

Um dos primeiros trabalhos sobre a influéncia dos carboidratos no
enraizamento de estacas foi desenvolvido por Kraus & Kraybill (1918), citados
por Veierskov (1988). Os autores observaram que segmentos de caule de
tomateiro (Lycopersicon esculentum L.) que enraizaram apresentavam alta
relacdo C/N, levando-os a formular a hipdtese de que altas razdes C/N, em
estacas, estimulam a formacao de raizes.

De acordo com Fachinello et al. (1995), maiores reservas de
carboidratos correlacionam-se com maiores porcentagens de enraizamento e
sobrevivéncia das estacas. Segundo Snyder (1954), citado por Ferri (1979), apds
tratamento das estacas com regulador de crescimento para indugdo do
enraizamento ocorre uma translocacdo de carboidratos para a regidao de
enraizamento aumentando o metabolismo e a taxa respiratoria.

Segundo Haun & Cornell (1951) e Pearse (1943), existe uma relagéo
entre o enraizamento e as reservas de hidratos de carbono e nitrogénio existentes
na estaca. As estacas provenientes de plantas bem nutridas, porém com teores de

nitrogénio em condi¢des normais, enraizam-se com mais facilidade. Nessa
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condi¢do, o maior indice de enraizamento ¢é atribuido ao maior acimulo de
carboidratos e a reducdo dos niveis de citocininas na estaca. Alguns trabalhos de
pesquisa tém procurado relacionar a capacidade de enraizamento com a relacio
carbono/nitrogénio (C/N), indicando que a alta relacdio C/N é favordvel a
iniciacdo de raizes, ao passo que uma baixa relacdo € favordvel ao
desenvolvimento de ramos. O uso dessa rela¢cdo nem sempre propicia respostas
satisfatérias, pois o enraizamento depende, além desta relagdo, de outros fatores
e também do material propagativo utilizado. Altos contetidos de carboidratos
nem sempre tém sido associados com elevado potencial de enraizamento. Em
trabalho realizado com ramos de porta-enxerto de Mallus sp, estacas com
maiores teores de acucares ndo foram acompanhadas de aumento no
enraizamento (Fachinello et al., 1988).

Decréscimo no contetido de carboidratos pode ser evidenciado poucos
dias apds o inicio de enraizamento (Haissig, 1982; Vierskov & Eriksen, 1982).
Isso pode ser atribuido a menor capacidade das estacas de assimilar CO2, pelo
fechamento dos estdmatos (Orton, 1979), principalmente com o uso de
nebulizacdo. Uma alternativa para o fornecimento de carboidratos para as
estacas € o fornecimento exdgeno de carboidratos, na tentativa de suprir suas
necessidades internas.

As concentracdes geralmente utilizadas no processo de enraizamento
estdo entre 0,5% e 2%, dependendo do carboidrato (Nanda & Jain, 1972).
Solugdes com elevadas concentracdes podem exercer uma forte influéncia sobre
o balanc¢o hidrico das estacas (Veierskov & Eriksen, 1982).

Loach & Whalley (1978) relatam que aumentaram a porcentagem de
enraizamento em 33% com o fornecimento de sacarose, em solucio a 2%, para
estacas de vdrias espécies lenhosas. Alves et al. (1991) estudaram os efeitos da
sacarose no enraizamento de estacas de aceroleira, imersas em solucdo a 15%,

por 24 horas, constatando que a sacarose nido promoveu nenhum ganho no
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enraizamento, bem como na qualidade do sistema radicular e brotagdes
formadas.

Estudando o uso da sacarose junto a solucdo de AIB, na promocao de
enraizamento de estacas caulinares de porta-enxerto de videira, Chalfun et al.
(1992) verificaram que o percentual de enraizamento das estacas tratadas apenas
com dgua destilada foi de 84,83%, o que, entretanto, nao diferiu dos tratamentos
com AIB e/ou sacarose (90%). Os mesmos autores ainda constataram que, para
o nimero médio de raizes por estacas enraizadas, houve um efeito sinérgico
auxina/sacarose a partir das menores concentracdes do regulador aplicado.
Gontijo et al. (2000a), testando os efeitos do AIB e da sacarose no enraizamento
de estacas de maracujazeiro-doce, observaram que a solucdo de sacarose a 2%
na auséncia do AIB, promoveu um ganho de 10% na porcentagem de
enraizamento. J4 para o maracujazeiro-azedo, Gontijo et al. (2002b) constataram
a superioridade dos tratamentos sem sacarose na porcentagem de estacas
enraizadas, verificando que a sacarose ndao promoveu efeito sinérgico com o

AlIB.

4.5 Enraizamento de estacas de Coffea canephora

Plantas de Coffea canephora sdo auto-incompativeis, sendo as sementes
formadas a partir de fecundacao cruzada. Quando se utilizam as sementes para a
formacao de mudas, a futura lavoura apresentard grande desuniformidade.

Para evitar esse problema, desenvolveram-se pesquisas para a formacao
de mudas por meio do enraizamento de estacas, obtendo-se clones da planta-mae
(Paulino et al., 1985).

Os ramos utilizados na formagdo das mudas por meio de estaca sdo os
ramos ortotrépicos, ou seja, as hastes principais das plantas que nesse espécie
sdo mais faceis de serem produzidas, uma vez que as plantas sdo conduzidas

multicaule.
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Os ortotropicos devem ser preparados e suas estacas colocadas para
enraizar no mesmo dia. A preparacdo dos ramos consiste na eliminagdo parcial
das folhas, deixando-se 1/3 do limbo foliar. Estacas com folhas cortadas
transversalmente permitem maior sucesso no enraizamento.

Ap6s a preparagdo, os ramos devem ser colocados em dgua em baldes
ou tambores. Deve-se procurar uniformizar o tamanho das estacas em torno de
5-6 cm. No ramo ladrdo em crescimento, os melhores nds a partir da ponta sdo
0s cinco primeiros que, por serem menos lenhosos, enraizam mais facilmente. A
estaca pode ser de um né inteiro (duas gemas) ou de meio n6 (uma gema apenas,
apos corte da estaca no sentido longitudinal).

No processo de enraizamento das estacas, os substratos contendo areia
ou vermiculita sdo mais indicados que aqueles com material orgénico.

Quanto a época de coleta dos ramos, Evans (1958) obteve maior
porcentagem de enraizamento em estacas de ramos coletados em junho, que
corresponde a época de chuvas no Quénia. Da mesma forma, Purushothan et al.
(1984) também verificaram ser a época das chuvas a melhor para a coleta dos
ramos.

Paulino et al. (1985) apresentam as seguintes vantagens para a
propagacdo vegetativa de plantas de Coffea canephora: a) elevacdo da peneira
média, obtendo-se café mais graido, de grande importancia na comercializa¢do
internacional; b) uniformizacio da maturacdo dos frutos, melhorando a
qualidade final do produto e reduzindo a incidéncia de broca; ¢) aumento da
produtividade, por meio da selecdo de matrizes altamente produtivas; d)
eliminacdo, nas futuras lavouras, de plantas suscetiveis a mancha manteigosa; e)
reducdo na porcentagem de infeccdo pela ferrugem, pela selecio de plantas
resistentes; f) reducdo na incidéncia de ramos ladrdes em relacdo as mudas
oriundas de sementes, reduzindo os gastos com desbrotas e proporcionando uma

melhor formagdo da "saia" do cafeeiro; g) emissdo mais rdpida dos ramos
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produtivos (plagiotrépicos), ou seja, a partir do primeiro ou segundo pares de
folhas, enquanto que na muda formada por meio de semente isso s6 ocorre apds
o oitavo par; h) a forma¢ao de mudas clonadas pode ser realizada durante o ano
todo, enquanto que a formacdo de mudas por meio de semente s6 pode ser
realizada até o quarto més apds a colheita, devido a ripida perda de poder
germinativo das sementes.

Em Coffea canephora, a propagacdo vegetativa de clones superiores por
estaquia € uma realidade, especialmente no estado do Espirito Santo e em outras
regides aptas a essa espécie. H4 que se observar, porém, a questdo da auto-
incompatibilidade. Assim, sdo selecionadas algumas plantas superiores
compativeis entre si, para clonagem por meio de estacas. Mudas provenientes de
plantas compativeis sdo plantadas em conjunto, formando variedades clonais

constituidas geralmente por seis clones.

4.6 Enraizamento de estacas de Coffea arabica

A propagacdo de Coffea arabica por via assexual ndo tem sido praticada
em grande escala, restringindo-se a propagacio por sementes (Sylvain, 1979),
embora as pesquisas sobre esse método hd muito sejam realizadas (Evans, 1958;
Mendes, 1950). Mais recentemente, os trabalhos realizados com hibridos F;,
obtidos a partir dos cruzamentos Icatu x Catimor, Icatu x Catuai e Catuai x
Hibrido de Timor, despertaram novamente o interesse pela propagacio
vegetativa desse material em escala comercial, visando manter a heterose para
produtividade e a expressdo favordvel para caracteres de interesse, como a
resisténcia a ferrugem, o porte baixo e a uniformidade de maturagdo dos frutos.
A inexisténcia de informagdes sobre macho-esterilidade em Coffea arabica
dificulta a obten¢do desses hibridos F; por semente. Sondahl et al. (1981)
afirmam ser possivel, em Coffea arabica, multiplicar rapidamente genétipos

com certas combinagdes de alelos favordveis para resisténcia a ferrugem da
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folha, por via assexual, para fazer face a rapida evolucio de ragas fisiol6gicas do
fungo.

Uma alternativa bastante vidvel para a propagacdo de hibridos de
cafeeiro em escala comercial € mesmo a manutencdo de materiais de interesse
ainda em heterozigose, nos programas de melhoramento, é a propagacdo
vegetativa via enraizamento de estacas, tal como se faz em Coffea canephora.
Contudo, varias tentativas foram feitas, com resultados varidveis entre os
trabalhos, em razdo do menor percentual de enraizamento.

Romeiro (1973) obteve enraizamento superior a 70% de estacas de
cafeeiro tratadas com 200 ppm de ANA. Foram utilizadas estacas de um né com
duas folhas cortadas ao meio e imersas em solucio com o regulador de
crescimento por 24 horas, a temperatura ambiente.

Martins (1985), estudando o efeito de quatro reguladores de crescimento
(AIA, AIB, ANA e 2,4-D) em cinco concentra¢des (0, 300, 1.000, 3.000 e
10.000 ppm) na cultivar Bourbon Amarelo, concluiu que AIA e o ANA nao
mostraram efeito sobre o enraizamento. O AIB influenciou positivamente o
ndmero de raizes € o 2,4-D influenciou o enraizamento, contudo, mostrou-se
fitotdxico.

Rezende (1996) avaliou os efeitos de diferentes concentragdes do
antioxidante PVP40 na propagagdo vegetativa de estacas da cultivar Mundo
Novo (CLP-379/19) e concluiu que a melhor concentragio foi de 330 mg.L"
com imersdo durante 6 horas, apresentando um percentual de enraizamento de
68%.

Bergo (1997) obteve 92,9% de enraizamento em estacas ‘Acaid’ aos 180
dias, com imersdo em 400 mg.L"' de AIB por trés horas e de 74% na auséncia do
regulador. Este autor ainda observou que a porcentagem de estacas vivas e o

peso seco das raizes aumentaram com o aumento da concentragdo de AIB.
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Ono et al. (1992) relataram que o AIB foi efetivo para o enraizamento
(56,25%) e na auséncia deste ndo houve enraizamento de estacas da cultivar
Mundo Novo e que utiliza¢do de auxinas aumentou o nimero médio de raizes, o
qual ficou em torno de 5,0 raizes por estaca.

Pereira (2000), utilizando a cultivar Mundo Novo e diferentes
concentragdes de ANA associadas a tempos de imersdo, concluiu que o uso do
ANA foi efetivo no aumento do nimero de raizes e do peso da matéria seca das
mesmas, tendo a melhor resposta sido obtida na concentracio de 665 mg.L",
independentemente do tempo de imers@o na solugdo. Este autor obteve, em outro
estudo com a ‘Acaia’ em diferentes substratos, areia, hdimus de minhoca, cisco
de café e o substrato padrao, porcentagens de enraizamento variando de 34% a

89%, aos 150 dias pds-instalacio.
4.7 Aspectos anatomicos do enraizamento adventicio

4.7.1 Origem do primoérdio radicular

O conhecimento da estrutura interna do caule facilita a compreensao do
processo de formacdo dos primdrdios de raizes adventicias em estacas
caulinares, uma vez que 0os mesmos possuem origens histoldgicas diversas. O
corpo primdrio do caule apresenta trés sistemas de tecidos: o dérmico, o
fundamental e o vascular. O sistema dérmico é representado pela epiderme; o
fundamental encontra-se nas regides denominadas cértex e medula, sendo que
esta ultima, em certas plantas, pode estar ausente. No sistema vascular,
encontram-se o xilema e o floema, em feixes vasculares.

Segundo Fahn (1995), raizes adventicias podem desenvolver-se a partir
de raizes ja desenvolvidas, do hipocétilo de plantas jovens, do corpo primdrio e
secunddrio de caules, e de folhas. Nas raizes e caules da maioria das plantas as

raizes adventicias desenvolvem-se enddégenamente, mas existem exemplos em
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que esse desenvolvimento é exdgeno. Primérdios de raizes adventicias podem
ser formados pelos seguintes tecidos: a epiderme, junto com o tecido cortical de
gemas e hipocétilo (Cardamine pratensis, Rorippa austriaca); periciclo do caule
(Coleus sp, Zea mays); parénquima do raio entre o periciclo e o cambio
(Tropaeolum majus, Lonicera japonica, Tamarix sp); parénquima do raio do
floema (Hedera helix); entre feixes vasculares do floema e cAmbios secundarios
nio diferenciados (Rosa); no cambio interfascicular e periciclo (Portulaca
oleracea); no cambio interfascicular, periciclo e floema (Begonia); em
interrupg¢des parenquimatosas no xilema secundario que sdo formadas devido a
presenca de lacunas nas folhas (Ribes nigrum) ou gemas (Cotoneaster dammeri);
tecidos da margem de folhas e peciolos (Begonia, Kalanchog).

Em algumas espécies de Salix, as raizes desenvolvem-se do primérdio
que aparece no caule e sdo formadas a partir do tecido parenquimatoso
secunddrio. Vdrias camadas de células externas ao cimbio assumem a formagao
de um primérdio e as células do lado interno sdo adicionadas pelo cambio. O
primérdio fica com um formato de cipula como resultado do intenso
crescimento do xilema secunddrio imediatamente interno. Esse primdérdio
permanece dormente dentro da casca interna, assim como ao longo do ramo que
nio é removido da planta. A diferenciacdo desse primérdio é extremamente
baixa, ficando ndo discernivel com o amadurecimento dos tecidos € o aumento
da idade da planta. A maioria desses primérdios desenvolve-se rapidamente em
raiz quando os ramos sdo transformados em estacas, tendo sido observados em
raizes de plantas lenhosas como Zygophyllum dumosum.

A organizacdo da estrutura de raizes adventicias e sua seqiiéncia de
desenvolvimento s@o semelhantes, em todos os aspectos, as das raizes
verdadeiras. O pequeno grupo de células originais, apds estas tornarem-se
meristemadticas, continua a se dividir formando grupos de muitas células, as

quais se desenvolvem em primérdios de raizes. A divisdo celular continua e
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aparece uma estrutura de ponta de raiz, que desenvolve um sistema vascular e o
primérdio de raiz liga-se ao feixe vascular da estaca. A ponta da raiz projeta-se
para o exterior através do cortex e epiderme (Dedecca, 1957; Esau, 1993;
Hartmann et al., 1997).

Existem plantas com diferentes habilidades para emitir raizes em
estacas. Segundo Ono & Rodrigues (1996), plantas com primdrdios de raizes
adventicias dormentes ou pré-formadas enraizam facilmente, como ocorre em
Salix, assim como muitas plantas com raios vasculares largos (abertos) sem tais
primoérdios (Vitis vinifera, Tamarix spp). Estacas de Ceratonia, Pyrus e Carya,
que ndo t€m primérdio dormentes e nas quais os raios sdo estreitos, enraizam
com dificuldade. Em espécies de Gimmospermas, Agathis australis, a estaca
pode levar meses para desenvolver raizes. Os mesmos autores afirmam também
que as raizes podem originar-se das células epidérmicas, do floema secundario,
do periciclo e do sistema vascular e que o sucesso do desenvolvimento de raizes
adventicias em estacas depende da participa¢do do cdmbio na formacdo do calo
e, subseqiientemente, o cambio regenerando dentro do calo na forma de um
ponto externo saliente. Em palmeira (Rhapis excelsa), as raizes adventicias
originam-se endogenamente, rompendo a superficie do caule. Os tecidos
vasculares da raiz s@o presos diretamente aos feixes vasculares do caule,
penetrando profundamente dentro deste.

Em plantas lenhosas, Xavier (2002) afirma que os primdrdios
radiculares poderdo surgir de células parenquimdticas vivas (quando jovens),
raio vascular/medular, cambio, floema, calos internos e externos, de canais
resiniferos, cortex ou lenticélulas.

Em algumas plantas, raizes adventicias formam-se precocemente no
caule e estdo, portanto, presentes na estaca quando esta é retirada para ser
propagada. Porém, essas raizes pré-formadas ndo sdo essenciais a um

enraizamento rapido.
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Segundo Alvarenga & Carvalho (1983), a maioria das raizes adventicias
de estacas de caule origina-se de células que s@o capazes de tornarem-se
meristemadticas. Nas estacas de plantas herbaceas, essas células encontram-se
fora e entre os feixes vasculares. Em estacas de plantas lenhosas, as raizes
adventicias das estacas originam-se do tecido do floema secunddrio jovem ou de
outros tecidos, como o cambio, raios vasculares e medula. Os autores citam
também que, ap6s as estacas serem colocadas em condicdes favordveis ao
enraizamento, desenvolve-se na extremidade basal o calo, que € formado por
uma massa irregular de células parenquimatosas em vdarios estidgios de
lignificacdo. O calo tem inicio nas células da regido vascular do cambio e
floema, podendo também vdrias células do cortex e medula contribuir para a sua
formacgao.

Estudos realizados por Shimoya & Gomide (1969), em estacas de
figueira levaram os autores a afirmar que a formacdo do primérdio radicular
depende da formacao do calo na regido do periciclo, o qual cresce em forma de
“bolsa” até atingir, de um lado, o cAmbio adjacente a um raio lenhoso, e de outro
o cortex. Resultados obtidos por Torres (1976), que verificou os primérdios
radiculares de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis) podem originar-se em
dois locais distintos, no calo formado na base da estaca e endogenamente, no
prolongamento dos raios lenhosos, corroboram esta afirmativa. Para que esta
formacdo ocorra, o autor cita que a estaca deve apresentar o primeiro anel
lenhoso formado.

A iniciacdo do primérdio radicular em estacas varia com a espécie
estudada e o grau de maturidade dos tecidos. Resultados obtidos por Bondok,
Salama & Moustafa (1984), com estacas de Diospyros virginiana, revelaram a
iniciacdo do primérdio radicular nas células do periciclo. De modo anélogo, os
trabalhos realizados por Pacheco et al. (1988), revelaram que as raizes

adventicias de videira tiveram origem enddgena e sua formagdo ocorreu nas
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proximidades da regido cambial e ndo no tecido caloso, semelhantemente aos
resultados obtidos por Lopes (1995), que observou a origem das raizes
adventicias sempre nas proximidades do caAmbio vascular. Pratt (1974) relata que
as raizes adventicias em videira ‘Euvites’ originam-se no cambio interfascicular
ou nas suas proximidades. Segundo o autor, nao houve formacdo de primérdios
radiculares diretamente do calo. Porém, a possibilidade de enraizamento de
algumas espécies lenhosas como Populus alba depende da prépria estrutura
anatdmica da estaca que, segundo Scaramuzzi (1960), deverd conter células
iniciais de raizes previamente formadas sobre os ramos, antes destes serem

destacados da planta mae.

4.7.2 Barreiras a emergéncia do primérdio radicular

Estudos anatdmicos realizados por Davis & Haissig (1994)
evidenciaram que células da endoderme e do periciclo estdo envolvidas na
iniciacdo de raizes e que a presenca de fibras do floema parece ndo ser uma
barreira a formacao de raizes. Entretanto, a desdiferenciacio de células maduras,
que permite a divisdo celular e a inicia¢do do primordio, constitui um dos pontos
cruciais no processo de iniciac¢do de raiz.

