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RESUMO: Avaliou-se o efeito de reguladores de crescimento na germinagdo e enraizamento in vitro de sementes de cafeeiro Rubi
(Coffea arabicalL. ‘Rubi’). Sementes de plantas adultas de cafeeiro foraminoculadasem meioMS/2 + 20g L' de sacarosee 6 g L de
agar. Foram testados quatro tratamentos: T1 - controle; T2- 6 mgL*de BAP+ 0,1 mgL*de ANA; T3-6 mgL*deBAP, T4-5mg
L*de GA,. O melhor tratamento obtido para enraizamento de sementes de cafeeiro foi o controle (MS/2 + &gar + sacarose), tornando-
se desnecessdria a adi¢do de reguladores de crescimento.
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EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON ROOT DEVELOPMENT IN
Coffea arabica L. ‘RUBI’ SEEDS GROWN IN VITRO

ABSTRACT: It was evaluated the effect of plant growth regulatorsin the root development in coffee seeds cv. Rubi (Coffea arabicaL. ‘Rubi’)
grownin vitro. Coffee seeds from adult plants were established on mediumMS2 + sucrose (20 g L%) + agar (6 g L%). Four treatments were
tested: T1 - control; T2- BAP (6 mgL™) + NAA (0,1 mg L?); T3- BAP (6 mg L™); T4 - GA, (5 mg L™). The highest rooting response was
observed on the control (MS/2 + agar + sucrose). This suggest that rooting can be achieved without the use of plant growth regulators.
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1 INTRODUCAO

As sementes de cafeeiro tém uma germinagdo
lenta e varidvel, o que dificulta severamente a
producéo de mudas para a estacdo chuvosa seguinte.
Geralmente, a emergéncia das pléantulas demora, em
média, de 50 a 60 dias, a contar da semeadura, e, por
isso, qualquer técnica que proporcione uma reducdo
no tempo de emergéncia, ou que possibilite a
identificacdo dos fatores responsaveis por essa
demora, é de grande interesse.

O meio de cultura “MS” (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) € o mais utilizado na propagacéo in
vitro de C. arabica, promovendo resultados positivos

na multiplicacdo de segmentos nodais e
desenvolvimento de embrides.

Segundo Kochba et a. (1974), a presenca de
&cido giberélico no meio de cultura proporciona a
iniciacdo de uma zona meristemética radicular e/ou
estimula o desenvolvimento de uma zona radicular
existente. As giberelinas possuem um efeito notavel
no alongamento do caule primario e esse efeito em
tecidos e no centro de crescimento (meristemas) €
caracterizado por um aumento no tamanho das células,
ou altataxade divisdo celular, ou ambas (NICKELL,
1982). Em alguns casos, o écido giberélico teriasido
usado para a conversdo de embriGes sométicos em
plantas (GUERRA et a., 1998).
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Segundo Zimmerman (1993), as auxinas
desempenham papel essencial no desenvolvimento
de embribes. As principais auxinas utilizadas sdo:
acido indolacético (AIA), &cido 24
diclorofenoxiacético (2-4D), &cido indolbutirico (AIB)
e &cido naftalenoacético (ANA) (GEORGE, 1993).

As citocininas atuam na divisdo celular, sendo
necessérias ha regulacdo da sintese de proteinas que
estdo diretamente relacionadas com a formagéo de
fibras do fuso mitético (GEORGE & SHERRINTON,
1984). As principais citocininas utilizadas séo: 6-
benzilaminopurina (BAP), isopentiladenina (2iP), e
zeatina (ZEA) (GEORGE, 1993).