O desenvolvimento de um continuo anel de esclerénquima entre o
floema e o cortex, externamente ao ponto de origem das raizes adventicias,
possivelmente constitui uma barreira anatdmica ao enraizamento, conforme
citam Hartmann et al. (1997), uma vez que a formacdo deste tecido estd sempre
associada com a maturidade da planta. Em estudos com estacas obtidas de ramos
maduros de Hedera helix de dificil enraizamento, de oliveira e de Ficus pumila
esses autores verificaram que a presenga do anel esclerenquimadtico estava
sempre associada com as estacas recalcitrantes, enquanto aquelas de fécil
enraizamento foram caracterizadas pela descontinuidade ou por poucas camadas

de células no anel de esclerénquima. Embora a bainha de tecido lignificado no
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caule, em muitos casos, possa atuar como uma barreira mecanica a emergéncia
das raizes, os mesmos autores citam que existem muitas exceg¢des, em que esta
ndo constitui a causa primdria da dificuldade de enraizamento. Tratamentos com
auxinas promovem considerdvel expansdo e proliferacdo do cdrtex, floema e
cambio, resultando na quebra da continuidade do anel esclerenquimadtico, em
vérias cultivares de espécies frutiferas de dificil enraizamento, promovendo a
formacdo de raizes iniciais. Semelhantemente, cultivares de cravo (Diantus
caryophillus L.), de facil enraizamento, possuem um anel de esclerénquima no
caule. Contudo, o primdrdio radicular desenvolve e emerge da estaca pelo
crescimento descendente e para fora através da base da estaca.

Para Beakbane (1961), a capacidade das estacas caulinares de frutiferas
para formar raizes parece estar relacionada com a estrutura anatdmica do floema
primdrio, nos quais os lenhos das variedades de dificil enraizamento
freqlientemente apresentam alto grau de esclerificagdo e as células do tecido
esclerenquimatico ocorrem em faixas ao redor dos tecidos vasculares,
fornecendo protecdo e sustentacdo. Podem também ocorrer nos tecidos
parenquimadticos, como no cértex de caule e atuar como barreira anatdmica na
propagacdo de plantas lenhosas por estaquia. O autor observou, em Pyrus sp.,
uma camada quase continua de fibras com paredes celulares grossas envolvendo
o floema secundario, visto em corte transversal como uma camada de tecidos
lignificados. Observou-se uma correlacdo direta entre o crescimento da camada
esclerenquimatica e a diminui¢do da capacidade de enraizamento da estaca. Em
estudos realizados com macieira (Malus sp), o autor fez comparagdes entre
lenhos, exibindo caracteristicas juvenil e adulta, obtidos da mesma planta, na
qual verificou a quase auséncia de células esclerénquimdticas no floema
primdrio no lenho juvenil, e uma camada continua dessas células no lenho
maduro, levando a nio formagdo de raizes adventicias nas estacas de material

maduro.
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Em outras espécies de dificil enraizamento tem sido observada a mesma
correlagdo positiva entre o grau de esclerificacdo do floema primdrio e a ndo
formacdo de raizes adventicias nas estacas. Neste ponto, Ciampi & Gellini
(1963), Beakbane (1961) e Sachs et al. (1964) concordam que a extensa camada
de esclerénquima do tecido floematico constitui barreira mecanica a emergéncia
do primérdio radicular. Da mesma forma, a maior ou menor continuidade da
camada de esclerénquima parece afetar o tempo de formacdo do primérdio
radicular em Hibiscus (Kachecheba, 1975). O autor verificou que, entre as
espécies de Hibiscus, estudadas houve diferenga na capacidade de enraizamento,
e que o primérdio radicular se originava na regido ndo diferenciada da zona do
cambio, crescendo através das fendas existentes entre as fibras do floema.

Segundo Gellini (1964), citado por Ono & Rodrigues (1996), estacas de
algumas variedades de Olea europaea dificeis de enraizar apresentaram intensa
lignificagdo da parede celular e formacao de esclereideos, ndo sendo, portanto, a
continuidade ou descontinuidade das células esclerenquimdticas o fator
responsdvel pela auséncia de enraizamento. Porém, nesta mesma espécie, Sachs
et al. (1964) observaram considerdvel expansao e proliferacdo celular no cortex,
floema e cambio, em estacas tratadas com acido indolbutirico (AIB). Este
procedimento levou a interrup¢do do esclerénquima, formando grandes falhas na
camada esclerenquimdtica, apés cinco semanas de tratamento, iniciando a
formacao do primdrdio radicular. Observagdes de Avidan & Lavee (1978), em
estacas da mesma espécie, revelaram que durante o periodo de enraizamento
ocorreu uma rapida degradacdo da camada de esclerénquima presente no caule,

logo apds o plantio e o enraizamento foi favorecido.

4.8 Medicao de raizes por meio de imagens digitalizadas
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Os estudos dos sistemas radiculares, estrutura e fung¢des, sdo de grande
importincia para o entendimento do funcionamento da planta no campo. No
entanto, medir comprimento, volume, drea e didmetro das raizes requer muito
trabalho e tempo. Além disso as metodologias utilizadas estao sujeitas a vdrias
fontes de erro que podem limitar a precisdo dos resultados obtidos (Caldwell &
Virginia, 1989; Zoon & Van Tienderen, 1990; Himmelbauer et al., 2002).

A massa seca total das raizes é freqiientemente usada, por ser mais facil
de medir, para comparar sistemas radiculares (Carley & Watson, 1966; Murphy
& Smucker, 1995). No entanto, ela sozinha parece ndo ser adequada para
estudos das raizes, uma vez que ndo fornece informacdes sobre a relagdo solo-
planta que estd envolvida na maior parte das fungdes das raizes. O peso da
matéria seca espelha apenas a estrutura radicular, ndo dando boa ou mesmo
qualquer idéia sobre as raizes absorventes, aquelas fisiologicamente mais ativas.
Algumas centenas de gramas podem representar apenas uma raiz grossa,
préxima a pivotante, porém, poucos gramas de radicelas podem conter muitos
metros quadrados de superficie absorventes de dgua e minerais (Rena &
Guimaraes, 2000).

O comprimento total e a drea das raizes t€m mostrado melhor o
comportamento das mesmas em relacdo a absorcdo de nutrientes. Assim essas
caracteristicas sdo importantes indicadores da capacidade de absor¢do, dos
sistemas radiculares (Himmelbauer et al.,, 2002). Box & Ransseur (1993)
encontraram maiores diferencas significativas entre tratamentos quando raizes
de trigo foram comparadas pelo comprimento do que pela massa total. Finer et
al. (1997) observaram que, em coniferas, a maioria das raizes era fina (<1,0
mm), com mais de 90% do comprimento total das raizes, enquanto a massa seca
foi igualmente distribuida entre os diferentes didmetros.

Sistemas de andlise de imagens digitalizadas oferecem maior facilidade

nos estudos do sistema radicular, com medi¢des mais ripidas e precisas para
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avaliacdo das caracteristicas de raizes, como comprimento, drea superficial
diametro e classificacdo em tamanhos (Arsenault et al., 1995; Tagliavini et al.,
1993; Costa et al., 2000; Himmelbauer et al., 2002).

Berntson (1992) relatou que houve correlagdo linear de Pearson entre os
dados obtidos com medicdo manual, pelo método do mapeamento em acetato,
do comprimento de raizes de Senecio vulgaris e os dados calculados por um
programa de computador por meio de imagem digitalizada desenvolvido pelo
autor na Universidade de Harvard.

Raizes finas com didmetros menores que 0,3 mm aparecem em cerca de
quase 80% do total do comprimento de muitas espécies e sdo de dificil
mensuracdo. O sistema de andlise de imagem possibilita medir o comprimento
até das mais finas raizes. Costa et al. (2000) mediram as raizes de seis espécies
herbaceas (cevada, milho, aveia, soja, trigo e morango) coletadas com trés ou
cinco semanas apdés a emergéncia e relataram que a medicdo dos sistemas
radiculares, com base nas imagens digitalizadas, foi efetiva, especialmente para
espécies com grande porc¢do do sistema radicular constituido de raizes finas.

Resultados obtidos por diversas andlises de imagens digitalizadas em
“scanner” mostram dependéncia sobre a medicdo técnica dos métodos de
tratamento das amostras durante o processo de digitalizacdo. S@o vdrias as
técnicas freqlientemente utilizadas como por exemplo, diferentes produtos para
lavagem, clareamento e colorac@o das raizes (Harris & Campbell, 1980; Zoon &
Van Tienderen, 1990; Pan & Bolton, 1991; Smit et al., 1994; Murphy &
Smucker, 1995; Kaspar & Ewing 1997).

Mesmo com avangos no estudo de raizes tornados possiveis por meio da
andlise de imagem assistida por computador, a medi¢do do comprimento do
sistema radicular ainda consome muito tempo, principalmente devido ao grande
comprimento de raizes que podem ser encontradas em um Unico sistema

radicular ou em um pequeno volume de solo (Costa et al. 2000).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Enraizamento das estacas e formacao das mudas

Os experimentos constaram de duas fases distintas. Na primeira fase
realizou-se enraizamento das estacas em casa de vegetacdo; na segunda foram
avaliadas, no viveiro, a sobrevivéncia e a conseqiiente formacdo de mudas das
estacas enraizadas na primeira fase.

Testou-se o efeito do aquecimento basal, do fornecimento de sacarose e
de doses de 4cido indol-3-butirico (AIB) no enraizamento de estacas e formagdo
de mudas de Coffea arabica L. cultivares Acaid Cerrado MG 1474 e Rubi MG

1192. Cada uma das cultivares constituiu um experimento.

5.1.1 Enraizamento das estacas em casa de vegetacéao

Esta fase foi realizada em casa de vegetagdo com controle de umidade e
temperatura, equipada com sistema automatico de irrigagdo por microaspersao,
no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG.

Foram utilizados fragmentos de ramos ortotrépicos obtidos por meio de
recepa de plantas matrizes com cinco anos de idade, pertencentes ao campo
experimental da UFLA, e crescidos entre os meses de novembro de 2001 e
fevereiro de 2002.

Ap6s a coleta dos ramos, em marco de 2002, estes foram mantidos sob
nebulizacdo para evitar a desidratacdo. As estacas foram obtidas da parte
mediana do ramo ortotrépico, deixando-as com um nd, com um par de folhas
cortadas pela metade e com 4-6 cm de comprimento. Foi realizado um corte em

bisel na base e no dpice das estacas, conforme metodologia usada em Coffea
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canephora (Paulino et al., 1985). Imediatamente apds o preparo, as estacas
foram submetidas aos tratamentos.

Os tratamentos foram arranjados num fatorial 2 x 2x 6, em delineamento
inteiramente casualizado, com 3 repeticdes, sendo cada parcela constituida por
10 estacas.

1° fator: aquecimento basal (2 niveis: com e sem );

2° fator: sacarose (2 niveis: com e sem );

3° fator: AIB veiculado em talco inerte (6 concentragdes: 0; 2.000;
4.000; 6.000; 8.000 e 10.000 mg.L™)

As combinagdes entre os dois primeiros fatores, para facilitar o

entendimento, foram codificadas da seguinte forma:

- sem aquecimento basal e sem fornecimento exdgeno de sacarose: aq=0 e sac=0
- sem aquecimento basal e com fornecimento exdgeno de sacarose: aq=0 e sac=1
- com aquecimento basal e sem fornecimento exdgeno de sacarose: aq=1 e sac=0

- com aquecimento basal e com fornecimento exdgeno de sacarose: aq=1 e sac=1

Para os tratamentos submetidos a inducdo por aquecimento basal o
substrato, colocado em canteiro suspenso, foi mantido aquecido a temperatura de
25°C, por sistema de aquecimento que utiliza passagem de dgua quente por
tubos colocados sob o substrato. As bases das estacas que tiveram fornecimento
ex6égeno de sacarose foram imersas em solugdo na concentragdo de 30 g L™ por
3 horas. Utilizou-se o regulador de crescimento para enraizamento, dcido indol-
3-butirico (AIB), veiculado em talco inerte. A aplicacdo foi feita introduzindo-
se a base das estacas em torno de 1,5 cm na formulagao de pd.

Foi utilizado como substrato em leito de enraizamento uma mistura de
areia lavada e vermiculita na propor¢do de 1:1, previamente tratada com

brometo de metila.
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Foram realizadas trés adubacdes foliares com macro e micronutrientes
com cloreto de potassio (0,3%); sulfato de zinco (0,3%) e 4cido bérico (0,3%).

Foram feitas aplicacdes semanais com Benlate® (1gramas/litro) e
Agrimicina® (2 gramas/litro) até os 60 dias apds a instalagio do experimento.
Depois desta data, as aplicacdes passaram a ser de Cerconil® (20 gramas/litro) e
com oxicloreto de cobre (2 gramas/litro).

As avaliagdes, foram feitas em trés datas diferentes. A primeira aos 45
dias (nimero de estacas enraizadas e nimero de estacas calejadas); a segunda
aos 90 dias (nimero de estacas enraizadas e nimero de raizes por estaca) e a
terceira aos 180 dias (nimero de estacas enraizadas) apds a instalacdo. A soma
das estacas enraizadas na primeira e na segunda avaliacdes resultou na varidvel
nimero de estacas enraizadas total. A estacas enraizadas aos 90 dias foram
repicadas para saquinhos contendo substrato comercial, para a formacdo das
mudas.

As varidveis, apds o enraizamento das estacas em casa de vegetacdo,
foram analisadas usando modificacdo da andlise de modelos lineares cldssicos
desenvolvidos por Nelder & Wedderburn (1972) que, na realidade, mostraram
que uma série de técnicas comumente estudadas separadamente podem ser
reunidas sob o nome de Modelos Lineares Generalizados (MLG) (Demétrio,
1999). A aplicacdo de modelos generalizados foi feita em virtude dos dados nao
apresentarem distribuicio normal e também pelo interesse em avaliar a
proporcdo das varidveis considerando a estrutura fatorial do experimento. Por se
caracterizar dados de proporc¢ao € conveniente assumir que 0s mesmos provem
de uma distribuicdo binomial. A andlise da varidvel é dada pela transformacao

logito (Demétrio, 1999), de acordo com a seguinte expressao:

H,

logito(u,) =1In =U+0 +a, + f +oa,+ B, +af, +oof,

i
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Em que:

u = média constante;

o = efeito do aquecimento basal;

o = efeito da sacarose;

B = efeito do AIB.

A qualidade do modelo ajustado é dado inicialmente pela razdo: valor
deviance/grau de liberdade. Com base neste valor estima-se a probabilidade por
meio de uma distribui¢do de qui-quadrado, de modo que, para altos valores, o

modelo ajustado é adequado aos dados observados.

5.1.2 Formacao de mudas, por meio das estacas enraizadas,

em viveiro

As estacas enraizadas nas ocasides de avaliagdo foram repicadas para
saquinho convencional de polietileno para mudas de meio ano, com 10 cm x 20
cm, contendo o substrato comercial Bioplant® e transferidas para viveiro com
50% de sombreamento e irrigacdo manual. Foi mantido o mesmo delineamento
experimental da primeira fase.

Apés o pegamento das mudas, foi realizada abubag@o com 1 grama por
saquinho com o fertilizante de liberacdo controlada Osmocote 15-10-10. Foram
realizadas trés adubagdes foliares com macro e micronutrientes com cloreto de
potdssio (0,3%); sulfato de zinco (0,3%) e acido bérico (0,3%).

As avaliacdes foram realizadas quando as mudas, formadas a partir das
estacas enraizadas aos 90 dias, atingiram o estddio ideal para plantio no campo
(3 a 6 pares de folhas na maior brotagdo). Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: a) nimero de mudas formadas, b) nimero médio de raizes por
muda, c) peso da matéria seca das raizes, d) peso da matéria seca da parte aérea

e e) relacdo peso da matéria seca das raizes/peso da matéria seca da parte aérea.

43



As andlises de varidncia e testes de médias foram os usuais para o
arranjo fatorial no delineamento inteiramente casualizado, com transformacao de
dados para log (x+1) para as varidveis da cultivar Rubi que ndo mostraram
normalidade, aditividade do modelo ou homogeneidade de variancias entre

tratamentos.
5.2 Analises anatomicas

5.2.1 Procedimentos gerais

As andlises anatomicas foram feitas no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

O material coletado foi lavado em 4gua corrente e depois fixado.por 72
horas em F.A.A; (5ml de formaldeiodo, 5ml acido acético e 90 e,
posteriormente, conservados em dlcool 70% (Johansen, 1940).

Os cortes transversais foram realizados a mao livre, com auxilio de
lamina de barbear e inclusdo do material em isopor. Apds os cortes, foram
submetidos ao processo de coloragdo com safra-blau, uma mistura de safranina
com azul de astra (Kraus & Ardeiin, 1997).

A montagem das laminas foi feita com 4gua glicerinada e as

fotomicrografias tomadas de fotomicroscépio Olympus Bx-60.

5.2.2 Andlises anatomicas das estacas caulinares para
observacao de barreiras anatémicas ao enraizamento
As estacas para a observagdo de presenga de barreiras anatomicas foram

coletadas junto com as estacas do experimento 1 e 2. As amostras constituiram-

sede estacas com 6 cm de comprimento, do primeiro ao quinto nd, que

corresponderam a por¢ao mediana dos ramos ortotrépicos. Para cada né foram
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coletadas 5 repeticdes, totalizando assim 20 amostras. Os cortes foram

realizados na base de cada estaca.

5.2.3 Andlises anatomicas das estacas caulinares para
observacao do local de origem do primérdio radicular

Para a determinacdo do local de origem das raizes foram utilizadas
estacas apds a emissdo das mesmas para as duas cultivares. Para cada cultivar

foram coletadas cinco repeticdes.

5.2.4 Analises anatomicas para comparacao entre as raizes
adventicias caulinares e raizes de plantas obtidas de

sementes

Para comparac@o entre as raizes das estacas e das plantas obtidas por
semeadura direta em substrato, foram coletadas seis repeticdes para cada tipo de
muda para as duas cultivares. As determinacdes da espessura da epiderme e
cortex e do cilindro vascular da raiz foram efetuadas por meio de segdes
transversais de laminas semipermanentes e¢ com a utilizacdo de ocular
micrométrica em dois locais distintos de cada amostra.

Para a contagem dos feixes vasculares foram utilizados 18 cortes por
tipo de muda. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e

aplicou-se nas médias o teste de Scott Knott.

5.3 Estudo preliminar do sistema radicular de mudas obtidas
por meio de estacas e de mudas obtidas de sementes

Foi utilizado o sistema radicular total de trés mudas provenientes de
estaquia caulinar e trés mudas provenientes de semeadura para cada cultivar que
constituiu as repeticdes. As mudas foram formadas em sacolinhas de polietileno

para mudas de meio ano de cafeeiro com 10 x 20 cm, contendo substrato
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comercial Bioplant® As mudas de estaquia foram formadas sem o uso de
regulador de crescimento para o enraizamento.

Ap6s coletadas, as mudas foram lavadas manualmente, utilizando
peneiras (24 mesh) para evitar a perda de material. Apds esse procedimento, as
raizes obtidas foram colocadas em frascos de vidro contendo dgua destilada e
algumas gotas de formaldeido P.A, sendo armazenadas em geladeira durante o
periodo de medigao.

A determinacdo do comprimento e dos didmetros das raizes foram feitas
no Laboratério de Ecofisiologia e Relacdes Hidricas de plantas do setor de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras. Utilizou-se o programa computacional QUANTRAIZ, desenvolvido no
setor de Geoprocessamento do Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Vigosa. Esse software analisa imagens que sdo obtidas
por meio da digitalizacdo das raizes que foram dispostas criteriosamente sobre
uma lamina de vidro. Foi utilizado foi um scanner HP 4C acoplado a um PC e a
resolucdo das imagens utilizada foi de 300 dpi. Os resultados obtidos foram
gerados em planilha padriao Excel, onde foram tabulados.

Ap6s a digitalizacdo, as raizes foram secas em estufa de circulagcdo
forcada de ar a 60°C, durante 72 horas, para determinacdo da massa seca total.

Os dados obtidos foram analisados por meio do procedimento Box Plot

(Bussab & Morettin, 1987).

46



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Variaveis analisadas apés o enraizamento das estacas em
casa de vegetacao

6.1.1 Porcentagem de estacas enraizadas e calejadas aos 45
dias

Nao houve enraizamento até os 45 dias para nenhum tratamento. Os
resultados da andlise do desvio (ANODEV) para a porcentagem de estacas
calejadas ao 45 dias sdo apresentados na Tabela 1A.

Para a porcentagem de estacadas calejadas, a ANODEYV revelou diferenca
significativa para o fator principal AIB e para a interacdo sacarose x AIB e
aquecimento basal x sacarose x AIB para as duas cultivares. Para a ‘Rubi’, a

interacdo aquecimento basal x AIB também foi significativa.

"Acaia’

Os tratamentos (Aq=0 e Sac=0) e (Ag=1 e Sac=0) apresentaram as
maiores porcentagens de estacas calejadas com 78,7% (5986 mg.L™") e 75,2%
(7932 mg.L'"), respectivamente (Figura 1). Os tratamentos Aq=0 e Sac=0 foram
apenas 4,6% superiores ao segundo melhor resultado, mostrando, portanto,
desempenho semelhante.

Os tratamentos (Aq=0 e Sac=1) e (Ag=1 e Sac=1) apresentaram as
menores porcentagens de estacas calejadas, com 65,9% (8126 mg.L™") e 41,8%
(7025 mg.L™"), respectivamente.

Pode-se observar que para todos os tratamentos as porcentagens de
calejamento na auséncia de AIB foram muito baixas, menores que 7%. A
presenga de AIB proporcionou, portanto, um efeito positivo sobre o calejamento,

com um minimo de 41,8% e o maximo de 78,7%.
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‘Rubi’

A cultivar Rubi apresentou valores bem menores para o calejamento.
Apenas para os tratamentos Aq=1 e Sac=0 esse valor excedeu 50%,
apresentando 61,7% de calejamento na concentracdo médxima estudada, 10.000
mg.L"'. Nos tratamentos Ag=le Sac=1, essa porcentagem foi de 34,4% na
concentracio 7.842 mg.L"'. Nos tratamentos em que as estacas nio tiveram
aquecimento basal, as porcentagens méaximas de calejamento ficaram abaixo de
20%. Para os tratamentos Aq=0 e Sac=0 ocorreu a porcentagem mdaxima de
calejamento de 15,6% (7128 mg.L™") e para os tratamentos Agq=0 e Sac=1
apresentaram uma porcentagem maxima de calejamento de 13,7%(4.528 mg.L™)
(Figura 2).

Analisando-se o comportamento das estacas de ‘Acaid’ e ‘Rubi’, verifica-
se que a sacarose nio apresentou efeito positivo na porcentagem de calejamento
nas estacas de cafeeiro.

Para a cultivar Acaid, o aquecimento basal ndo teve influéncia na
porcentagem de estacas calejadas e para a cultivar Rubi, mostrou-se efetivo para
aumentar a formacdo de calos. O mesmo resultado foi encontrado por Nelson &
Tukey (1956) e Ashiru & Carlson (1968) para estacas de macieira.

O AIB mostrou-se benéfico, induzindo maior calejamento nas estacas das
duas cultivares. Reand (1940) observou intensa formacdo de calos em estacas de
cafeeiro, tratadas com auxinas, comparadas com outras sem o tratamento. Esse

fato foi confirmado por Ono et al. (1992), em estacas de cafeeiro ‘Mundo Novo’.
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Porcentagem de estacas calejadas
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FIGURA 1 Porcentagem de estacas calejadas, aos 45 dias, de cafeeiro
‘Acaid’, em funcdo das concentracdes de AIB, do
aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de sacarose
na fase de enraizamento de estacas. UFLA, Lavras, MG,

2003.

50

0.35
04
0.85
08
0.75
07
0.65
0e
0.55
0&
0.45
04
0.35
03
0.25
02
015
0
0.053

Porcentagem de estacas calejadas

Aq=0
Sac=0
4+Aq=0
q:
© Sac=0
o Ag=l

Sac=1

ATE (gramas/litro)
_ - 2 _ . 2
Yo @ BTHOTIOX-00S12X?) ] | p(~42875:0.1299X-0.0512X") )

—7,4467+1,5886 X 0,1 1252 —7,4467+1,5886 X 0,1 1252
Y=¢' " /(1 + e )

—2,9193+0,1087 X +0,023 1x? —2,9193+0,1087 X +0,023 1x?
y=e' Y /1 + e )

—2,99584—0,5991)(—0,()382X2 —2,9958+0,5991X—0,0382X2
y=e' VI(1+ €' D)

FIGURA 2 Porcentagem de estacas calejadas, aos 45 dias, de cafeeiro

‘Rubi” em funcdo das concentragdes de AIB, do
aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de sacarose,
na fase de enraizamento de estacas. UFLA, Lavras, MG,
2003.



6.1.2 Porcentagem de estacas enraizadas

6.1.2.1 Porcentagem de estacas enraizadas aos 90 dias

Os resultados obtidos pela andlise do desvio para a porcentagem
observada de enraizamento aos 90 dias sdo mostrados na Tabela 2A. Pode-se
verificar que os efeitos principais: aquecimento basal, AIB e as interagdes
aquecimento basal x AIB e aquecimento basal x AIB e aquecimento basal x
sacarose x AIB foram significativos para as duas cultivares. Observou-se ainda a

interagdo significativa sacarose x AIB na cultivar Acaid.

"Acaia’

Para a cultivar Acaid o desdobramento da interacdo aquecimento basal x
sacarose x AIB teve efeito quadratico para todas as situagcdes.

Nos tratamentos Aq=0 e Sac=1 a porcentagem méxima de enraizamento
observada foi 85,4% (10.000 mg.L‘l) e nos tratamentos Aq=0 e Sac=0 de 84,5%
(4.963 mg.L'™"). Na auséncia de AIB, as porcentagens de enraizamento destes
tratamentos foram de 62% e 60%, respectivamente (Figura 3). O uso de AIB
proporcionou ganhos de 37,7% para os tratamentos Aq=0 e Sac=1 e de 40,8%
para os tratamentos Aq=0 e Sac=0.

Os tratamentos que proporcionaram menores porcentagens de
enraizamento foram (Ag=1 e Sac=1) com 53,5% (10.000 mg.L’l) e oS
tratamentos (Agq=1 e Sac=0) com 61,5% (8.149 mg.L'l). Pode observar-se que
para os tratamentos (Aq=1 e Sac=1) e (Aq=1 e Sac=0), na auséncia de AIB, as

porcentagens de estacas enraizadas foram menores que 6%.

‘Rubi’
Para a cultivar Rubi, o desdobramento da interacdo aquecimento basal x

sacarose x AIB também teve efeito quadratico para as 4 situacdes (Figura 4).
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FIGURA 3 Porcentagem de estacas enraizadas, aos 90 dias, de
cafeeiro ‘Acaid’ em func¢do das concentracdes de AIB,
do aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de
sacarose na fase de enraizamento de estacas. UFLA,

Lavras, MG, 2003.
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Pode observar-se que as maiores porcentagens de enraizamento foram
de 74,2% para Aq=1 e Sac=0 na concentragdo mdxima de AIB estudada (10.000
mg.L") e de 63,4% na concentracio de 6.921 mg.L" para os tratamentos Agq=0 e
Sac=0. Para essas duas situacdes as porcentagens iniciais de enraizamento foram
de aproximadamente 5% e de 40% na auséncia do AIB, mostrando assim um
aumento no enraizamento na ordem de 1.380% e de 57,5%, respectivamente. Na
concentra¢do maxima, os tratamentos Aq=1 e Sac=0 foram 17,8% superiores ao

segundo melhor resultado Aq=0 e Sac=0.

6.1.2.2 Porcentagem total de estacas enraizadas

Conforme a andlise do desvio para a varidvel porcentagem de
enraizamento total aos 180 dias, pode-se verificar que apenas o fator principal
AIB foi significativo para as duas cultivares. Para a ‘Acaid’, além deste, foi
significativo o fator aquecimento basal e a interacdo aquecimento basal x
sacarose X AIB. Para a cultivar Rubi, além do fator AIB, o fator sacarose foi

significativo (Tabela 3A).

‘Acaid’

As porcentagens observadas de estacas enraizadas total, aos 180 dias,
para os tratamentos (Ag=0 e Sac=0) e (Aq=0 e Sac=1) foram iguais as
observadas no enraizamento aos 90 dias. Em suas curvas ajustadas, esses
tratamentos apresentaram praticamente os mesmos valores, continuando como
as maiores porcentagens de enraizamento total com 84% (4.560 mg.L™") e 86%
(9.550 mg.L™"), respectivamente. Para as estacas sem o uso de AIB, as
porcentagens foram de 71% e de 62,8%, respectivamente. As diferencas nas
porcentagens de enraizamento, entre as concentracdes de mdxima resposta e na
auséncia de AIB, foram de 37% para Aq=0 e Sac=1 e de 18,3% para Aq=0 e
Sac=0.
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Os tratamentos (Aq=1 e Sac=0) e (Ag=1 e Sac=1) apresentaram como
porcentagens maximas de enraizamento 81% (6.460 mg.L™") e 75% (9.460
mg.L"), respectivamente (Figura 5). Quando observa-se a porcentagem total de
enraizamento nessas duas situacdes, verifica-se que as curvas descrevem um
aumento menos pronunciado que das curvas para porcentagem de enraizamento

aos 90 dias.

‘Rubf’

Para a cultivar Rubi, os tratamentos que apresentaram os melhores
desempenhos foram (Agq=1 e Sac=0) e (Aq=0 e Sac=0) com porcentagens de
enraizamento total 83% (10.000 mg.L’l) e 68% (5.974 mg.L’l), respectivamente
(Figura 6 ). Para esses tratamentos, aS porcentagens de enraizamento na
auséncia de AIB foram de 28% e 49%, representando um acréscimo de 196,42%
e de 38,77% nas melhores concentracdes de AIB. Os tratamentos Aq=1 e Sac=0
responderam melhor as maiores concentracdes de AIB, sendo 22% superior ao
segundo melhor tratamento na concentragdo méaxima estudada.

Os tratamentos que tiveram pior desempenho foram (Agq=0 e Sac=1) e
(Aq=1 e Sac=1) com porcentagens de enraizamento 52% (6.024 mg.L") e de
64% (7.026 mg.L™"), respectivamente.

Para a cultivar Acaid, a sacarose ndo teve efeito para a porcentagem de
enraizamento. Observa-se que os melhores tratamentos sdo (Aq=0 e Sac=1) e
(Ag=0 e Sac=0) e apresentaram praticamente as mesmas porcentagens de
enraizamento, aos 90 e 180 dias, nos pontos de maxima resposta, diferindo
apenas em 2,4%. Coelho et al. (2000) verificaram que a presenca de sacarose
ndo foi efetiva para a porcentagem de estacas enraizadas e para nimero médio
de raizes por estacas em goiabeira (Psidium guayava L.) ‘Paluma’. Resultados
semelhantes foram obtidos por Alves (1991), em estacas de aceroleira e Chalfun

et al. (1992), em estacas do porta-enxertos de videira ‘RR 101-14".
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Porcentagem total de estacas enraizadas
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FIGURA 5 Porcentagem total, aos 180 dias, de estacas enraizadas
de cafeeiro ‘Acaid’ em funcdo das concentracdes de
AIB, do aquecimento basal e do fornecimento exégeno
de sacarose na fase de enraizamento de estacas.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 6 Porcentagem total, aos 180 dias, de estacas enraizadas de
cafeeiro ‘Rubi’ em func¢do das concentragdes de AIB, do
aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de
sacarose na fase de enraizamento de estacas. UFLA,
Lavras, MG, 2003.



Para os tratamentos (Agq=1 e Sac=1) e (Aq=0 e Sac=1) que apresentaram
os piores resultados para a cultivar Rubi, as porcentagens de enraizamento aos
90 dias ndo chegaram a 50% e no enraizamento total o melhor deles atingiu
pouco mais de 68%. Esses resultados denotam que a sacarose teve um efeito
negativo para a porcentagem de enraizamento para a cultivar Rubi. Gontijo et al.
(2002a) constataram a superioridade na porcentagem de estacas de
‘Maracujazeiro-doce’ (Passiflora edulis) para estacas que ndo receberam
sacarose exdgena. Entretanto, a interacdo positiva de auxina exdgena com
sacarose tem sido observadA no enraizamento de estacas de “mung bean”
(Jarvins, 1986; Koukourikou-Petridou & Porlings, 1997), outras leguminosas
(Loach & Whalley, 1978), de roseira (Farina & Verruggio, 1985), de oliveira
(Del Rio et al. 1988) e de figueira (Pio, 2002).

As células da superficie cortada das estacas precisam transportar dgua,
absorvendo-a do substrato para suprir a necessidade requerida para a maioria das
reacOes quimicas da estaca. O uso da dgua da estaca deve ser direcionado para a
formacdo de novas raizes. Virskov & FEriksen (1982) sugerem como uma
possivel causa para o menor enraizamento de estacas com suprimento exdgeno
de sacarose a alteracdo do potencial osmético exercendo forte influéncia sobre o
balango hidrico das estacas.

Para a cultivar Acaid nos tratamentos (Aq=1 e Sac=0) e (Aq=0 e Sac=1),
houve, em média um aumento na porcentagem de enraizamento de 35,94% dos
90 para os 180 dias, chegando a valores préximos aos dos melhores tratamentos.

Pode-se verificar que as porcentagens de enraizamento méiximas nao
apresentam grandes diferencas, sendo uma variacdo de apenas 13,9% entre o
pior e o melhor tratamento.

Assim, para essa cultivar, o aquecimento basal ndo aumentou a

porcentagem de estacas enraizadas, constatando-se sim um efeito negativo, fato
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evidenciado no enraizamento até os 90 dias, quando os piores tratamentos foram
com aquecimento basal.

O aquecimento basal ndo apresentou efeito para as porcentagens de
enraizamento total da ‘Rubi’, como pode ser observado nos dois melhores
tratamentos (Ag=1 e Sac=0) e (Agq=0 e Sac=0). O melhor tratamento Ag=1 e
Sac=0 na concentracio 5.974 mg.L", ponto de méximo do tratamento Aq=0 e
Sac=0, apresentou uma porcentagem de enraizamento de 71,4%, sendo esse
valor superior em apenas 5% aqueles alcancados nesta concentragdo pelos
tratamentos Aq=0 e Sac=0. Nos pontos de mdxima resposta para os dois
tratamentos, para enraizamento aos 90 e 180 dias, o aquecimento basal
acrescentou, em média, 6,25% na porcentagem de enraizamento entre 0s
melhores tratamentos sem e com aquecimento basal.

Ashiru & Carson (1968) observaram que o aquecimento basal em porta
enxertos de macieira, East Malling II, induziram ao calejamento mas nio o
enraizamento. Prat et al. (1998) relatam que o aquecimento basal ndo teve efeito
no enraizamento de estacas de clones de jojoba (Simnondsia chinensis (Link)
Schneider) de ficil enraizamento. Alegre et al. (1998) verificaram que estacas de
Dorycnium  hirsutum tiveram maiores porcentagens de enraizamento em
temperaturas mais baixas.

Essas observacdes divergem de outras publicagdes que recomendam o
aquecimento do substrato para alcangar altas porcentagens de enraizamento,
rdpido enraizamento e o maior nimero de raiz por estaca (Carlson, 1966;
Howard & Garner, 1965; Howard, 1968; 1978, 1980; Fuji & Nakano, 1974;
Valle & Caldeira, 1981; Whalley & Loach, 1981; Albarazi & Schwabe, 1982;
Kelly & Moser, 1983; Prasad & Rabbani, 1988; Lebrun et al. 1988; Prat et al.
1998; Oliveira, 2001).
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Carpenter & Cornell (1992) afirmam que a maioria dos beneficios
efetuados pelo aquecimento basal pode ser obtida pela aplicacio da
concentragdo 6tima de auxinas.

Para as duas cultivares estudadas, os resultados mostram que o AIB
favoreceu o enraizamento das estacas de cafeeiro, embora as estacas na auséncia
de AIB também tenham manifestado capacidade rizogénica, confirmando que o
enraizamento depende do balanco entre auxinas aplicadas e ou naturais
existentes na estaca, que atuam a nivel celular (Tizio et al., 1963; Janick, 1966 e
Hartman et al., 1997). O enraizamento esta ainda condicionado a existéncia de
determinadas relacdes entre as concentragdes de auxinas e cofatores naturais e
adicionais. Neste estudo, as concentra¢des de maiores respostas para as duas
cultivares ficaram entre 4.963 mg.L"' e 1.0000 mg.L"'. Resultados semelhantes
foram encontrados por Nachtigal et al. (1999), utilizando AIB em estacas de
umezeiro (Prunus mume Sieb & Zucc.). Esses autores obtiveram porcentagem
de enraizamento 300% maior que na testemunha.

Scarpare Filho et al. (1999) verificaram que o melhor resultado de
enraizamento foi obtido com 8.000 mg.L'1 (37,98%) de 3,24 vezes superior a
porcentagem atingida na concentracio de 100 mg.L' (8,96%) em estacas
herbéceas de jabuticabeira ‘Sabara’ (Myrciaria jabuticaba (Vell) Berg.).

Em estacas apicais de caramboleira (Averrhoa carambola L.) coletadas
no verao, Bastos, (2002) observou que as concentragdes que promoveram maior
taxa de enraizamento foram as de 5.000 mg.L" e de 7.000 mg.L". Em oliveira,
Gautam & Chauhan (1990) relatam que melhores resultados de enraizamento
foram obtidos em estacas tratadas com 5.000 mg.L"' de AIB.

O efeito benéfico do AIB no enraizamento de estacas, focalizando em
especial altas concentracdes (1.000 mg.L'a 10.000 mg.L™), j4 foi relatado por
varios autores (Miranda et al., 2000; Tonietto et al., 2001; Dutra et al., 1999;
Biasi et al., 2000; Dutra et al., 2002; Rufato et al., 2000; Mayer et al., 2001).
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Para estacas de Coffea arabica ‘Bourbom Amarelo’ foi encontrado, na
literatura, apenas um estudo com altas concentragdes de AIB. Martins (1985),
utilizando estacas tratadas com concentracdes de 0, 300, 1.000, 3.000 e 10.000
mg.L"', constatou que a porcentagem de estacas enraizadas nio foi afetada pelas
diferentes concentracdes de AIB utilizadas.

As porcentagens de enraizamento obtidas neste estudo ficaram préximas
as conseguidas por outros autores. Bergo (1997) obteve uma porcentagem de
enraizamento aos 180 dias, com imersdo em AIB (400 mg.L™") por trés horas,
para a ‘Acaid’ de 92,9% e de 62,6% para a ‘Catuai’. Na auséncia do regulador,
os valores observados foram de 74% e de 44,3% respectivamente. O uso do AIB
aumentou em 25,54% a porcentagem de estacas enraizadas da ‘Acaid’e de 41%
a da ‘Catuaf’. Pereira (2000), para a ‘Mundo Novo’, conseguiu uma
porcentagem de enraizamento de 62% sem o uso de AIB. Em outro estudo do
autor, esse valor subiu para 85% de enraizamento com a aplicagdo de ANA na
concentracio de 665 mg.L”, independentemente do tempo de imersio na
solucdo do regulador.

Ono et al. (1992) relataram que o AIB foi efetivo para o enraizamento
(56,25%) e na auséncia deste, ndo houve enraizamento de estacas da cultivar
‘Mundo Novo’.

Como j4 relatado, as estacas de Coffea arabica, na auséncia do AIB,
também manifestam capacidade rizogénica, fato que tem levado alguns autores a
afirmarem que elas ndo necessitam de auxina exdgena. Geralmente, as
porcentagens de enraizamento alcangadas sdo menores: 68% para a ‘Mundo
Novo’ (Rezende, 1996) e 54% para ‘Acaid’ e ‘Mundo Novo’ (Pereira, 2000).
Alguns trabalhos, no entanto, relatam porcentagens superiores a 80% de
enraizamento sem utilizacdo de AIB (Arcila-Pulgarin & Valencia-Aristizabal,

1976 e Pereira, 2000).
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As diferencas no potencial de enraizamento entre variedades e/ou
cultivares da mesma espécie sdo relatadas por diversos autores, entre eles Piveta
(1990); Prat et al. (1998); Rufato & Kersten (2000); Dutra, Kersten et al. (2002);
Tofanelli et al. (2002) e Andrade & Martins (2003). Para Coffea arabica, Bergo
(1997) afirma que, com base em seus dados, nos de Leite & Mendes (1995) e
nos de Rezende (1996), ha uma tendéncia das estacas provenientes de ‘Mundo
Novo’ exibirem maior enraizamento que as de outras cultivares. Entretanto,
Pereira (2000) obteve porcentagens elevadas de enraizamento para a cultivar
Catuai (88%) e Icatu (73%).

Em geral, neste estudo, a ‘Rubi’ apresentou porcentagens de
enraizamento um pouco menores que as observadas para o ‘Acaid’ embora para
os tratamentos Aq=1e Sac=1, tenha atingido 74,4% aos 90 dias e 83% aos 180

dias.

6.2 Variaveis analisadas apos a formacao das mudas

Os melhores tratamentos utilizados possibilitaram a formacdo de mudas
em porcentagens aceitdveis para o uso comercial e com o padrio exigido pelo
IMA (Anexo II Portaria N° 388/00, de 22/05/2000) no prazo de seis meses apés
0 estaqueamento.

Para as varidveis da cultivar Rubi, os dados apresentados nas Figuras
correspondentes a essa cultivar foram transformados para log (x+1). Assim, nos
resultados sdo apresentados os valores transformados e entre parénteses o

ndmero natural equivalente a cada valor.