O conhecimento dos aspectos fisiol 6gicos do
sistema radicular é condicdo obrigatéria para a
obtencdo de plantas transformadas de cafeeiro por
Agrobacterium rhizogenes (Riker et al., 1930)
Conn, 1942. Dessa forma, diversas pesquisas tém
sido desenvolvidas para entender as causas da lenta
e desuniforme germinacdo de sementes de
cafeeiro. Diante dos fatos, avaliou-se o efeito dos
reguladores de crescimento na germinacéo e
enraizamento in vitro de sementes de Coffea
arabica L. cv. Rubi.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Frutos de plantas
adultas de Coffea arabica cv. Rubi foram colhidos
no campo experimental de cafeicultura da UFLA,
despol pados mecanicamente, fermentados e as
sementes foram secas até 12% de contelido de agua
(base Umida). As sementes tiveram os pergaminhos
removidos manualmente e armazenadas a
temperatura de 10°C, por 3 meses, até a sua
utilizacéo.

No preparo dos meios, foram utilizadas
solucbes-estoque armazenadas em frascos de vidro
escuro, a temperaturas em torno de 5°C. Os meios
foram solidificados com 6 g L de agar e
suplementados com 20 g L de sacarose, sendo o
pH gjustado para 5,8 + 0,1, utilizando-se NaOH 0,5N
a0,1IN ou HCI 0,5N a0,1N e, entdo, distribuidos em
tubos de ensaio, cada um recebendo 15 mL.

Os tubos foram vedados com tampas
plasticas transllcidas antes do processo de
autoclavagem a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.
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Apos o resfriamento, o meio foi levado & camara
de fluxo laminar desinfestada com & cool 70%
(etanol), onde foi feita ainoculagdo das sementes.
As sementes ficaram embebidas em dgua destilada
por cercade 24 horas, parafacilitar a germinacéo
dos embrides; para a desinfestacdo, elas foram
imersas em solucéo de & cool 70% por um minuto
e, aseguir, em hipoclorito de sbdio 1% durante 20
minutos. Em seguida, foram lavadas com agua
destilada autoclavada por trés vezes em camara
de fluxo laminar.

O experimento consistiu de quatro
tratamentos: T1 — (MS/2) MS com metade da
concentracdo de seus sais e vitaminas,
suplementado com agar 6 g L e sacarose 20 g L*
(controle); T2 — T1 suplementado com 6 mg L™ de
BAP mais0,1 mg LtdeANA; T3-T1 suplementado
com 6 mg L de BAP; T4 — T1 suplementado com
5mg L de GA,. Apbs ainoculagéo, os tubos foram
vedados com parafilme e mantidos em camara de
germinacdo, sob condi¢des de obscuridade e com
temperatura de 30 = 1°C.

Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com seis repetices e um
tubo por parcela, cada tubo contendo uma semente.
A avaliacdo do experimento foi realizada 41 dias apds
ainstalacdo, por meio da presenca ou ndo do sistema
radicular, da massa fresca e da massa seca da
plantula. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia pelo software R (R DEVELOPMENTO
CORE TEAM, 2007), pacote agricolae, sendo os
efeitos dos tratamentos comparados pelo teste LSD
ao nivel nominal de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve formacdo de um sistema radicular
eficiente apenas para T1, apresentando raiz pivotante
eraizes laterais (Figura 1A).

No tratamento T2, que associou BAP e ANA
(Figura 1B), observou-se crescimento dos
cotilédones, e ndo de radicula, o que ndo ocorreu em
nenhum dos outros tratamentos. Provavelmente a
relacéo citocininas/auxinas foi muito alta neste
tratamento, pois, segundo Ben-Jaacov et a. (1991),
altas concentracdes de citocinina geramente inibem
ou atrasam a formacéo de raizes e também evitam o
crescimento e os efeitos benéficos das auxinas sobre
ainiciacdo radicular.
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Figura 1 - Aspecto morfoldgico do crescimento radicular de sementes de Coffea arabica cv. Rubi germinadosin vitro,
41 diasapbsoinicio dostratamentos. A) T1— M S sais e vitaminas, suplementado comagar 6 gL esacarose20g L*
(controle); B) T2—T1 suplementado com 6 mg Lt de BAP mais 0,1 mg Lt deANA; C) T3-T1 suplementado com 6 mg
L*deBAP; D) T4—T1 suplementadocom5mg L de GA,. Barras=1cm

Apesar de ter ocorrido a formagdo da alca
hipocotiledonar com o tratamento T3, ndo foi
observada a formagdo de um sistema radicular
eficiente, j& que essa formacéo ndo indicou um
sistema radicular completamente formado (Figura
1C). Esses resultados corroboram os dados obtidos
por Carvalho et al. (1998) que, trabalhando com
embrides do cafeeiro cv. Acaid, observaram que o
BAP ndo exerce influéncia sobre 0 enraizamento.