6.2.1 Numero de mudas formadas a partir das estacas
enraizadas aos 90 dias

Os resultados da anélise de variancia do nimero de mudas formadas sdo

mostrados na Tabela 4A. Pode-se notar que os efeitos principais, bem como as
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interagdes, foram significativos com exce¢do da interagdo aquecimento basal x
sacarose, para a cultivar Rubi. Para essa varidvel a porcentagem utilizada é

equivalente ao dado observado apresentados nas figuras.

‘Acaid’

No desdobramento da interagdo aquecimento basal x sacarose x AIB,
observa-se efeito quadrdtico para todas as situagdes. Observa-se que o niimero
de mudas formadas aumenta até uma concentragdo de maxima resposta e reduz a
seguir (Figura 7). Nos tratamentos nos quais as estacas nio foram submetidas ao
aquecimento basal os indices de formag¢do de mudas foram de 73,1% (9.419
mg.L"' de AIB) e de 82,2% (4.807 mg.L"' de AIB) para os tratamentos Aq=0 e
Sac=1 e para os tratamentos Aq=0 e Sac=0. Na auséncia do AIB, para as duas
situacdes, a formagdo de mudas teve um indice de aproximadamente 50%.

Os tratamentos que proporcionaram menores porcentagens de formacdo
de mudas, 39% e 58%, foram (Aq=1 e Sac=1) e os (Agq=1 e Sac=0),
respectivamente, na concentracio mdxima estudada de 10.000 mg.L" de AIB.
Assim como foi observado para a porcentagem de estacas enraizadas aos 90
dias, na auséncia de AIB, esses tratamentos apresentaram apenas 5% de mudas

formadas.

‘Rubi’

Para a cultivar Rubi, o desdobramento da interacdo aquecimento basal x
sacarose x AIB também teve efeito quadritico para as quatro situacdes
(Figura 8).

Os tratamentos que apresentaram melhores resultados com 61,5% (0,854
(6,15 mudas)), na concentragdo maxima de AIB estudada, foram os tratamentos
Aq=1 e Sac=0 e 56% (0,82 (5,6 mudas)) na concentracio de 8.393 mg.L" para

os tratamentos Aq=0 e Sac=0. No caso do tratamentos Aq=0 e Sac=0, ¢
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FIGURA 7 Numero médio de mudas formadas de cafeeiro

‘Acaid’ em funcdo das concentracdes de AIB, do
aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de
sacarose na fase de enraizamento de estacas.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Niunero mudas formadas
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FIGURA 8 Numero médio de mudas formadas de cafeeiro
‘Rubi’ em funcdo das concentragcdes de AIB, do
aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de
sacarose na fase de enraizamento de estacas.
UFLA, Lavras, MG, 2003.



importante ressaltar que a equacdo de ajuste € pouca explicativa, dado o baixo
valor do R2=0,284, pois, nestes tratamentos Aq=0 e Sac=0, obtlveram-se nas
dosagens de 6.000 mg.L" e 10.000 mg.L", porcentagens observadas de 65%,
isto €, 16% a mais que o maximo de 61,5% dos tratamentos Aq=1 e Sac=0.

Nos tratamentos Aq=0 e Sac=1, a formac¢do de mudas foi de 43,7%
(0,73 (4,37 mudas)) e de 30,7% (0,61 (3,07 mudas)) para os tratamentos Aq=1 e
Sac=1.

Como para a ‘Acaid’, pode-se observar, para os tratamentos Aq=1 e
Sac=1 e para os tratamentos Aq=1 e Sac=0, que um nimero baixo de mudas
foram formadas nas menores concentracdes de AIB. Nestas situagdes, na
auséncia de AIB, ndo se observou a formagao de mudas.

Comparando-se as Figuras 3 com a 7 e 4 com a 8, observa-se que o
comportamento da varidvel porcentagem de mudas formadas foi semelhante ao
da porcentagem de estacas enraizadas aos 90 dias. Isso era esperado porque as
mudas formadas sdo oriundas dessas estacas e houve alta porcentagem de
sobrevivéncia apds o transplante para todos os tratamentos, como pode ser
observado na Tabela 1. Essa porcentagem chegou a 97,27% de mudas em
relacdo a porcentagem de estacas enraizadas aos 90 dias para os tratamentos
Ag=0 e Sac=0 na cultivar Acaid. Resultado semelhante foi encontrado por Dutra
(1995) e Berhe & Negash (1998) que tiveram sucesso no estabelecimento de
80% ou mais das estacas enraizadas de pessegueiro (Prunus persica) e de
Juniperus procera Hochst. Ex Endl, respectivamente.

Esses resultados diferem dos de Walley & Loach (1981), que
conseguiram pouco mais de 50% de estabelecimento de estacas enraizadas de
Acer saccharinum e Laburnum x vossi nos melhores tratamentos.

A maior dificuldade no estabelecimento de estacas com raizes
externamente visiveis no viveiro pode ocorrer porque essas raizes esgotam as

reservas das estacas, que ainda ndo estdo fotossintetizando suficientemente ou
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porque sejam ainda funcionalmente ineficientes ou porque nio se recuperaram
das injurias causadas durante o transplantio. Segundo Larson (1980), esse
estresse causa muitos problemas fisiolégicos ou até mesmo a morte da planta. A
chave para a sobrevivéncia e crescimento apds o transplantio pode ser o rapido
reestabelecimento da absorcdo pelo sistema radicular (Perkins & Kling, 1987).
Tomando como base as porcentagens das estacas enraizadas aos 90 dias,
no ponto de maxima resposta dos tratamentos e suas respectivas porcentagens de
mudas formadas, pode-se estimar a porcentagem de mudas formadas total

(Tabela 1).

TABELA 1 Porcentagem de estacas enraizadas aos 90 dias, de mudas
formadas, de pegamento, de enraizamento total e
porcentagem estimada de mudas formadas para as
concentracOes de maxima resposta ao AIB. UFLA, Lavras,

MG, 2003.
Tratamentos % Estacas % Mudas % % Enraizamento % Mudas
enraizadas formadas pegamento total formadas
‘Acaia’ AQ=0 e SAC=0 84,5 82,2 97,3 84,0 82,2
AQ=0 e SAC=1 85,5 73,1 85,6 86,0 73,1
AQ=1e SAC=0 61,4 58,0 94,3 81,0 76,4
AQ=1e SAC=1 53,5 39,0 72,9 75,0 54,7
‘Rubi” AQ=0 e SAC=0 63,4 56,0 88,3 68,0 60,1
AQ=0 e SAC=1 48,9 43,7 89,4 83,0 52,4
AQ=1e SAC=0 74,2 62,0 83,6 52,0 69,4
AQ=1 e SAC=1 37,5 30,7 81,9 64,0 46,5

As andlises entre os desvios da porcentagem de estacas calejadas e
porcentagem de estacas enraizadas total ndo evidenciaram correlagdes entre
essas duas varidveis. Ao observar as Figuras 9 e 10, pode-se visualizar esse fato.
A cultivar Rubi teve um calejamento baixo em relacdo a porcentagem de
enraizamento na maioria das situagdes e, para a ‘Acaid’, mesmo tendo uma
porcentagem maior de calejamento, o enraizamento total também foi superior ao

calejamento. Para os tratamentos Aq=1 e Sac=1 esse resultado foi bem evidente.
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Isso contraria observacdes de que, ap6és a formacdo do calo, as células
diferenciam-se e surgem raizes (Ferri, 1979; Shimoya & Gomide, 1969).

Mayer et al. (2001) afirmam que em fun¢do da elevada porcentagem de
enraizamento (91,88%) observada nos tratamentos com AIB em estacas de
umezeiro (Prunus mume Sieb & Zucc.), a porcentagem de calos foi muito baixa
(0,63%).

Carrera & Garcia (1977), citados por Silva (1985), afirmam que o calo é
uma formagdo regenerativa que ocorre, principalmente, pelo estimulo da
atividade cambial. Tanto para esses autores como para Hartmann et al. (1997) a
formacgdo de calo e de raizes sdo processos fisioldgicos independentes para a
maioria das plantas. A ocorréncia simultinea € porque As condi¢des interna e
ambientais sdo semelhantes para os dois processos. Assim, as estacas, quando
colocadas em condicdes favordveis ao enraizamento, podem desenvolver na
extremidade basal o calo.

Ono et al. (1992) observaram que os calos formados sobre as estacas de
Coffea arabica nao se diferenciaram em raizes, pois 0s tratamentos com maiores
porcentagens de calejamento foram os que alcangaram menores porcentagens de
enraizamento.

As observacdes neste trabalho concordam com os relatos anteriores,
apesar da observacdo de Fadelli & Sera (2001) de que apenas o calejamento, em
leito de enraizamento, ndo € suficiente para a formacdo de mudas de café por
meio de estaquia.

A cultivar Acaid apresentou para os tratamentos (Aq=0 e Sac=0) e
(Ag=0 e Sac=1) as mesmas porcentagens de enraizamento aos 90 dias e total aos
180 dias. Isto mostra que a porcentagem total de enraizamento ocorreu aos 90

dias.
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FIGURA 9 Comparagdes entre as porcentagens de estacas calejadas enraizadas
aos 90 dias e 180 dias de mudas formadas e porcentagens de estacas
vivas ao final do estudo para ‘Acaid’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

66




Porcentagem
o _eo_o_o
ohelefes
R oRe Sod
»
™
-
EY
©
Porcentagem
o o _o
OREnE Ro
o LBe Hm
B >
Y

ATB (gramas/litro) ATE (gramaslitro)

AQ=0; SAC=0 AQ=0; SAC=1

T
r

Porcentagem
s o = _=_=
chefefcneSe
et e e ha e
i >
~
-
=
@
Porcentagem
o o =5 o o
Lo RoREno o
mReHadaRLdn
W |
Y

ATR {gramas/litra) ATB {gramas/litro)

AQ=1; SAC=0 AQ=1; SAC=1

Porcentagem de estacas calejadas

Porcentagem de estacas enraizadas aos 90 dias

Porcentagem total de estacas enraizadas

=== | Porcentagem de estacas vivas

=== | Porcentagem de mudas formadas

FIGURA 10 Comparagdes entre as porcentagens de estacas calejadas enraizadas
aos 90 dias e 180 dias de mudas formadas e porcentagens de
estacas vivas ao final do estudo para ‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG,
2003.

A porcentagem de enraizamento aos 180 dias foi maior que aos 90 dias,

para todos os tratamentos da cultivar Rubi, principalmente para os tratamentos

com aquecimento basal (Agq=1).
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As estacas submetidas ao aquecimento basal foram as que mais
enraizaram ap6s 90 dias (Figura 9 e Figura 10). Esse fato pode estar relacionado
a grande mobilizacdo de carboidratos durante a exposicdo ao aquecimento basal
(Whalley & Loach, 1981; Cheffins & Howard, 1982a e 1982b). As estacas de
Coffea arabica podem nao ter tido a quantidade de carboidratos necesséria para
atender a essa demanda. Durante o periodo de enraizamento, as estacas
receberam adubacdes foliares periddicas, apesar de se ter conhecimento que a
absor¢do seria reduzida, dada a idade das folhas remanescentes na estaca.
Depois do periodo de 90 dias, quando as brotagdes comecaram a se desenvolver,
a absorcdo de nutrientes e o processo fotossintético passaram a ser mais
eficientes e as estacas passaram a suprir a demanda necessédria de carboidratos
para o enraizamento. Pode-se observar, mais uma vez, que o fornecimento
exdgeno de sacarose ndo foi efetivo como fornecimento de carboidratos para o
enraizamento.

Outro motivo para esse enraizamento posterior pode ter sido a ndo
satisfacdo da grande necessidade de 4gua pelos leitos aquecidos (Whalley &
Loach, 1981). Neste trabalho, a quantidade de dgua foi a mesma para os dois
leitos, com e sem aquecimento e ainda observou-se que o leito aquecido perdia
dgua por infiltracdo da laje de contencdo. Essa perda foi minimizada com o
fechamento dos drenos apds os 90 dias.

Em geral, o crescimento da parte aérea € dependente do crescimento de
raizes. Assim, pode-se observar que as mudas oriundas do aquecimento basal
apresentaram pesos de matéria seca das raizes de até 0,86 gramas e da parte
aérea 1,7 grama. Esses valores estdo bem acima dos relatados pelos autores que
trabalharam com Coffea arabica citados neste estudo, embora essa comparacio
ndo seja muito apropriada, uma vez que, na maioria deles, ndo fica evidenciado
se houve formagdo de mudas. Em geral, a maioria dos trabalhos realizados com

estaquia é sobre a resposta ao enraizamento propriamente, mas dados avaliando
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o subseqiiente crescimento e sobrevivéncia das estacas sob condi¢des de viveiro
€ campo sA0 poucos.

A porcentagem de enraizamento poderia ter sido bem maior, caso nio
tivesse ocorrido morte das estacas por doenga causada por fungos. O resumo da
andlise do desvio para porcentagem de estacas vivas é apresentado na Tabela
5A. Principalmente nos tratamentos sem inducdo por aquecimento basal, pode-
se observar, nas Figuras 9 e 10 que acima da concentragio de 4.000 mg.L"
praticamente todas as estacas vivas enraizaram. Se apenas essas estacas fossem
consideradas para calcular a porcentagem de enraizamento, esta teria sido bem
maior.

Alguns autores associam a porcentagem de sobrevivéncia das estacas
com o uso do AIB. O AIB levando a um enraizamento mais rdpido mantém o
status hidrico da estaca e impede a desidratacdo dos tecidos (Scarpare Filho et
al., 1999). Outros autores ainda citam que as aplicagdes exdgenas de auxinas
podem retardar a senescéncia dos tecidos (Arteca, 1996).

Bergo (1997) verificou que a porcentagem de estacas vivas com a
aplicacdo de AIB na concentracio de 400 mg.L" por 3 horas, foi maior para
‘Acaid’e ‘Catuai’. Em estacas de pessegueiro ‘Coral’, ‘Ouro’ e da nectarineira
‘Sun Red’, Biasi et al. (2000) relatam que o aumento da concentraciao de AIB foi
acompanhado da diminui¢do da porcentagem de estacas mortas.

Faria & Sacramento (2003) constataram que o uso do AIB aumentou a
sobrevivéncia de estacas de cacaueiro dos clones TSH 516 TSH 1188 e ndo teve
influéncia sobre o do clone CEPEC 42.

Outros autores associam o uso do AIB ao aumento da mortalidade das
estacas, como Pereira (2000) e Martins (1985), que observaram que, a medida
que aumentaram a concentracdo de AIB, ocorreu menor sobrevivéncia das

estacas de Coffea arabica.
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Alguns autores relatam ainda que ndo encontram associagdo entre o
regulador e a sobrevivéncia das estacas, como por exemplo, Andrade & Martins
(2003). Em estacas de citros, esses autores observaram que a maioria da
porcentagem de sobrevivéncia foi para a testemunha (81,80%) embora nio tenha
diferido das estacas tratadas com 400 mg.L'1 (71,08%).

Howard (1968) observou a ocorréncia de apodrecimento de estacas de
macieira e que esse foi maior nos tratamentos com altas concentragdes de AIB.
O autor, no entanto, afirma que o tratamento com auxina pode predispor a estaca
ao apodrecimento, mas ndo € a causa dos danos.

A morte das estacas, neste estudo, foi causada por fungos identificados
como Fusarium spp e Colletrotrichum spp. O tratamento profildtico nao foi
efetivo para o controle. A partir da identifica¢do destes patégenos, um controle
especifico foi iniciado. Ocorréncia semelhante foi encontrada por Ferreira &
Cereda (1999) e Ramirez et al. (1999), que relatam mortes de estacas associadas
a podriddo por microorganismos. Os dultimos autores relataram que as
porcentagens de morte em seus estudos em estacas de goiabeira (Psidium
guajava L.) flutuaram entre 70% e 98%.

Graca (1990) observou o crescimento de Colletotrichum gloesporioides
e bactérias a ponto de comprometer o enraizamento de estacas de maracujazeiro-
azedo (Passiflora edulis sinus). Também com maracujazeiro-azedo, Oliveira et
al. (2002) tiveram de 18,2% a 68% de estacas mortas pelo mesmo fungo que
causou necrose € morte das estacas. Isso é comum no enraizamento de estacas
sob nebulizacdo (“mist”). A despeito da nebulizacdo constituir uma inovagdo ao
processo de enraizamento especialmente indicado para as estacas com folhas,
porque inibe a transpiracdo e forca a estaca a conservar dgua para o processo de
formacgdo das novas raizes, ela tem o inconveniente de aumentar os problemas
com doengas. A lamina de 4dgua livre que permanece sobre as folhas é favoravel

a germinagdo de esporos ou como no caso do Fusarium spp., a constante
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lavagem do acérvulo leva a germinagdo do mesmo. Assim, € necessirio um

controle rigoroso desses contaminantes durante o enraizamento.

2.2 Numero de raizes por muda

Os resultados obtidos pela andlise de varidncia do nimero observado de
raizes formadas em mudas provenientes de estacas de café ‘Acaid’ e ‘Rubi’ sdo
mostrados na Tabela 6A. Pode-se verificar que os efeitos principais do
aquecimento basal, AIB e as interacdes aquecimento basal x AIB e sacarose x
AIB foram significativos para as duas cultivares. Observaram-se interacoes
significativas entre aquecimento basal x sacarose na cultivar Acaid e

aquecimento basal x sacarose x AIB na cultivar Rubi.

‘Acaid’

Quando as estacas foram submetidas ao aquecimento basal (Ag=1), o
nimero médio de raizes apresentou resposta crescente até a concentracdo
maxima de AIB (10.000 mg.L™"), obtendo-se 10,23 raizes. Para as estacas que
ndo tiveram a inducdo por aquecimento basal (Aq=0), ndo houve diferencas
significativas, com um ndmero médio de raizes por muda de 7,03. Pode-se
observar que o uso do aquecimento basal associado ao AIB na concentragdo de
10.000 mg.L" incrementou em 45,5% o niimero médio de raizes por muda, com
relac@o aquelas sem aquecimento basal, como pode ser observado na Figura 11.

Nas estacas que ndo receberam fornecimento exdgeno de sacarose
(Sac=0), o maior nimero médio de raizes por muda (8,35) foi obtido na
concentracio de 7.717 mg.L"' de AIB. Para as estacas que receberam esse
fornecimento (Sac=1), a resposta foi crescente até a concentracio maxima de

AIB (9,32 raizes/muda) (Figura 12).
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estacas. UFLA, Lavras, MG, 2003. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Nos tratamentos em que as estacas receberam fornecimento exégeno de
sacarose observou-se que o nimero médio de raizes foi menor para aquelas que
foram submetidas ao aquecimento basal do que para as que ndo o foram.
Aquelas que ndo receberam o fornecimento exdgeno de sacarose ndo foram
influenciadas pelo aquecimento basal quanto ao nimero médio de raizes

(Tabela 2).

TABELA 2 Nudmero médio de raizes por muda de cafeeiro ‘Acaid’, em funcio
do aquecimento basal e do fornecimento exdgeno de sacarose na
fase de enraizamento de estacas. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nuimero médio de raizes por muda

Sem sacarose Com sacarose
Sem aquecimento 6,8079 aA 7,3177 aA
Com aquecimento 7,0552 aA 5,5315bB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal e maitdscula na vertical nio
diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

‘Rubi’

Na cultivar Rubi os maiores valores de nimero médio de raizes 1,09
(11,3) raizes/muda e 1,06 (10,5) raizes/muda, foram obtidos nos tratamentos
Ag=1 e Sac=1 e nos tratamentos Aq=1 e Sac=0, respectivamente. Para se obter
esse numero maximo de raizes nos tratamentos Aq=1e Sac=0 foi necessaria uma
concentragio maior de AIB, 7.100 mg.L", comparativamente aos 6.064 mg.L"
de AIB necessdrios para os tratamentos aq =1 e Sac=1 (Figura 13).

Os tratamentos e Aq=0 e Sac=0 tiveram seus maiores nimeros de raizes
por muda na concentragdes de 6.034 rng.L'l de AIB (0,89 (6,76 raizes)) e os
tratamentos Aq=0 e Sac=1 apresentaram maiores nimeros de raizes por muda na

concentragdo de 7.581 mg.L'1 de AIB (0,92 (7,32) raizes/muda).

73



Nimero médio de raizes por muada

} t t t } } t t t } } t t t } t t t .-
2000 4000 E000 anoo 10000
ATB {mg/litro)
X (Ag=Oe Sac=0) : Y= 0,698820 + 0,000064 X — 5,265491x 10” X* R*=0,59
+ (Ag=0eSac=1) : Y= 0,561122 +0,000095 X — 6,275415x 10° X* R*=0,62
O (Ag=leSac=0) : Y= 0213678 +0,000237 X — 1,669948x 10°* X* R*=0,65
O (Ag=leSac=1) : Y= 0,171494 + 0,000304 X —2,503891x 10® X? R?*=0,74

FIGURA 13 Nimero médio de raizes por muda de cafeeiro ‘Rubi’ em funcdo
das concentragdes de AIB, aquecimento basal e do fornecimento
exoégeno de sacarose, na fase de enraizamento de estacas. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

Pode-se observar que o ntimero médio de raizes nos tratamentos Aq=0 e
Sac=0 e Aq=0 e Sac=0 sem aquecimento basal, com e sem sacarose, situou-se
em torno de 7,0 raizes/muda, ou seja, 54,7% menor que os nimeros médios de
raizes obtidos nos tratamentos Aq=1 e Sac=0 e Agq=1 e Sac=1 que, em média,

foi de 10,89 raizes/muda. Pode-se ainda observar que as curvas ajustadas para as
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estacas sem aquecimento descrevem uma trajetéria com menores variacdes entre
as concentracdes do que as curvas ajustadas para as estacas com aquecimento
basal, nas quais verifica-se um aumento maior do niimero raizes em fungdo das
concentracdes de AIB.

A presenca de sacarose diminuiu o nimero de raizes para a ‘Acaid’ e
ndo teve efeito para a ‘Rubi’. Coelho et al. (2001) também ndo encontraram
efeito significativo da sacarose no niimero de raizes por estaca e Gontijo et al.
(2002b) observaram que os tratamentos sem sacarose foram melhores para o
maracujazeiro.

Howard (1968) verificou que o niimero de raizes por estaca de macieira
foi maior com o aumento das concentracdo de AIB associado ao aquecimento
basal, atingindo o nimero méximo em 5.000 mg.L"'. Albazari & Schuwabe
(1982) também obtiveram resultados semelhantes para estacas de Pistacia vera.

Faria & Sacramento (2003), em estacas de cacaueiro tratadas com AIB
em forma de pé na concentracio de 6.000 mg.L", conseguiram nimero médio
de raizes entre 7,2 e 9,0, superiores aqueles obtidos em estacas ndo tratadas com
média entre 3,9 e 5,9 raizes por estaca para todos os clones estudados. Oliveira
(2001) observou que as concentracdes maiores de AIB proporcionam maior
nimero de raizes, em estacas de oliveira, sendo a melhor concentracdo a de
5.000 mg.L".

Martins (1985), para a cultivar Bourbon Amarelo, obteve maior niimero
de raizes com o aumento da concentragdo de auxinas, em média, 6,0 raizes por
estaca na concentracio de 10.000 mg.L". Bergo (1997) ndo observou efeito
significativo do AIB, mas obteve para a ‘Acaid’ o maior nimero de raizes (6,05
raizes) para estacas tratadas com AIB, enquanto que para a ‘Rubi’ as estacas sem
tratamento foram aquelas com maiores nimeros de raizes (4,54 raizes). Ono et

al. (1993) e Pereira (2000) relataram que a utilizagdo de auxinas aumentou o
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nimero médio de raizes por estaca em ‘Mundo Novo’, sendo o nimero médio de
raizes por estaca em torno de 5,0 e 4,0, respectivamente

O efeito do AIB no ndmero de raizes ji foi estudado por vdrios autores
(Rufato et al., 2000; Rufato & Kersten, 2000; Biasi et al., 2000; Mayer et al.,
2001; Tonieto et al., 2001; Dutra et al., 2002; Tofanelli et al., 2002; Andrade &
Martins, 2003; Faria & Sacramento, 2003).

Embora ndo tenham sido realizadas andlises estatisticas para o nimero
de raizes, por falta de ajuste dos dados observados aos modelos estatisticos, e
qualidade do sistema radicular, por ser um método destrutivo, formado aos 90
dias, visualmente pode-se observar que o aquecimento proporcionou um maior
comprimento da regido enraizada (Figura 14). As raizes também mostraram-se
mais finas e com maior nimero de raizes secunddrias, responsdveis pela
absor¢do de nutrientes.

Nas estacas sem aquecimento basal a regido de enraizamento restringiu-
se a base cortada das estacas (Figura 15). As raizes originadas apresentaram-se
com maior espessura, assemelhando-se as raizes pivotantes e com reduzida
presenca de raizes secunddrias.

Comparando-se o nimero médio de raizes das estacas aos 90 dias e o
nimero médio de raizes das mudas formadas, observa-se que em todos os
tratamentos que formaram mudas, o nimero de raizes aumentou em todos os
tratamentos para a ‘Acaid’ (Figura 16) e diminuiu apenas na auséncia do AIB
para a ‘Rubi’ (Figura 17). Resultado semelhante ja foi relatado por Kelly &
Moser (1983), que observaram que o AIB aumentou o niimero e o de peso seco
de novas raizes por planta de Lideoderon tulipera L apés o transplantio. Piveta
(1999) observou que o uso de AIB nas concentragdes mais elevadas
proporcionou maior nimero de raizes por mudas de nogueira-macadamia

(Macadamia integrifolia Maiden e Betche).
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FIGURA 14 Aspectos das raizes de estacas de Coffea arabica submetidas a
aquecimento basal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

FIGURA 15 Aspectos das raizes de estacas de Coffea arabica ndao submetidas a
aquecimento basal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

A elongacdo das raizes existentes e a iniciagdo e crescimento de novas
raizes em um determinado intervalo de tempo sdo chamados de potencial de
regeneracdo de raizes (PRR) (Reitvied & Williams, 1978, citados por Perkins &
Kling, 1987; Larsen et al., 1986). O PRR varia com a espécie, estado fisioldgico,
meio ambiente, manipulacdo e o tipo de sistema radicular (Larson, 1980). Vérios
pesquisadores tém encontrado correlagGes positivas entre o PPR e sobrevivéncia

das mudas pds transplantio.
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Pode-se observar que o aquecimento promoveu um maior aumento do

nimero de raizes, mesmo apds o transplantio (Whalley & Loach, 1981).

Namero médio de raizes

Nomeromédio do aizes

AB(glL )

AL

AQ=0e SAC=0 AQ=0 e SAC=1

Namero médio de raizes
Numero médio de raizes
®

0 2 4 6 8 10 0
0 2 4 6 8 10
AQ=le SAC=0 AQ=1e SAC=1
B ESTACAS B MUDAS

FIGURA 16 Numero médio de raizes das estacas aos 90 dias e nimero médio
de raizes das mudas formadas para a cultivar Acaid. UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 17 Numero médio de raizes das estacas aos 90 dias e nimero médio
de raizes das mudas formadas para a cultivar Rubi. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

6.2.3 Peso da matéria seca das raizes

Conforme a andlise de varidncia do peso da matéria seca das raizes,
pode-se verificar que, para a cultivar Acaid, somente o fator principal sacarose
ndo foi significativo. Para a cultivar Rubi, pode-se observar efeito significativo
para o fator principal AIB e sua interagdo com o fator principal aquecimento
basal (Tabela 7A).
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‘Acaid’

Os tratamentos (Agq=1 e Sac=1) e (Agq=1 e Sac=0) apresentam os
maiores pesos de matéria seca de raizes. Para as duas situagdes, foi observado
efeito quadratico significativo com maior peso da matéria seca das raizes (0,86
gramas) com 7.743 mg.L"' de AIB e de 0,75 gramas com 6.997 mg.L'de AIB,
respectivamente (Figura 18). Concentragdes maiores e menores que essas
tenderam a diminuir o peso da matéria seca das raizes.

Pode-se notar um acréscimo no peso seco das raizes das estacas dos
tratamentos Ag=1 e Sac=1, uma vez que na concentracdes de 6.997 mg.L"' essas
tém peso da matéria seca de raizes de 0,837g, que é 11,6% maior que dos
tratamentos Ag=1 e Sac=0. Nao observou-se o efeito significativo para os
tratamentos (Agq=0 e Sac=0) e (Aq=0 e Sac=1). Os pesos da matéria seca das
raizes nestes casos foram, em média, de 0,42 gramas e 0,38 gramas,
respectivamente. Verifica-se que o aquecimento basal dobrou o peso da matéria

seca nos tratamentos, com ou sem fornecimento exégeno de sacarose.
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Peso da matéria seca das raizes (g)
= o
o oon

t t t t t t t t t t t t t t t t .—
2000 4000 BO00 2000 10000
ATIB {mg/litro)

B (Ag=0e Sac=0) .Y médio = 0.38 gramas
¢ (Ag=0e Sac=1) : Y médio =0.42 gramas
¢ (Ag=1 e Sac=0) : Y= 0,079606 + 0,000192 X — 1,371265x 10® X R>=0,828
O (Ag=le Sac=1) : Y=-0,007189 - 0,000079 X + 6,413599x 10® X> - 5,080287x 10">X> R>=0,923

FIGURA 18 Peso da matéria seca das raizes de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ em
funcdo das concentracdes de AIB, do aquecimento basal e do
fornecimento exdgeno de sacarose na fase de enraizamento de
estacas. UFLA, Lavras, MG, 2003.

‘Rubf’

Observou-se efeito quadratico significativo para os tratamentos em que
as estacas tiveram indugdo por aquecimento basal (Ag=1), indicando que o peso
da matéria seca das raizes tende a aumentar com o aumento da concentracido de
AIB, atingindo um maximo em 6.908 mg.L’l, com 0,195 (0,567 gramas)
(Figura 19).
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FIGURA 19 Peso da matéria seca das raizes de cafeeiro ‘Rubi’ em func¢do das
concentracdes de AIB e do aquecimento basal na fase de
enraizamento de estacas. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Para os tratamentos em que as estacas ndo tiveram inducdo por
aquecimento basal, observou-se também um efeito quadratico. Na auséncia de
AIB ocorreu a obtencdo de 0,134 (0,361 gramas) de peso da matéria seca.
Observou-se uma tendéncia desse peso se manter constante até a concentragao
de AIB de 8.000 mg.L" com aumento desse para 0,176 (0,50)g na concentragio
maxima estudada de 10.000 mg.L".

Resultado semelhante foi relatado por Pio (2002), que obteve maiores

pesos de matéria seca das raizes na auséncia e na concentracdo maxima de AIB.
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A explicacdo para esse comportamento, segundo o autor, pode estar relacionada
com o balancgo interno entre auxinas exdgenas, auxinas internas e co-fatores de
enraizamento. Existem ainda outros fatores que podem estar relacionados, como,
por exemplo, a influéncia de nutrientes, macros e micros, que afetam o
desenvolvimento da planta.

Para as estacas que ndo tiveram aquecimento basal (Aq=0), o AIB nido
influenciou o peso da matéria seca das raizes, mas para as que receberam o
aquecimento (Ag=1) o efeito foi positivo. Pode-se observar que o aquecimento
basal aumentou o peso da matéria seca do sistema radicular em torno de 31,3%.
Resultados semelhantes nos quais o peso seco do sistema radicular e das raizes
individuais de porta enxertos de macieira aumentaram com o aumento da
temperatura do leito de enraizamento, foram relatados por Howard (1968),
Nelson & Tukey (1956) e Fujii & Nakano (1974). O aquecimento proporcionou
a formacdo de um sistema radicular bem ramificado com maior nimero e
comprimento de raizes finas ndo suberizadas e responsdveis pela absor¢do de
nutrientes (Himmelbauer et al. 2002) o que levou ao maior desenvolvimento da
parte aérea.

Bergo (1997) afirma que o uso do AIB ndo mostrou diferencgas
significativas para a cultivar Catuai. J4 para a ‘Acaid’, o uso do regulador
aumentou em 65% o peso da matéria seca do sistema radicular. Resultados
semelhantes foram encontrados por Faria e Sacramento (2003) e Dutra et. al.
(2002).

Rezende (1996) e Pereira (2000) relatam que o AIB teve efeito negativo
para o peso da matéria seca do sistema radicular de Coffea arabica spp., o que
ndo foi confirmado no presente estudo.

Pio (2002) observou que, para estacas tratadas com AIB apds o
transplantio (180 dias), a presenca de sacarose ndo interferiu na biomassa seca

das raizes das plantas de figueira.
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6.2.4 Peso da matéria seca da parte aérea

O resumo da andlise de varidncia para a caracteristica peso da matéria
seca da parte aérea é mostrado na Tabela 8A. Nota-se que, para a cultivar Acaid,
os fatores principais, bem como as interacdes aquecimento basal x sacarose e
aquecimento basal x AIB foram significativos. Para a cultivar Rubi, houve efeito
significativo para os fatores principais aquecimento basal e AIB, bem como para

a respectiva interagdo.

‘Acaid’

Os tratamentos com e sem fornecimento exdgeno de sacarose diferiram
estatisticamente na auséncia do aquecimento basal. Os tratamentos em que as
estacas ndo tiveram indu¢@o por aquecimento basal (Aq=0) tiveram um peso
médio de matéria seca da parte aérea estatisticamente maior que aqueles em que
as estacas tiveram inducdo por aquecimento basal (Aq=1) (Tabela 3),
independente do fornecimento ou ndo da sacarose exdgena.

TABELA 3 Peso da matéria seca da parte aérea de mudas de cafeeiro ‘Acaid’

em funcdo do aquecimento basal e do fornecimento exégeno de
sacarose na fase de enraizamento de estacas. UFLA, Lavras, MG,

2003.
Peso da matéria seca da parte aérea (g)
Sem sacarose (Sac=0) Com sacarose (Sac=1)
Sem aquecimento (Aq=0) 1,3101 aA 0,9462 bA
Com aquecimento (Aq=1) 0,6638 aB 0,7178 aB

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal e maidscula na vertical ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Os tratamentos sem aquecimento basal (Aq=0) ndo mostraram efeito
significativo para as concentracdes de AIB estudadas, tendo apresentado, em

média, 0,70 gramas de peso da matéria seca da parte aérea. Para os tratamentos
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em que as estacas tiveram inducgdo por aquecimento basal (Ag=1), o maior peso

da matéria seca da parte aérea, 1,76 gramas, foi obtido na concentragdo de 7.362

mg.L"' (Figura 20).
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t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t .—
DT 2000 4000 G000 a0on 10000
AIB {mg/litro)

B sem aquecimento basal

¢ Com aquecimento basal : Y=-0,052252 + 0,000399 X — 8,360908x 10™ X*- 1,699035x 10"2X® R?*=0,90
FIGURA 20 - Peso da matéria seca da parte aérea de mudas de cafeeiro ‘Acaid’

em fungdo das concentracdes de AIB e do aquecimento basal.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

‘Rubfi’

Para os tratamentos com induc¢do por aquecimento basal (Ag=1),

verificou-se efeito quadratico para as concentracdes de AIB. A concentracdo que
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apresentou maior peso da matéria seca da parte aérea foi de 6.973 mg.L"' com
0,33 (1,15 gramas).

Nos tratamentos sem inducdo por aquecimento basal (Aq=0), verificou-
se 0 mesmo comportamento descrito para a caracteristica peso da matéria seca
de raiz. Na auséncia de AIB, ocorreu a obtencdo de 0,224 (0,67 gramas) e
observou-se uma tendéncia desse peso se manter constante até a concentragdo de
8.000 mg.L’l, com aumento dessa até o maximo de 0,3126 (1,054 gramas), na
concentragio de 10.000 mg.L"', proporcionando um ganho de 57,3% (Figura
21).

Para as estacas da cultivar Rubi que nio receberam aquecimento basal, o
comportamento da curva de ajuste do peso seco da parte aérea e do peso de
matéria seca das raizes foi o mesmo. Resultados semelhantes foram observados
por Pio (2002) em estacas de figueira enraizadas aos 60 dias e por Faria &
Sacramento (2003), em estacas de diferentes clones de cacaueiro.

Para a cultivar Acaid, os resultados obtidos para as estacas que ndo
receberam aquecimento basal sdo semelhantes aos apresentados por Pereira
(2000), nos quais as estacas de Coffea arabica tratadas com ANA (1.000 mg.L'l)
apresentaram maior peso da matéria seca das brotagdes, porém, os valores foram
bem préximos aos observados nas estacas que ndo foram submetidas ao
tratamento auxinico. Para o regulador AIB, o autor ndo observou efeito nas
diferentes concentragdes aplicadas por meio de imersdo rdapida (5 segundos).
Contudo, esses resultados s@o diferentes daqueles obtidos por Bergo (1997), que
observou uma redu¢do de 28% no peso da matéria seca das brotagdes de estacas

de ‘Catuai’ tratadas com AIB.
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FIGURA 21 Peso da matéria seca da parte aérea de mudas de cafeeiro ‘Rubi’
em funcdo da concentracio de AIB e do aquecimento basal.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

A sacarose ndo exerceu qualquer efeito na qualidade da parte aérea
formada. Esse fato também foi observado por Alves et al. (1991) e Ferreira &
Martins (1996) em estacas de acerola e por Coelho et al. (2000) em estacas de
goiabeira ‘Paluma’.

O aspecto das mudas formadas de ‘Acaid’ e ‘Rubi’, em funcdo do
aquecimento basal na concentragdo de AIB de melhor resposta para cada

cultivar, pode ser observado nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22 Mudas formadas de cafeeiro ‘Acaid’ em fung¢do do aquecimento basal na concentracido de AIB de melhor
resposta para a varidvel peso da matéria seca da parte aérea. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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AQ=0 e AIB= 10 g/L.

Figura 23 Mudas formadas de cafeeiro ‘Rubi’ em fung¢do do aquecimento basal na concentracdo de AIB de melhor
resposta para a varidvel peso da matéria seca da parte aérea. UFLA, Lavras , MG, 2003.
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6.2.5 Relacao peso da matéria seca do sistema radicular e
peso da matéria seca da parte aérea (PMSR/PMSPA)

Os resultados obtidos pela andlise de varidncia para a caracteristica
PMSR/PMSPA sao apresentados na Tabela 9A. Pode-se verificar que tanto para
‘Acaid’ como para ‘Rubi’ foram significativos os fatores principais aquecimento
basal e concentracdes de AIB, bem como esta interagc@o. Para a cultivar ‘Acaid’,
ainda tiveram efeito significativo as interacdes sacarose x AIB e aquecimento

basal x sacarose x AIB.

‘Acaid’

No desdobramento da interacdo aquecimento basal x sacarose x AIB
apenas ndo foi observado efeito significativo para os tratamentos Aq=0 e Sac=0,
com média PMSR/PMSPA de 0,574. Para as demais situacdes observou-se
efeito quadritico, aumentando-se o valor da relacito PMSR/PMSPA até uma
concentragdo de mdxima resposta e a partir dessa concentracdo uma diminui¢do
desse valor (Figura 24).

A maior relacio PMSR/PMSPA obtida foi de 0,659, na concentracdo de
7.908 mg.L"' de AIB para tratamentos Aq=0 e Sac=1. Nesses tratamentos, a
resposta as concentracdes de AIB foram pouco acentuadas, ji que na auséncia
do AIB esse valor foi de 0,49.

Para os tratamentos Aq=1 e Sac=1 e para os tratamentos Aq=1 e Sac=0,
a resposta as concentragdes de AIB foram bem acentuadas, partindo de O e de
0,121 e aumentando até os valores maximos de 0,571 (7.856 mg.L'l) e de 0,462

(6.575 mg.L™"), respectivamente.
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FIGURA 24 Relacdo PMSR/PMSPA de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ em funcio
das concentracdes de AIB, do aquecimento basal e do fornecimento
exoégeno de sacarose. UFLA, Lavras , MG, 2003.

‘Rubi’

Os tratamentos sem inducdo por aquecimento basal ndo mostraram
efeito significativo para as concentracdes de AIB, apresentando, em média, um
valor de PMSR/PMSPA de 0,195 (0,57). Para os tratamentos em que as estacas

foram submetidas ao aquecimento basal, verificou-se que a regressdo que
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melhor ajustou-se aos dados foi a quadratica, obtendo-se o maior valor de 0,203

(0,6) PMSR/PMSPA na concentracio de 6.538 mg.L"' de AIB (Figura 25).
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FIGURA 25 Relacio PMSR/PMSPA de mudas de cafeeiro ‘Rubi’ em funcio
das concentracdes de AIB, e do aquecimento basal. UFLA,

Lavras, MG, 2003.

Levando-se em consideracdo os valores dos tratamentos sem
aquecimento, pode-se dizer que esse fator ndo alterou a relagio PMSR/PMSPA.

Os valores da relacio PMSR/PMSPA observados foram maiores que os
relatados por Ramos & Carvalho (1997), para mudas obtidas a partir de

semeadura de ‘Bourbon Amarelo’ 0,3843; ‘Mundo Novo’ 0,3493; ’Catuai’
0,3408.
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A relag@o raiz/parte aérea traz uma avaliagdo da eficiéncia do dois
6rgdos na competicdo por recursos. Segundo Aung (1974), esta relacdo pode
mudar com a idade da planta, com seu estdgio de desenvolvimento e com fatores
ambientais. Em geral, quando o suprimento de minerais € suficiente, a propor¢ao
de fotossintatos dirigida para o crescimento e metabolismo de raizes pode chegar
a 30% em plantas anuais, podendo ser maior em plantas perenes (Marschner,

1986).