O tratamento T4 ndo apresentou formacdo de
sistemaradicular (Figura 1D). Esses resultados estéo
de acordo com a afirmacéo de George (1993),
segundo o qual a presenga de GA, no meio de cultura
impede ou diminui aformagdo de raizes, e de Carvalho
et a. (1998), que observaram que a adicdo de GA,
reduziu o processo da emergéncia das raizes.

Entretanto, Silva (2002) observou que a
formacao da radicula depende da sintese de
giberelinas enddgenas, sendo essas necessérias para
promover o seu enlogamento. Segundo Kochba et
al. (1974), apresenca de &cido giberélico no meio de
cultura proporciona a iniciacdo de uma zona
meristematica radicular ou estimula o desenvolvimento
de umazonaradicular existente.

Na Figura 2 observa-se a diferenca entre a
matéria fresca média das raizes de Coffea arabica
cv. Rubi.

Por meio dessa andlise, verifica-se que o0s
tratamentos T1 e T2 sdo estatisticamente diferentes
dos tratamentos T3 e T4, inferindo-se, indiretamente,
gue a atuacpo isolada de uma citocinina sintética, como
0 BAP (6-benzilaminopurina), na concentracéo de 6
mg L1, tem efeito inibitério sobre a formagdo
radicular, assim como o acido giberélico, GA, (T4).
Porém, observamos que a mesma concentragcdo de
BAP, associada a 0,1 mg L* de ANA (acido
naftalenoacético), possui atividade semelhante ao
tratamento-controle, porém, sem a formacao de um
sistemaradicular eficiente (Figuras 1A e 1B).

Adicionando 1 mg L™ de GA, ao meio de
crescimento, Nemeth (1979), citado por George
(1993), obteve aumento na formacdo de raizes em
brotacdes in vitro de Prunus salicina Lindl.
Resultados semel hantes foram observados por Anand
et al. (1972), citados por George (1993), que
encontraram maior taxa de enraizamento em
brotacbes de Coffea arabica apds tratamento em
solugGes contendo de 25 a50 mg L+ de GA.,.

Entretanto, segundo George (1993), apesar de
contribuir em alguns casos para aformacéo de raizes,
apresenca de GA, no meio de cultura freqlientemente
impede ou diminui a formagdo de raizes. Segundo
Putz (1971), citado por George (1993), ainibi¢do no
desenvolvimento do sistema radicular ocorre,
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Figura 2 — Efeito de reguladores de crescimento sobre a
formacdo de raizes em sementes de Coffea arabica cv.
Rubi germinadas in vitro. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente pelo teste LSD, para
matéria fresca. A barraindica o desvio-padréo entre as
repeticbes de cada tratamento.

principalmente, se a concentracdo de GA3 utilizada
promover o crescimento de meristemas isolados ou
extremidades de brotactes.

De acordo com Vdio (1976), em cafeeiro, tem
sido observado que a giberelina atua inibindo a
retomada do crescimento do embrido, e que a
citocinina atua de forma benéfica nesse crescimento.
Esse mesmo autor afirma que uma elevada taxa de
germinacdo esta relacionada com baixos teores de
substéancias semelhantes ao &cido abscisico e
giberélico e com altas concentracdes de substancias
semel hantes as citocininas.

4 CONCLUSAO

O melhor tratamento obtido para germinacéo
e enraizamento de sementes de cafeeiro cv. Rubi foi
no meio MS/2, suplementado com égar e sacarose.
Nenhum dos tratamentos que utilizaram reguladores
de crescimento contribui para melhorar o crescimento
radicular.
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