6.3 ANALISES ANATOMICAS

6.3.1 Analises anatémicas das estacas caulinares para a
observacao de barreiras ao enraizamento

As estruturas anatdmicas observadas nas bases das estacas de cafeeiros
das cultivares Acaid e Rubi foram as mesmas do segundo ao quinto né. Sdo
estruturas primdrias tipicas constituidas de trés sistemas de tecidos: o dérmico, o
fundamental e o fascicular ou vascular. As estacas apresentaram células de
tecido esclerenquimadtico ocorrendo em faixas ndo continuas ao redor dos tecidos
vasculares, fornecendo sustentacdo e protecdo e ndo atuando como barreira
anatdmica a emergéncia do primérdio radicular (Figura 26 e 27). Esse fato foi
confirmado pela observacdo nos experimentos de enraizamento em que as
estacas emitiram raizes, independentemente do nd.

A bainha de esclerénquima perivascular, quando se apresenta continua,
oferece um obstaculo ao crescimento das raizes, desviando-as de seu curso

normalmente radial (Stangler, 1956 e Lopes, 1995).
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FIGURA 26 Secdes transversais da base de estacas caulinares de Coffea
arabica cultivar Acaid em objetiva de 10X (1) e em objetiva de
20X (2). (@ = cortéx; (b) = epiderme; (c) = anel
esclerenquimdtico perivascular; (d) = floema; (e) = xilema.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 27 Segdes transversais da base de estacas caulinares de Coffea
arabica cultivar Rubi em objetiva de 10X (1) e em objetiva de
20X (2). (a) = cortéx; (b) = epiderme; (c) = anel
esclerenquimdtico perivascular; (d) = floema; (e) = xilema.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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6.3.2 Analises anatomicas das estacas caulinares para a
observacao do local de origem do primoérdio radicular

A origem das raizes foi a mesma para qualquer um dos tratamentos
aplicados nos experimentos de enraizamento. Os cortes da regido de
enraizamento mostraram que as raizes adventicias tiveram origem nas células
préximas ao cambio vascular, para as duas cultivares (Figura 28). Resultados
similares foram obtidos por Lopes (1995) em estacas de mangueira em que as
raizes adventicias sempre surgiam nas proximidades do cambio vascular. Em
videira, Pacheco et al. (1998) verificaram que as raizes adventicias tiveram
origem enddgena e sua formagdo ocorreu nas proximidades da regido cambial e
ndo no tecido caloso. A mesma origem das raizes adventicias foi relatada por
outros autores (Stangler, 1956; Esau, 1974; Albarazi e Schwabe, 1982; Pratt,
1974; Hartmann et al., 1997; Satoo, 1955; Lebrun, Toussaint e Roggermans,
1998).

Quando uma raiz adventicia se inicia de células do cdmbio vascular do
caule, que mantém caracteristicas meristemdticas, divide-se em sentido
periclinal. Os produtos destas divisdes dividem-se novamente em sentido
periclinal e anticlinal. As células que se acumulam formam uma protusdo, o
primérdio da raiz. A medida que o primérdio aumenta em comprimento, penetra
no coértex, passando pelos espacos entre as fibras do anel esclerenquimadtico e
emerge na superficie. Antes da raiz adventicia emergir, ela diferencia um
protomeristema, uma coifa, o inicio do cilindro vascular e o cértex. Quando os
elementos do floema e do xilema se diferenciam na raiz adventicia, eles se
conectam aos elementos equivalentes no caule (estacas). A conexdo forma-se a
custa da diferenciacdo em elementos vasculares de células de par€nquimas

localizados na regido proximal do primérdio (Esau, 1974).
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FIGURA 28 Secoes transversais da base de estacas caulinares de Coffea sp. Em
(1) desenvolvimento do primdrdio radicular. Em (2) (a) = espaco
entre as fibras do anel esclerenquimético; (b)= detalhe da regido

de origem do primérdio radicular préximo a regido cambial.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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6.3.3 Analise anatomica para comparacao entre as raizes
adventicias caulinares e raizes de mudas obtidas por
semente

As estruturas observadas nas raizes adventicias foram estruturas
primadrias tipicas de raizes de Coffea arabica (Figura 29). Os resultados obtidos
pela andlise de varidncia do ndmero observado de feixes vasculares, da
espessura do cilindro vascular, da espessura do cdrtex e espessura da epiderme
sdo mostrados na Tabela 10A. Pode observar-se que apenas as raizes da cultivar
Rubi, provenientes de estaquia, apresentaram diferengas para o nimero de feixes

e espessura do cilindro vascular (Tabela 4).

TABELA 4 Nuamero de feixes vasculares, espessura do cilindro vascular,
espessura do cdrtex e espessura da epiderme em micrémetro (pm)
de raizes de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ e ‘Rubi’ obtidas por
estaquia caulinar e por semeadura. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Numerode  Espessurado  Espessurado  Espessura

feixes cilindro cortex da epiderme
vasculares vascular
Acaia semente 6,3333 B 2487417 B 373,4262 A 28,1042 A
Acaid estaca 6,3333 B 230,3750 B 396,6250 A 24,9375 A
Rubi semente 5,8333 B 231,1667 B 450,3000 A 26,5208 A
Rubi estaca 7,5000 A 334,5583 A 389,8958 A 25,0167 A

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Dedecca (1957), em seus estudos com a variedade Typica, observou que
¢ varidvel o ndimero de feixes de xilema e floema primarios nas raizes dos
diferentes individuos ou nas raizes de um mesmo individuo. Foram freqiientes

as raizes com 6, 7, 8, 9 e 11 feixes vasculares.
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FIGURA 29 Secoes transversais de raizes de Coffea arabica. Em (1) (a) =
cortéx; (b) = epiderme; (c) = cilindro vascular. Em (2) (d) =
periciclo; (e) = vasos vasculares; (f) endoderme. UFLA, Lavras,
MG, 2003.
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6.4 Estudo preliminar do sistema radicular de mudas obtidas

por meio de estacas e de mudas obtidas de sementes

Dados observados de comprimento das raizes em metros neste estudo
sdo apresentadas na Tabela 11A. A maior parte do sistema radicular de todas as
mudas (acima de 98%) constituiu-se de raizes finas com didmetro menor que 2

mm, que constituiram os maiores comprimentos (Figura 30).
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FIGURA 30 Comprimentos de raizes com didmetros menores que 2 mm, em
metros, de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ e ‘Rubi’ obtidas por meio
de enraizamento de estacas e por semeadura. UFLA, Lavras, MG,
2003.

Assim, menos de 2% das raizes teve didmetros maiores do que 2 mm.
Resultados semelhantes foram encontrados por Finer et al. (1997) em coniferas,
em que mais de 90% do comprimento total das raizes foram finas (<1,0 mm).
Raizes finas de plantas adultas de macieira apresentam didmetros inferiores a 1,0

mm (De Silva et al., 1999). Para o comprimento das raizes maiores que 2 mm,
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apenas as mudas de ‘Acaid’ obtidas por semeadura (‘Acaid semente)

apresentaram menor comprimento e diferiram das outras mudas (Figura 31).
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FIGURA 31 Comprimento de raizes com didmetros maiores que 2 mm, em
metros, de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ e ‘Rubi’ obtidas por meio
de enraizamento de estacas e por semeadura. UFLA, Lavras, MG,
2003.

Para as caracteristicas comprimento total das raizes e comprimento de
raizes com didmetro entre 0 e 2 mm, as mudas provenientes de estacas tiveram
maiores comprimentos do que as mudas obtidas por semeadura para as duas
cultivares (Figura 32). Isto pode estar relacionado ao fato de que as mudas
obtidas por sementes apresentarem apenas uma raiz pivotante, enquanto que as
obtidas por meio de estaquia apresentaram de 5 a 7 raizes principais. Pode-se
observar também que o sistema radicular da ‘Rubi’ obtida por semente
apresentou-se mais vigoroso que o da ‘Acaid’, também obtido por semente.

A caracteristica peso da matéria seca do sistema radicular mostrou o

mesmo comportamento do comprimento total de raizes (Figura 33).
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FIGURA 32 Comprimentos totais das raizes de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ e
‘Rubi’ obtidos por meio de enraizamento de estacas e por
semeadura. UFLA, Lavras, MG, 2003.

1.7 =4
© 15
W
w ©
g_u E 1.3 = -
- (O
m =
2 =
Ewn

[
© N
T s 094
° [ &
g g ==
oo 07
—f—
05
1 T | T
Acaia Acaia Rubi Rubi
estaca semente estaca semente

FIGURA 33 Pesos da matéria seca das raizes de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ e
‘Rubi’, obtidos por meio de enraizamento de estacas e por
semeadura. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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As raizes finas sdo a parte jovem e 0s mais importantes componentes do
sistema radicular, por meio das quais as plantas absorvem 4gua e nutrientes.
Essas raizes finas ndo sdo suberizadas e tém alta permeabilidade comparadas
com as mais velhas (De Silva et al., 1999).

Para cafeeiros adultos, Rena & Guimaries (2000) definem como raizes
finas ou absorventes as raizes com didmetro menor que 3 mm. Essas raizes
estdo muito associadas com os processos de absorcdo, biossinteses diversas e
transporte de substancias.

Nao foi encontrada na literatura consultada nenhuma referéncia sobre
comprimento total de raizes de mudas de cafeeiro. Bull, 1963, citado por Rena &
Guimaraes (2000), concluiu, estudando o sistema radicular de plantas clonadas
por meio de estaquia caulinar, que a estrutura geral do sistema radicular dessas
plantas apds 20 anos de idade, ndo diferiu significativamente do modelo
apresentado por Nutman 1933, citado por Rena & Guimaraes (2000) para Coffea
arabica obtidos por semeadura.

Fotos de mudas formadas nas concentracdes de AIB que
proporcionaram os melhores resultados neste estudo e as mudas formadas na

auséncia do regulador sdo apresentadas nas Figuras 34 a 37.
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aq=0e AIB=0g/L

aq=0e AIB=6 g/L aq=1e AlB=6 g/L

FIGURA 34 Aspectos do sistema radicular de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ obtidas
por meio de enraizamento de estacas caulinares. UFLA, Lavras , MG,
2003.
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aq=0 e AIB=8g/L | aq=1e AIB=8 g/L

N %4

aq=0 e AIB=10 g/ | ag=1e AIB= 10 g/L

FIGURA 35 Aspectos do sistema radicular de mudas de cafeeiro ‘Acaid’ obtidas
por meio de enraizamento de estacas caulinares. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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aq=0e AIB=0 g/L

ag=0 e AIB=6 g/L | ag=1e AIB=6 giL

FIGURA 36 Aspectos do sistema radicular de mudas de cafeeiro ‘Rubi’ obtidas por
meio de enraizamento de estacas caulinares. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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aq=0e AIB=8gd/L | ag=1e AIB=8g/L

ag=0 e AIB=10 g/L

FIGURA 37 Aspectos do sistema radicular de mudas de cafeeiro ‘Rubi’ obtidas por
meio de enraizamento de estacas caulinares. UFLA, Lavras, MG,
2003.
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7 CONCLUSOES

O aquecimento basal associado ao AIB ndo aumenta a porcentagem
total de estacas enraizadas, mas aumenta o nimero de raizes, e o peso da

matéria seca das raizes e da parte aérea das mudas das duas cultivares.

O uso da sacarose exdgena ndo é eficaz para o enraizamento de

estacas e nem para a formacgdo de mudas.

A bainha de esclerénquima perivascular nas estacas estudadas é
descontinua, ndao atuando como barreira anatdbmica a emergéncia do

primérdio radicular.

As raizes adventicias em Coffea arabica cv Acaid e Rubi tém origem nas
células proximas ao cadmbio vascular.

As estruturas primdrias das raizes adventicias caulinares ndo diferem das
raizes de mudas obtidas por mudas semente.

Mudas provenientes de estacas apresentam sistemas radiculares maiores

que as mudas obtidas por semente.
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CAPITULO 3

Micropropagacao do cafeeiro (Coffea arabica L.)
com BAP em meio de pré-cultivo e diferentes
concentracoes de BAP e TDZ em meio de subcultivo



RESUMO

JESUS, Adriana Madeira Santos. Micropropagacao do cafeeiro (Coffea
arabica L.) com BAP em meio de pré-cultivo e diferentes concentracoes de
BAP e TDZ em meio de subcultivo. In: Propagacdo vegetativa de cafeeiros
(Coffea  arabica L.). 2003. p.126-160. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnica) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

A multiplicacdo in vitro possibilita a obtencdo de grande nimero de
plantas e a garantia da uniformidade genética. Objetivou-se avaliar o efeito
residual do BAP no meio de pré-cultivo e de concentracdes BAP e TDZ no de
subcultivo, sobre proliferacdo de brotos axilares. Segmentos nodais de cafeeiro
‘Caturra Amarelo’ estabelecidos in vitro foram pré-cultivados em meio MS sem
regulador de crescimento ou em MS acrescido de 6 mg.L" de BAP. Apés 180
dias, os explantes foram inoculados em meio de cultivo MS acrescido de 0, 6, 9,
12 e 15 mg.L" de BAP (experimento 1). No segundo experimento, segmentos
nodais foram inoculados em meio MS acrescido de 0; 0,05; 0,15; 0,45 e 1,35
mg.L"' de TDZ. O meio foi ajustado para pH 5,8 e solidificado com dgar 0,7%.
Os explantes foram transferidos para sala de crescimento com temperatura de
27°C+1, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 32uM.m™s”,
durante 120 dias. H4 efeito residual do BAP adicionado ao meio de pré-cultivo.
A adicdo de 9-10 mg.L"' de BAP e 0,15 - 1,35 mg.L"' de TDZ no meio de
subcultivo incrementa o nimero total de brotacdes, o nimero de brotacdes
maiores que lcm e o peso da matéria fresca das brotagdes. O BAP aumenta o
peso da matéria seca das brotagdes.

* Comité Orientador: Samuel Pereira de Carvalho — UFLA (Orientador),
Antdnio Nazareno Guimaraes Mendes — UFLA.
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ABSTRACT

JESUS, Adriana Madeira Santos. Micropropagation of coffee (Coffea arabica
L.) with BAP in pre-cultivation medium and different concentrations of
BAP and TDZ in subcultivation medium. In: Vegetative propagation of Coffe
(Coffea arabica.ll.). 2003. p. 126-160. Thesis (Doctor of Science in

Agronomy/Agriculture) — Federal University of Lavras, Lavras, MG. "

The in vitro multiplication makes possible the obtaining of high number
of plants and the warranty of the genetic uniformity. The residual effect of BAP
in the pre-culture medium and BAP and TDZ in the one sub-culture, on axillary
buds proliferation were evaluated. 'Caturra Amarelo’ coffee nodal segments
established in vitro were pre-cultivated in MS medium without growth
regulators and another in MS medium added BAP 6 mg.L™". After 180 days the
nodal segments were inoculated in MS medium added BAP at 0, 6, 9, 12 and 15
mg.L"' concentrations (experiment 1). In the second experiment, the nodal
segments were inoculated in MS medium added TDZ at 0; 0,05; 0,15; 0,45 and
1,35 mg.L" concentrations. The pH of medium was adjusted for 5,8 and
solidified with agar 0,7%. The explants were transferred to the growth room
with 27°C #1 temperature, 16h photoperiod and of 32uM.m™s™ light intensity
during 120 days. There is residual effect of BAP added to the pre-culture
medium. The addition BAP (9-10 mg.L™") and TDZ (0,15 - 1,35 mg.L") in the
subculture medium increases the total sprouts number, and the sprouts fresh
matter weight. The BAP the sprouts dry matter weight.

* Guidance Committee: Samuel Pereira de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Antdnio Nazareno Guimaraes Mendes — UFLA.
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3INTRODUCAO

A multiplicacdo “in vitro” é considerada de grande importancia para a
propagacdo de gendtipos excepcionais em larga escala. A micropropagagdo
oferece o potencial de se obter altas taxas de multiplicacdo a partir de
segmentos de tecidos muito pequenos e de conseguir grande nimero de
individuos isentos de microorganismos em espacos bastante reduzidos (Dublin,
1980; Sondahl et al., 1981 e Pasqual & Barros, 1991).

A estrutura genética do género Coffea favorece o melhoramento por
introgressdo. A hibridacao natural ou artificial entre diferentes espécies tem sido
de grande importincia no melhoramento, pois caracteristicas de interesse que
faltam em uma cultivar sdo encontradas em outra cultivar e também em
materiais selvagens. Sao muitos os exemplos de hibridos interespecificos
naturais e artificiais relatados em literatura. No entanto, a exploracdo comercial
do vigor hibrido nio tem sido possivel em virtude da dificuldade de clonagem
de plantas da espécie. O aperfeicoamento das técnicas de micropropagacdo para
Coffea arabica poderd permitir a multiplicacdo clonal rdpida de plantas
excepcionais de e de seus hibridos.

A propagacdo vegetativa por cultura de brotos axilares tem sido
demonstrada no género. Célculos teéricos com modelos da cultura de Coffea
arabica sugerem uma capacidade de producdo de cerca de 13.000 brotagdes/né
apos 15 meses de cultivo continuo (Medina Filho et al., 1983). Staristsky (1970)
foi o pioneiro na publicacdo de trabalhos com café em cultura de tecidos,
obtendo éxito na inducdo de calos a partir de folhas de varias espécies e
producgdo de embrides somaticos na espécie Coffea canephora. Depois, diversos
trabalhos foram realizados em diferentes paises utilizando varios métodos para

micropropagacdo de Coffea sp.
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Na literatura consultada foram encontradas poucas citagdes sobre o
efeito residual dos reguladores de crescimento nos diversos subcultivos
necessarios durante o processo de micropropagacdo. Segundo Grattaplagia &
Machado (1998), o efeito das citocininas ndo se restringe a uma subcultura,
pois, diversas vezes, constata-se um efeito residual de uma subcultura para
outra. Isso é positivo quando se trata, por exemplo, do processo de
rejuvenescimento “in vitro” de espécies lenhosas pelas seguidas exposicdes a
citocinina. Entretanto, pode ser problemdtico quando afeta o alongamento e
torna-se fator limitante na fase de enraizamento posterior das brotagdes obtidas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito residual do BAP no
meio de pré-cultivo e de concentracdes de BAP e TDZ no meio de subcultivo,

sobre a proliferacdo, nimero de brotagdes maiores que um centimetro, peso da

matéria fresca e peso da matéria seca de brotos axilares de Coffea arabica.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Cultura de tecidos

Na cultura “in vitro”, células, tecidos ou Orgdos sdo isolados do
organismo e cultivados em condicdes assépticas, em um meio nutritivo cuja
composicao fisica e quimica € perfeitamente conhecida. Estas culturas sio
tratadas adequadamente por meio de um balanco nutricional e hormonal,
estabelecendo-se condi¢des ambientais bem controladas (Bandel et al., 1975). A
premissa bioldgica dessa técnica é a de que todas as células das plantas sdo
totipotentes, ou seja, quando colocadas em ambientes apropriados podem
regenerar plantas inteiras (Crocomo et al., 1985).

As técnicas do cultivo de tecidos e células vegetais “in vitro” t€m sido
consideradas como complementares aos métodos convencionais de
melhoramento genético. Por meio de técnicas, como cultura de embrides, de
anteras, de protoplastos, de células somadticas e da manipulacdo genética “in
vitro”, tém-se obtido resultados promissores na obtencdo mais ripida de
gendtipos superiores. Essas metodologias, entretanto, nido estdo ainda bem
definidas e desenvolvidas para a maioria das espécies, inclusive para as de
maior importancia econdmica.

Segundo Dublin (1980), toda técnica que permita aumentar desde o
inicio a taxa de multiplicagdo, manter as caracteristicas genéticas e acelerar a
instalacdo de determinada cultura ou variedade em viveiros apresenta um
interesse real para o melhoramento genético. A multiplicacdo “in vitro” ja é
considerada de grande importancia para a propagacdo em larga escala de
gendtipos excepcionais obtidos pelo melhoramento genético ou pela selecdo de
variagdes induzidas “in vitro”, cuja fixag@o, por via sexual, seria muito longa e

cara.
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A composic¢do varidvel da mistura dos componentes do meio constitui o
segredo do éxito da iniciacdo e do desenvolvimento da organogénese até a
obtencdo de microplantulas (Cambrony & Snoeck, 1983). Ela é extremamente
importante para o desenvolvimento do explante, devendo fornecer, além dos
macros e micronutrientes, uma fonte de carboidratos (normalmente a sacarose)
para substituir o carbono atmosférico, pois as células, tecidos e plantulas
produzidos “in vitro” ndo encontram condi¢des adequadas de iluminacio e
concentragdo de CO, e podem ndo apresentar teores de clorofila suficientes para
realizar fotossintese que sustente o crescimento dos mesmos. Também devem
ser adicionados ao meio alguns componentes orginicos, como vitaminas e
aminodcidos (Calda et al., 1990; Torres et al., 1998). Diversos outros produtos,
como sucos do frutas, leite de coco, extratos de leveduras e proteinas
hidrolisadas, foram usados no passado, substituindo vitaminas e aminodcidos ou
mesmo como suplementos adicionais. Mas como € importante que o meio seja o
mesmo todas as vezes em que for preparado, materiais que podem variar em sua
composicao devem se evitados, mesmo que proporcionem resultados positivos
(Pasqual, 2001).

A concentrag¢do da sacarose varia de acordo com a espécie cultivada “in
vitro”, como tem sido observado por diversos autores. Para a maioria das
espécies € utilizada a concentragio indicada pelo meio MS 7 g.L”! (Caldas et al.,
1990; Bertholy & Echeverry, 1987).

O meio de cultura adequado deve ser sempre adaptado para o explante e
para cada espécie. Trabalhando com tabaco, Murashige & Skoog (1962)
determinaram um meio complexo e rico em nutrientes que possibilitou o melhor
desenvolvimento das culturas que os meios de cultura ja utilizados. Desde
entdo, a maioria dos pesquisadores usam o meio Murashide & Skoog -MS - ou
seus derivados, "SH" e "B5". A principal diferenga destes meios estd na

quantidade e forma de N e nas quantidades relativas de alguns macroelementos
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(Thorpe & Patel, 1984). O WPM (Wood Plant Medium) de Loyd & Mccown
(1980) também ¢ bastante utilizado, sendo formulado especialmente para a
micropropagacdo de plantas lenhosas. Outros meios muito utilizados sdo o meio
basico White (1943), o meio bdsico Knudson (modificado por Arditti, 1967),
entre outros.

Na cultura de tecidos, a adi¢do de reguladores de crescimento ao meio
de cultura € de suma importancia, pois reproduz o que ocorre naturalmente na
planta. Combinacdes entre essas substincias propiciam melhor crescimento e
desenvolvimento do explante (Andrade, 1998). Um meio minimo, sem adig@o
de reguladores de crescimento, raramente serve de veiculo para suportar o
crescimento de tecidos normais (Krikorian et al., 1987).

As citocininas sdo indispensdveis para quebrar a dominéncia apical e
induzir a proliferacdo de gemas axilares, sendo o tipo de citocinina e a sua
concentragdo os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagdo “in
vitro” (Grattaplaglia & Machado, 1998). A benzilaminopurina (BAP) tem sido
muito eficaz para promover multiplicacdo em diversas espécies e parece ser a
citocinina por exceléncia para multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de
gemas adventicias (George, 1993; Hu & Wang, 1983; Zarr & Mapes, 1985).

O TDZ (N-phenil-N-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia) tem sido descrito como
uma substincia com potente efeito citocininico, com capacidade para induzir
brotagdes multiplas em plantas quando aplicado em concentracdes muito
reduzidas (Bretane et al., 1994).

O TDZ ¢ utilizado como regulador de crescimento em espécies
lenhosas, sendo considerado uma das mais positivas inovagdes da cultura de
tecidos nos dltimos anos. Na maioria dos casos, tem apresentado resultados
superiores em relacdo a outras citocininas na indu¢do e multiplicagdo de brotos
de wvarias espécies. Porém, algumas anormalidades t€m sido relatadas

(Huetteman & Preece, 1993; Lu, 1993; Meyer & Van Staden, 1988).
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O mecanismo pelo qual o TDZ induz respostas semelhantes as da
citocininas ainda ndo esta completamente entendido. Uma hipétese € a de que o
TDZ promova a conversdo de citocininas ribonucleotideas em ribonucleosideos
biologicamente mais ativos (Capelle et al., 1983). A outra hipdtese é que as
citocininas do grupo das fenil-uréias tenderiam a aumentar a citocinina
auténoma dos tecidos, devido a capacidade do TDZ em estimular a biossintese
das citocininas endégenas ou alterar seu metabolismo. O TDZ possui maior
estabilidade, pois ndo € facilmente degradado pelas citocininas oxidases (Mok
et al., 1987).

Segundo Lu (1993) ao adicionar TDZ ao meio de cultura, o nimero de
brotos foi maior que o observado em meio contendo citocinina, e as
concentragdes necessdrias foram minimas, variando de 0,002 mg.L’1 a 0,09
mg.L"'. Inneco (1993), trabalhando com indugio de brotagdes e calos em
cotilédone de pimentdo, utilizou 0,15 mg.L"' de TDZ, o qual apresentou o
mesmo efeito que 4,00 mg.L"' de BAP. Souza et al. (1998) obtiveram uma
maxima regeneracdo de brotos, em repolho, em média 15 brotos por explante,

na presenca de 0,87 e 14,0 uM de TDZ.

Micropropagacao de Coffea arabica L.

A cultura de segmentos nodais € uma das aplicacdes mais praticas da
cultura de tecidos e abrange a maioria dos sistemas de micropropagacgdo,
envolvendo o isolamento de 6rgdos meristematicos pré-formados (normalmente
gemas axilares) e a quebra da dominancia apical (George, 1993). As gemas
axilares que naturalmente se formam na inser¢des das folhas sdo estimuladas a
crescer, dando origem a novas partes aéreas que, por sua vez, repetem o mesmo
processo. Obtém-se assim um grande niimero de plantas sadias e geneticamente
uniformes. As partes aéreas produzidas sdo em seguida enraizadas (Grattapaglia

& Machado, 1998).
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Para a micropropagagdo de cafeeiro, o explante terd um par de folhas
reduzidas a metade e um fragmento de entre-nd. Os melhores explantes sdo
fragmentos de talos ortotrépicos com gemas pré-existentes (Dublin, 1991).

O primeiro a trabalhar com a cultura “in vitro” de café, utilizando
segmentos ortotrépicos de duas espécies de Coffea em meio contendo sais
inorgénicos, sacarose, tiamina, cisteina e auxina, foi Staritsky (1970). Este autor
obteve rdpida producdo de calos na espécie Coffea arabica e de embrides e
plantulas na espécie Coffea canephora. Depois, diversos trabalhos foram
realizados em diferentes paises utilizando varios métodos para micropropagagdo
de Coffea sp, regenerando plantas por meio de neoformacdo de gemas, de
internédios verdes, de ramos ortotrépicos e por inducdo de embriogénese
somadtica a partir de explantes foliares (Dublin, 1980; Herman & Haas, 1975;
Pierson et al., 1983; Sondahl & Sharp, 1997; Bandel et al., 1975; De Pena,
1983; Monaco et al., 1977; Owuor, 1987; Caldas et al., 1998; Thorpe & Patel,
1984; Maciel, 2001).

Crocomo et al. (1985) observaram o desenvolvimento de brotos em
explantes originados de ramos ortotropicos no mesmo meio utilizado por
Staritsky (1970), suplementado com caseina hidrolizada, vitaminas de White &
0,05 mg.L" de cinetina.

Sondahl & Nakamura (1980) e Nakamura & Sondahl (1981), cultivando
nés ortotropicos e plagiotropicos de Mundo Novo com meio MS, acrescido de
tiamina 10 mg.L"', piridoxina 3,08 mg.L", 4cido nicotinico 3,69 mg.L", inositol
100 mg.L'l, cisteina 24,24 mg.L'l, sacarose 20 g.L'l, 6-BA 11,25 mg.L'l, ATA
0,lmg.L"' e dgar 10 gL"', obtiveram resposta em 44% dos nés cultivados
provenientes de ramos ortotrépicos, com desenvolvimento médio de 1,33
brotagdes/né e 4,4 brotagdes/nd, respectivamente. Os autores observaram que os

ramos plagiotrépicos ndo apresentaram crescimento de gemas.
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A partir de segmentos nodais de Coffea arabica, Custer et al. (1980)
obtiveram uma baixa taxa de multiplicagdo (2,2 novas brotagdes/explante)
usando meio MS, acrescido de BAP 9,9 mg.L'1 e AIA 0,1 mg.L'l. Os mesmos
autores, utilizando diversas citocininas para o desenvolvimento de gemas
axilares, obtiveram melhor resultado apds sete semanas de cultivo com 10
mg.L'1 de BAP, conseguindo, em média, 2,8 gemas/nd. BAP também mostrou-
se eficiente para multiplicar o hibrido interespecifico Arabusta (Dublin, 1980).

Nakamura & Sondahl (1983), utilizando 11,25 mg.L’1 de BAP e 1,75
mg.L" de AIA, obtiveram, com o desenvolvimento das gemas dormentes nas
axilas foliares e subseqiiente recuperacdo de plantulas derivadas das gemas, em
média, 1,5 brotacdo/né para o ‘Icatu’, 1,6 brotacdo /né para o ‘Mundo Novo’ e
‘Conilon’ e 1,7 brotacdes/nd para ‘Catuai’. Sondahl et al. (1984), cultivando nés
de café em meio MS acrescido de 9,91 mg.L"' de BAP, conseguiram obter um
desenvolvimento médio de 2,2 brota¢des/nd.

Berthouly & Echeverry (1987), utilizando diferentes linhagens de
Catimor, em meio MS com vdrias concentragdes de sacarose e BAP, obtiveram
de 7 a 9 micro-nés/explante inicial a cada 80 dias de cultivo, totalizando cerca
de 20.000 plantulas por ano. Sondahl & Loh (1987) relataram que, em cultura
de nés de cafeeiros, deve-se usar um meio primdrio por 50 a 60 dias contendo
MS com 25% da concentragdo dos sais inorganicos, AIA 0,5 mM, BAP 25 mM,
carvio ativado 5 g.L! e sacarose 0,03 M. Os autores relatam que o nimero de
brotos € parcialmente controlado pelo nivel de citocinina, porém, niveis muito
elevados podem induzir mudancas de ordem fisioldgica e bioquimica, levando a
baixa freqiiéncia de enraizamento posterior das brotagdes obtidas.

Raghuramulu (1989), utilizando como explantes fragamentos de ramos
ortotrépicos de aproximadamente 2 a 3 mm de comprimento, de cultivares de

Coffea arabica L. e Coffea canephora, verificou que a melhor combinagéo entre
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reguladores de crescimento foi a de 1,0 mg.L"' de BAP com 1,0 mg.L"! de AIA,
promovendo maior crescimento e desenvolvimento do explante.

Barros & Pasqual (1989a), usando explantes de Catuai em meio MS,
contendo vitaminas de Morel, mioinositol 1 mg.L", glicina 2 g.L", sacarose 30
gL' e dgar 7 gL com a concentragio de BAP variando de 0 a 4 mg.L" na
auséncia e na presenca de ANA 0,2 mg.L"', obtiveram a melhor proliferacio de
gemas e brotacdes menores que lcm com 3,0 mg.L"' de BAP. Para brotacdes
maiores que 1 cm, a melhor concentragio de BAP foi 0,5 mg.L" apés 90 dias de
cultivo. Em outro trabalho, Barros & Pasqual (1989b) obtiveram proliferagdo
média de 4 brotacdes/explante com o meio MS acrescido de 3 mg.L" de 6-BA,
apo6s 90 dias da inoculagdo. Ainda Barros & Pasqual (1990), trabalhando com as
concentragdes de 0 a 6 mg.L”' de BAP e de 0 a 10 mg.L'' de GAs, e meio MS,
observaram que o numero total de brotos aumenta com o aumento da
concentracdo BAP e diminui com o aumento de GA;. A maior porcentagem de
brotos aptos para o enraizamento foi obtida com 5 mg.L"' de BAP e 10,0 mg.L"
de GA;.

Andrade (1998), testando duas citocininas, BAP e TDZ, obteve um
comportamento, para o ‘Catuai’, semelhante para os dois reguladores, com uma
brotagcdo média por explante de 2,42 e 2,15, respectivamente. Forni (1993)
obteve maior producao de brotos usando os componentes do meio MS acrescido
de 9 mg.L"' de BAP com periodo de crescimento e desenvolvimento de 120
dias.

Ribeiro (2001), variando as concentracdes das fontes de nitrogénio
(NH4NO3; e KNO;3;) do meio basico MS acrescido de 3 mg.L'1 de GAs; e de 6
mg.L"' de BAP, obteve uma melhor producio de brotagdes, 2,5/explante,
quando utilizou 75% do KNO; associado com até 50% do NH4NO;. Em outro
experimento, o autor testou os meios MS, Knudson, “WPM” e White, todos

suplementados com a mesma combinac¢do de reguladores acima, observando
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que os meios MS e “WPM” foram os melhores para a proliferacdo de brotos,
conseguindo até 3,5 brotacdes/explante. Também utilizando combinacdes de
BAP e GA; Pald (2002), testando explantes contendo um ou dois nds,
conseguiu como melhor resultado a producdo de aproximadamente 35
brotagdes/explantes nos explantes de dois nds, enquanto que para o de um né foi
de aproximadamente 3,5 brotacdes/explante. Na pratica, isso mostra que o uso
de apenas um parece ser mais vantajoso.

Como o processo de micropropagacdo exige um ou mais subcultivos,
inclusive em alguns casos mudando-se o regulador de crescimento, pode haver
efeito cumulativo ou residual de um subcultivo para outro. Segundo
Grattaplaglia & Machado (1998), o efeito das citocininas nao se restringe a uma
subcultura, pois diversas vezes constata-se um efeito residual de uma subcultura
para outra. Esse efeito € positivo quando se trata, por exemplo, do processo de
rejuvenescimento “in vitro” de espécies lenhosas pelas seguidas exposicdes a
citocinina. Entretanto, pode ser problemdtico quando afeta o alongamento e
torna-se fator limitante na fase de enraizamento. Quando exerce uma agdo
negativa, o efeito residual pode ser resolvido com a introdu¢do de uma fase
intermedidria de alongamento, em meio com concentracdes reduzidas ou
auséncia de citocinina, para desintoxicar as culturas. A adi¢do de carvao ativado
ao meio de cultura também pode solucionar o problema, visto que esse
coadjuvante possui a capacidade de reter concentracdes excessivas de
fitorreguladores.

Outros efeitos residuais atribuidos as citocininas t€ém sido observados
nas plantas apds o transplantio como, por exemplo, menor capacidade de
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo devido a vitrificacdo, quebra da
dominincia apical, manutencdo de hdbito arbustivo e miniaturizagdo e de

formacdo de frutos (Grattaplaglia & Machado, 1998).

138



5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. Os explantes foram retirados de plantas ja
estabelecidas “in vitro”, separados sobre placas de petri e constituiram-se de
segmentos nodais contendo um par de gemas, desprezando-se sempre a gema
apical, inoculados verticalmente. Foram utilizados tubos de ensaio (25 x 150
mm) vedados com tampa plastica que receberam um volume de 15 ml de meio.
Os meios de cultura tiveram seus pHs ajustados para 5,8 antes de serem
autoclavados a 121°C e 1,2 atm por 20 minutos. Os meios foram solidificados
com 4gar 7,0 g.L.-1. A inoculagdo foi realizada em camaras de fluxo laminar e o
material foi mantido em sala de crescimento a temperatura de 21 £ 10C e
fotoperiodo de 16 horas, sob 35 uM.m-2.s-1 de intensidade luminosa.

Plantas ja estabelecidas “in vitro” da cultivar Caturra Amarelo foram
pré-cultivadas em meio “MS” sem reguladores de crescimento e parte em meio
MS acrescido de 6 mg.L-1 de BAP, por 60 dias. Apds esse periodo foram

instalados dois experimentos.

5.1 Efeito de concentracoes de BAP no meio de subcultivo
segmentos nodais de cafeeiro pré-cultivados em meio MS
sem regulador de crescimento ou com adicao de 6
mg.L" de BAP

Os explantes, provenientes de meio MS com e sem BAP,foram
inoculados em meio de cultivo MS acrescido de BAP nas concentracdes de 0, 6,
9, 12 e 15 mg.L-1, perfazendo 10 tratamentos em fatorial 2 x 5, com 4

repeticdes de 5 tubos cada.
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5.2 Efeito de concentracoes de TDZ no meio de subcultivo
em segmentos nodais de cafeeiro pré-cultivados em
meio MS sem regulador de crescimento ou com adicao
de 6 mg.L" de BAP

Os explantes, provenientes de meio MS com e sem BAP, foram
inoculados em meio de cultivo MS acrescido de TDZ nas concentracdes de 0;
0,05; 0,15; 0,45 e 1,35 mg.L-1, perfazendo 10 tratamentos em fatorial 2 x 5,
com 4 repeticdes de 5 tubos cada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e
ap6s 120 dias avaliou-se: nimero total de brotagdes (NTB), ndmero de
brotacdes maiores que lcm (NB>1cm), peso da matéria fresca das brotagdes
(PMFB), e peso da matéria seca das brotacdes (PMSB). Utilizou-se o teste de

Scott-Knott (1974) para a obtengao das andlises comparativas de média.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito de concentrac6es de BAP no meio de subcultivo
em segmentos nodais de cafeeiro pré-cultivados em
meio MS, sem regulador de crescimento ou com adicao
de 6 mg.L" de BAP.

Os resumos das andlises de varidncia estdo apresentados na Tabela 12A.
Observou-se diferenca significativa, nas quatro varidveis, para a interagdo meio
de pré-cultivo x BAP.

Para todas as varidveis estudadas ndo houve diferenca entre os explantes
pré-cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou com adi¢do de
BAP e posteriormente subcultivados para meio MS sem BAP (0 mg.L™").

Quando os segmentos nodais foram pré-cultivados em meio MS sem
BAP e posteriormente subcultivados para meio com BAP, ndo houve incremento

em nenhuma das varidveis, sem diferenca entre os tratamentos.

6.1.1 Numero total de brotacoes

O melhor resultado observado foi de 12,58 brotag¢des por explante obtido
em meio de subcultivo com 11,42 mgL' de BAP, apds pré-cultivo dos

explantes em meio MS adicionado de BAP (6 mg.L'l) (Figura 38).
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FIGURA 38 Numero total de brotagdes em segmentos nodais de cafeeiro pré-
cultivados em meio MS ou MS+BAP e subcultivados em meio com
diferentes concentragdes de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2003.

6.1.2 Numero de brotacoes maiores que um centimetro

Para nimero de brotacdes maiores que um centimetro, houve resposta
crescente até a concentracdo maxima de BAP no meio de subcultivo, em
explantes pré-cultivados em meio MS adicionado de BAP, obtendo-se 1,36

broto maior que 1cm (Figura 39).
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FIGURA 39 Nimero de brotagcdes maiores que lcm em segmentos nodais de
cafeeiro pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP e subcultivados
em meio com diferentes concentracdes de BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2003.

6.1.3 Peso da matéria fresca das brotacoes

O maior valor peso da matéria fresca das brotagdes (1,30 gramas) foi
obtido em meio de subcultivo com 9,07 mg.L"! de BAP, apés pré-cultivo dos

explantes em meio MS adicionado de BAP (6 mg.L'l) (Figura 40).

143



-2
-
-

—_
o

Peso da matéria fresca da parte aérea (gramas)
fom’
T -

BAP img/litro)

= MS
0= MS+BAP Y= 0,1572 40,2546 X — 0,0142 X? R>=0,81

FIGURA 40 Peso da matéria fresca de brotacdes em segmentos nodais de cafeeiro
pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP e subcultivados em meio
com diferentes concentracdes de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2003..
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6.1.4 Peso da matéria seca das brotacoes

Tendéncia similar a PMFB foi observada para a PMSB, em que o maior
valor (0,12 gramas) foi observado em meio de subcultivo com 9,14 mg.L'l de
BAP apés pré-cultivo dos explantes em meio MS adicionado de BAP (6 mg.L™)
(Figura 41).
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FIGURA 41 Peso da matéria seca de brota¢cdes em segmentos nodais de cafeeiro
pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP e subcultivados em meio
com diferentes concentracdes de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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6.2 Efeito de concentrac6es de TDZ no meio de subcultivo em
segmentos nodais de cafeeiro pré-cultivados em meio MS
sem regulador de crescimento ou com adicéo de 6 mg.L™"
de BAP.

Os resumos das andlises de varidncia estdo apresentados na Tabela 13A.
Observa-se que, para as caracteristicas nimero total de brotos e peso da matéria
fresca das brotagdes, houve efeito significativo da interacdo meio de pré-cultivo
x TDZ. Para nimero de brotos maiores que um centimetro e peso da matéria
seca das brotagdes, houve efeito significativo apenas para o meio de pré-cultivo.

Quando os segmentos nodais foram pré-cultivados em meio MS sem
BAP e posteriormente subcultivados para meio com TDZ, ndo houve incremento
em nenhuma das varidveis, sem diferenca entre os tratamentos. Quando os
explantes foram pré-cultivados em meio MS puro ou adicionado de BAP e
posteriormente subcultivados para meio MS sem TDZ (0 mg.L™"), também nio

houve diferenca em nenhuma das varidveis estudadas.
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6.2.1 Numero total de brotacoes

Maior nimero total de brota¢des (13,30) foi obtido com 0,15 mg.L" de
TDZ no meio de subcultivo, apds pré-cultivo dos explantes em meio MS

adicionado de BAP (Figura 42).
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FIGURA 42 Numero total de brotacdes de cafeeiro em segmentos nodais pré-
cultivadas em meio MS ou MS+BAP e subcultivadas em meio com
diferentes concentragdes de TDZ. UFLA, Lavras , MG, 2003.
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6.2.2 Numero de brotacoes maiores que um centimetro

O meio de pré-cultivo MS adicionado de BAP (6 mg.L-1) proporcionou
maior nimero de brotos maiores que um cm, como pode ser observado na

Figura 43.
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FIGURA 43 Numero de brotacdes maiores que 1 cm em segmentos nodais de
cafeeiro subcultivados com diferentes concentracdes de TDZ e
pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP (6 mg.L"'). UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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6.2.3 Peso da matéria fresca das brotacoes

Maior peso da matéria fresca das brotacdes (1,78) foi obtido com a

concentragdo méaxima (1,35 mg.L-1) de TDZ (Figura 44).
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FIGURA 44 Peso da matéria fresca de brotacdes em segmentos nodais de
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6.2.4 Peso da matéria seca das brotacoes

Maiores valores para peso da matéria seca das brota¢des foram obtidos
quando os segmentos nodais foram pré-cultivados em meio MS adicionado de

BAP, como pode ser observado na Figura 45.
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FIGURA 45 Peso da matéria seca das brotagdes em segmentos nodais de
cafeeiro subcultivados com diferentes concentracdes de TDZ e
pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP (6 mgL™). UFLA,
Lavras, MG, 2003.

Apés atingir um méximo, os valores observados das varidveis nimero
total de brotagdes, peso da matéria fresca e seca das brotacdes no experimento
com BAP no subcultivo, sofreram redu¢cdo com o aumento das concentracdes do
regulador, provavelmente devido a um efeito fitotéxico desse regulador.

Embora a citocinina estimule maior producdo de partes aéreas, o seu
excesso € toxico e caracteriza-se, principalmente, pela demasiada formacao de
brotacdes, falta de alongamento da planta, redugdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo

generalizada, o que pode levar a sérios problemas na fase de enraizamento
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(Lane, 1979; Leshen et al., 1988). Qi-guang et al. (1986) observaram que o
excesso de BAP inibiu a brotagdo de gemas, reduziu drasticamente o nimero de
partes aéreas por explante e promoveu a formacdo de calos em culturas de
Castanea mollissima.

Esses resultados vém corroborar o efeito benéfico do BAP para
promover a multiplicagdo de partes aéreas e indugdo de gemas adventicias.

Custer et al. (1980), propagando Coffea arabica “in vitro” por meio de
segmentos nodais, obtiveram 2,2 brotos/explante em meio MS acrescido de BAP
9,9 mg.L'1 e AIA 0,1 mg.L’l. Os mesmos autores testando diversas citocininas,
visando ao desenvolvimento de gemas axilares, obtiveram o melhor resultado
ap6s sete semanas de cultivo e BAP 10 mg.L", com média de 2,8 gemas/né. O
BAP foi a citocinina mais efetiva. Dublin (1991) também indica como melhor a
concentragio 10 mg.L"' de BAP no meio de cultivo.

Forni (1993) constatou aumento no nimero de brotos maiores que lcm
em Coffea arabica cv. Catuai Vermelho CH 207-2-5-44, com o aumento das
concentragdes de BAP. Carvalho et al. (1996), em trabalho com Coffea arabica
cv. Catuai, verificaram aumento linear do nimero de brotos maiores que lcm e
até 7,59 mg.L'1 de BAP no numero total de brotos.

O TDZ possui capacidade para induzir brotacdes multiplas em plantas
(Bretagne et al., 1994 e Sanago et al., 1996), com diversos relatos sobre seus
efeitos positivos na proliferacdo de brotagdes axilares (Eapen et al., 1998; Souza
et al., 1998; Bragwat et al., 1996; Huetteman & Preece, 1993; Fellman et al.,
1987; Nieuulker et al., 1986). Na maioria dos casos, o TDZ tem apresentado
resultados superiores em relacio a outras citocininas na induc¢do e multiplicacio
de brotos de vdrias espécies. Porém, algumas anormalidades t€m sido associadas
ao seu uso “in vitro” (Lu, 1993), como brotos menores € menos Vvigorosos

(Meyer & Van Staden, 1988).
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Andrade (1998) utilizando TDZ para micropropagacdo de Coffea arabica,
encontrou efeito desse regulador aumentando o nimero de brotos e nimero de
brotos maiores que 1 cm, tendo como melhores concentracdes acima de 0,90
mg.L'l.

A reducdo no valor das varidveis nimero total de brotagdes e peso da
matéria fresca das brotagdes, no experimento com TDZ no subcultivo, apds um
maximo, pode ser devido a um efeito fitotéxico causado pelo regulador,
associado ao efeito residual do BAP adicionado ao meio de pré-cultivo.

Pelos resultados obtidos, pode-se verificar que houve efeito residual do
BAP adicionado ao meio de pré-cultivo. Em todas as varidveis analisadas houve
incremento quando os explantes foram pré-cultivados em meio com BAP e
posteriormente subcultivados para meio adicionado de BAP ou TDZ. Fica
evidenciado também que somente o BAP residual, proveniente do meio de pré-
cultivo, ndo € suficiente para uma resposta satisfatéria dos explantes, tornando-

se necessdria a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de subcultivo.
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7 CONCLUSOES

Ha4 efeito residual do BAP adicionado ao meio de pré-cultivo, aumentando
todas as varidveis estudadas.

A adicdo de BAP (9-10 mg.L-1) no meio de subcultivo aumenta o peso da
matéria seca das brotagdes, o nimero total de brotacdes, nimero de brotacdes
maiores que um centimetro e o peso da matéria fresca das brotagdes.

A adi¢do de TDZ (0,15-1,35 mg.L-1) no meio de subcultivo incrementa o

nimero total de brotacdes e o peso da matéria fresca das brotacdes.
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TABELA 1A Resumo das andlises de deviance para a varidvel porcentagem de
estacas calejadas aos 45 dias de cafeeiros ‘Acaid’ e ‘Rubi’.
UFLA, Lavras - MG, 2003.

DEVIANCE
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 0,0003 0,0304
Sacarose 1 0,0033 0,0031
AIB 5 189,0031** 31,4051%*
Aquecimento basal x sacarose 1 0,0001 0,0140
Aquecimento basal x AIB 5 06,8853 18,2584 %**
Sacarose x AIB 5 13,2748%* 24,7191 **
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 29,9633%** 20,2601 **
Residuo 48 24,7926 20,5329
Probabilidade de ajuste do modelo P=0,997 P=0,998

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

TABELA 2A Resumo das andlises de deviance para a varidvel porcentagem de
estacas enraizadas aos 90 dias de cafeeiros ‘Acaid’ e ‘Rubi’.
UFLA, Lavras -MG, 2003.

DEVIANCE

FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 159,6789%** 27,2964%**
Sacarose 1 0,0016 0,0002
AIB 5 64,0026%* 88,6852%*
Aquecimento basal X sacarose 1 0,0020 2,8089
Aquecimento basal x AIB 5 32,8102** 20,3833%*
Sacarose x AIB 5 24,9401 ** 10,7499
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 12,2597* 13,2894 **
Residuo 48 17,954 14,2249
Probabilidade de ajuste do modelo P=0,997 P=0,999

* *%_ Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 3A Resumo das andlises de deviance para a varidvel porcentagem de
estacas enraizadas total, aos 180 dias, de cafeeiros ‘Acaid’ e
‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

DEVIANCE
FONTES DE VARIACAO GL  ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 7,9504%* 2,2049
Sacarose 10,0000 23,1549%*
AIB 5  42,0124**  70,9145%*
Aquecimento basal x sacarose 12,3536 2,2807
Aquecimento basal x AIB 5 5,8603 10,4127
Sacarose x AIB 5 93616 6,3870
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5  26,0948** 91920
Residuo 48 38,801 18,300
Probabilidade de ajuste do modelo P=0,825 P=0,999

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

TABELA 4A Resumo das andlises de varidncia para a varidvel nimero de
mudas formadas. Dados ndo transformados para a ‘Acaid’ e
transformados para log (x+1) para ‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG,

2003.

QUADRADO MEDIO
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 215,5697%** 0,625844**
Sacarose 1 19,044735%*  (,357299%**
AIB 5 19,666179**  (0,452305%*
Aquecimento basal x sacarose 1 6,142513%%* 0,19375
Aquecimento basal x AIB 5 7,17173%* 0,117126**
Sacarose x AIB 5 3,308735%** 0,030381**
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 2,753846%* 0,072139**
Residuo 48  0,56944 0,04861
Total 71
CV (%) 16,03 11,88

* ** Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 5A Resumo das andlises do desvio de deviance para a varidvel
porcentagem de estacas vivas, aos 90 dias, de cafeeiros ‘Acaid’ e
‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

DEVIANCE
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 16,6996** 35,1980%**
Sacarose 1 0,5210 35,7827%*
AIB 5 11,4726* 36,0395%*
Aquecimento basal x sacarose 1 1,6033 0,1294
Aquecimento basal x AIB 5 7,0113 27,1690%**
Sacarose x AIB 5 9,6732 13,6394 *
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 14,6374* 17,1970%**
Residuo 48
Probabilidade de ajuste do modelo P=0,997 P= 0,999

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

TABELA 6A Resumo das andlises de varidncia para a varidvel nimero de raizes
por muda. Dados ndo transformados para ‘Acaid’ e transformados
para log (x+1) para a ‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

. QUADRADO MEDIO
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubr’
Aquecimento basal 1 10,6591 ** 0,022649*
Sacarose 1 4,6254%* 0,004592
AIB 5 53,0117**  0,792224%*%*
Aquecimento basal X sacarose 1 18,6080%** 0,00001
Aquecimento basal x AIB 5 50,3330%** 0,195089**
Sacarose x AIB 5 12,0560%** 0,034223**
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 1,8569 0,035270%**
Residuo 48 1,113692 0,004627
Total 71
CV (%) 15,80 8,53

* *%_ Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 7A Resumo das andlises de variancia para a varidvel peso da matéria
seca das raizes, das mudas formadas. Dados nido transformados

para ‘Acaid’ e transformados para

UFLA, Lavras , MG, 2003.

log (x+1) para a ‘Rubi’.

QUADRADO MEDIO
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 0,119650%* 0,003054
Sacarose 1 0,022582 0,001177
AIB 5 0,322128%*%* 0,024555%*
Aquecimento basal X sacarose 1 0,108353%* 0,000216
Aquecimento basal x AIB 5 0,233085%** 0,015354%**
Sacarose x AIB 5 0,064469* 0,002890
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 0,055306%* 0,003260
Residuo 48  0,021716 0,001672
Total 71
CV (%) 33,57 28,96

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

TABELA 8A Resumo das andlises de variincia para a varidvel peso da matéria

seca da parte

aérea das mudas formadas. Dados ndo

transformados para ‘Acaid’ e transformados para log (x+1) para a
‘Rubi’. UFLA, Lavras, MG, 2003.

FONTES DE VARIACAO

Aquecimento basal
Sacarose
AlIB

Aquecimento basal X sacarose
Aquecimento basal x AIB

Sacarose x AIB

Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 0,098951

Residuo
Total
CV (%)

QUADRADO MEDIO
GL Acai&’ ‘Rubi’
1 3,442819*%%  0,020201%**
1 0,432063* 0,001251
5 1,584520*%*  0,069853**
1 0,785652**  0,007219
5 1,561619**  0,053933%**
5 0,130621 0,002407
0,004319

48  0,102122 0,002572
71

35,14 21,59

*, **_ Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 9A Resumo das andlises de varidncia para a varidvel relacdo
PMSR/PMSPA das mudas formadas. Dados ndo transformados
para ‘Acaid’ e transformados para log (x+1) para a ‘Rubi’.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
FONTES DE VARIACAO GL ‘Acaid’ ‘Rubi’
Aquecimento basal 1 1,155327** 0,041168%**
Sacarose 1 0,006015 0,000077
AIB 5 0,133086** 0,019527**
Aquecimento basal X sacarose 1 0,015579 0,004610
Aquecimento basal x AIB 5 0,072237** 0,013885%**
Sacarose x AIB 5 0,082936** 0,002714
Aquecimento basal x sacarose x AIB 5 0,027884** 0,002735
Residuo 48  0,008248 0,001238
Total 71
CV (%) 20,05 20,59

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

TABELA 10A Resumo das andlises de variancia para as caracteristicas nimero
de feixes vasculares, espessura do cilindro vascular, espessura
do cortex e espessura da epiderme. UFLA. Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
Fontesde @ G.L. Numero de Espessurado  Espessura do Espessura
variagao feixes cilindro cortex da
vasculares vascular epiderme
Mudas 3 0,013091* 14777,6728**  6646,98635  0,003117

Repeticdo 5 0,001400 4948 715854 11918,37820 0,002438
Residuo 15 0,002460 1581,167465 5180,6865 0,003477
Total 23

CV(%) 6,13 15,22 17,88 4,17

* *%_ Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 11A Medidas de comprimento de raiz, em metros, para raizes com

diadmetros de 0 a 2 mm, de 2 a 4 mm e maiores do que 4 mm;
comprimento total do sistema radicular; porcentagem do
comprimento total raizes com didmetro de 0 a 2 mm e
porcentagem do comprimento total de raizes com didmetro
maior do que 2 mm, observados em mudas de cafeeiros ‘Acaid’
e ‘Rubi’. UFLA. Lavras, MG, 2003.

Tipo de muda  Comprimento de raiz (m) para  Comprimento % do comprimento
diversos didmetros de raiz total (m) total em fungdo do @
da raiz

@ 0-2mm @ 2-4mm @ >4mm % 0-2mm  %>2mm

Acaid semente  24,67012  0,140142 0 24,81026 99,4351 0,564856
Acaid semente  21,78977  0,235275 0,000127  22,02518 98,9312 1,068786
Acaid semente  25,61096 0,138343 0 25,74930 99,4627 0,537268
Acaid estaca 51,03908 0,278805 0,171440  51,48932 99,1256 0,874443
Acaid estaca 51,03595 0,121628 0,106402  51,26398 99,5552 0,444815
Acaid estaca 49,07735 0,576302 0 49,65365 98,8394  1,160645
rubi semente 34,28041 0,104510 0,107640  34,49256 99,3849  0,615061
rubi semente 35,55734  0,101617 0,047993  35,70695 99,5810 0,418992
rubi semente 38,13074 0,000434 0,101951  38,23312 99,7322 0,267791
rubi estaca 53,05059 0,1480066 0 53,19866 99,7217 0,278327
rubi estaca 45,78683 0,696862 0,089174  46,57287 98,3122  1,687755
rubi estaca 49,85705 0,404384 0,122991  50,38442 98,9533 1,046701

TABELA 12A Resumo das andlises de variancia para as caracteristicas nimero

total de brotagdes (NBT), nimero de brotagdes maior que lcm
(NB > 1,0 cm), peso da matéria fresca das brotagdes (PMFB) e
peso das brotacdes (PMSB) para o subcultivo com BAP.
UFLA. Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
FONTES DE GL NTB NB >1,0 cm PMFB PMSB
VARIACAO
Meio Pré- 1 670,62505 ** 2,83551%  6,34054%%  (,03876%*
cultivo
BAP 4 42,58041 ** 0,12755 0,54615%%  0,00353%*
Meio Pré- 4 46,33348 ** 0,35612%  0,53288%*  0,00320%*
cultivo x BAP
Residuo 30 3,53431 0,11982 0,03350 0,00026
Total 39
CV (%) 34,0 41,0 35,0 28,78

*, %% Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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TABELA 13A Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas nimero
total de brotacdes (NTB), nimero de brotacdes maior que lcm
(NB > 1,0 cm), peso da matéria fresca das brotacdes (PMFB),
peso da matéria seca das brotagdes (PMSB) para o subcultivo
com TDZ. UFLA. Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
FONTES GL NTB NB > 1,0 cm PMFB PMSB
DE
VARIACAO
Meio Pré- 1 505,52100 ** 5,55025%: 9,58852%: 0,07144%
cultivo
TDZ 4 40,32610 ** 0,20582 0,61524%: 0,00127
Meio Pré- 4 39,65627 ** 0,53287 0,60553*: 0,00162
cultivo X
TDZ
Residuo 30 3,90200 0,26907 0,08048 0,00085
Total 39
CV(%) 40,72 48,9 46,5 43,6

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



APENDICE

APENDICE 1 Quadro de médias para as varidveis que apresentaram intera¢io
tripla: aquecimento basal x sacarose x AIB. UFLA, Lavras, MG,

2003.
Aquec. Sacarose AIB Numero de mudas Numero de Peso da PMSR/
basal formadas raizes por matériaseca PMSPA
muda (g) das
raizes
Cultivares Cultivar Cultivar Cultivar
Acaia Rubi* Rubi* Acaia Acaia

0 0 5,333333 0,634363 0,645839 0,291967 0,544367
0 2000 7,666667 0,774073 0,911999 0,408767 0,616967
0 4000 7,333333 0,774073 0,842282 0,387500 0,550467
0 6000 8,333333 0,883759 0,856985 0,462553 0,615600
0 8000 7,333333 0,651414 0,853183 0,445133 0,559767
0 10000 4,666667 0,883759 0,830717 0,266833 0,557767
1 0 5,000000 0,359727 0,460070 0,417400 0,517400
1 2000 4,666667 0,634363 0,888784 0,314767 0,445500
1 4000 6,666667 0477121 0,883193 0,412000 0,600467
1 6000 7,000000 0,859164 0,816132 0,504600 0,756167
1 8000 7,666667 0,751757 0,830309 0,363667 0,530700
110000 7,000000 0477121 0,926070 0,503300 0,661533
0 0 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0 2000 2,666667 0,418424 1,047828 0,513167 0,525000
0 4000 3,666667 0,477121 0,804991 0,745133 0,379800
0 6000 4,333333 0,725364 0,882949 0,553333 0,386200
0 8000 5,333333 0,800467 0,979591 0,732267 0,371733
0 10000 6,000000 0,864429 1,007699 0,673533 0,438633
1 0 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
1 2000 0,000000 0,477121 0,919574 0,000000 0,000000
1 4000 2,333333 0,359727 1,145758 0,503667 0,390767
1 6000 3,000000 0,725364 0,882510 0,572433 0,428333
1 8000 3,000000 0,359727 0,832770 0,952567 0,576467
110000 4,000000 0,715376 0,851340 0,510733 0,419600

- 24 24 a4 a4 dddaad a4 a0 000000000 0o Oo

* Dados transformados: Log (x+1)
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APENDICE 2 Quadro de médias para a varidvel nimero de raizes por muda
para a cultivar Acaid. UFLA, Lavras, MG, 2003.

AIB Sacarose Aquecimento basal

Com Sem Com Sem
0 3,7666670 3,2666670 7,0333330 0,0000000
2000 3,3083330 7,1160000 7,4243330 3,0000000
4000 5,4293330 7,3270000 6,1175000 6,6388330
6000 7,6031670 7,2820000 7,2768330 7,6083330
8000 10,2013330 8,4183330 7,9196670 10,7000000
10000 8,2390000 8,1793330 6,6055000 9,8128330

APENDICE 3 Quadro de médias para a varidvel peso da matéria seca em (g)
da parte aérea para a cultivar Acaid. UFLA, Lavras, MG, 2003.

AIB Aquecimento basal
Com Sem

0 0,0000000 0,7008670
2000 0,4803000 0,6896000
4000 1,6564170 0,6872830
6000 1,4063000 0,7055500
8000 1,8300170 0,7443170
10000 1,3959170 0,6172300

APENDICE 4 Quadro de médias para as varidveis PMSR/PMSPA, peso da
matéria seca da raiz e peso da matéria seca da parte aérea para
a cultivar Rubi. UFLA, Lavras ,MG, 2003.

AIB PMSR/PMSPA Peso da matéria seca  Peso da matéria
(g) da raiz seca (g) da parte
aérea

Aquecimento basal Aquecimento basal  Aquecimento basal

Com Sem Com Sem Com Sem
0 0,000000 0,179662 0,000000 0,125547 0,000000 0,215363
2000 0,178125 0,207405 0,193485 0,128236 0,326112 0,188056
4000 0,183243 0,209261 0,189817 0,123617 0,310842 0,186458
6000 0,158997 0,210647 0,162197 0,120993 0,299984 0,179687
8000 0,192846 0,179170 0,132962 0,121054 0,212380 0,213900
10000 0,168519 0,182526 0,207792 0,188653 0,360834 0,325686
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