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RESUMO

A multiplicagdio in vitro possibilita a obten¢do de grande mimero de plantas ¢ a
garantia da uniformidade genética. Objetivou-se avaliar o efeito residual do BAP no meio
de pré-cultivo ¢ BAP ¢ TDZ no de subcultivo, sobre proliferagio de brotos axilares.
Segmentos nodais de cafeeiro ‘Caturra Amarelo’ estabelecidos in vifro foram pre-
cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou em MS acrescido de 6 mg.L™ de
BAP. Apos 180 dlas 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 ¢ 1,35 mg.L” de TDZ. O
meio foi ajustado para pH 5,8 ¢ solidificado com dgar 0,7%. Os explantes foram
transferidos para sala de cresmmento com temperatura de 27°Ct1, fotoperiodo de 16h ¢
intensidade luminosa de 32uM.m™ s’ durante 120 dlas Ha efeito residual do BAP
" adicionado ao meio de pré-cultivo. A adigdo de 9-10 mg. L' de BAP ¢ 0,15-1,35 mg.L"’ de
TDZ no meio de subcultivo incrementa o namero total de brotagdes, o numero de brotagdes
entre 0,5 cm e 1cm e maiores que 1cm e o peso da matéria fresca das brotagdes.
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ABSTRACT

EFFECT OF BAP CONCENTRATIONS IN PRE-CULTURE MEDIUM
AND BAP AND TDZ IN SUB-CULTURE MEDIUM ON COFFEE
MICROPROPAGATION

In vitro multiplication allows in the obtainment of a great number of plants and the
warranty of genetic uniformity. The residual effects of BAP in a pre-culture medium and
BAP and TDZ in a sub-culture medium on axillary bud proliferation were evaluated.
'Caturra Amarelo' coffee nodal segments established in vifro were pre-cultivated in MS
medium without growth regulators or in MS medium added of BAP 6 mg.L". After 180
days, the nodal segments were inoculated in MS medium added of 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 of TDZ at 0, 0.05, 0.15, 045 and 1.35 mg.L"’
concentrations. The medium pH was adjusted for 5.8 and sohdified with agar 0.7%. The
explants were transferred to the growth room at 27°C+1 temperature, 16h photopenod and
32uM.m2.s! light intensity, during 120 days. There was residual effect of BAP added to
the pre-culture medium. The addition of BAP (9-10 mg.L™") and TDZ (0.15-1.35 mg.L") to
the sub-culture medium increased the number of total sprouts, the number of sprouts
between 0.5 and 1cm, the number of sprouts number larger than 1 cm and the sprout fresh
matter weight.

Key words: Coffea arabica, tissue culture, nodal segments, cytokinin.
INTRODUCAO

O melhoramento do cafeeiro, pelos meétodos tradicionais, € um
longo processo que envolve varias técnicas, demanda mais de 15 anos para
obtencdo de um novo cultivar, é dispendioso e resulta em insuficiente
produgdo e distribuigdo de sementes para satisfazer as necessidades dos
produtores logo nos primeiros anos.

A multiplicagdo in vitro é considerada de grande importancia para a
propagacdo de genotipos excepcionais em larga escala. As técnicas de
cultura de tecidos tém possibilitado a obtengdo de grande numero de
plantas e a garantia da uniformidade genética do matenal (7, 11, 26, 30).

Na cultura de tecidos, a adicao de reguladores de crescimento ao
meio de cultura é de suma importancia, pois reproduz o que ocorre
naturalmente na planta. Combinagdes entre essas substancias propiciam
melhor crescimento ¢ desenvolvimento do explante (/). Um meio minimo,
sem adicio de reguladores de crescimento, raramente serve de veiculo para
suportar o crescimento de tecidos normais (/9).

As citocininas sdo indispensaveis para quebrar a dominancia apical e
induzir a proliferagao de gemas axilares, sendo o tipo de citocinina € a sua
concentracdo os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagao
in vitro (16). A benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para a
multiplicagdo em diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia
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para multiplicacdo de partes aéreas ¢ indugio de gemas adventicias (73,
17, 32). Viarios autores testaram o efeito desse regulador na
micropropagacdo do cafeeiro (2, 3, 6, 7, 9, 10, 31). |

O Thidiazuron (TDZ) tem sido descrito como uma substancia com
potente efeito citocininico, com capacidade para induzir brotagdes
multiplas em plantas (5). E utilizado como regulador de crescimento em
espécies lenhosas, sendo considerado uma das mais positivas inovagdes da
cultura de tecidos nos ultimos anos (18, 22, 23).

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 Grattapaghia e Machado (16), o efeito das citocininas
ndo se restringe a uma subcultura, pois diversas vezes constata-se efeito
residual de uma subcultura para outra, que ¢ positivo quando se trata, por
exemplo, do processo de rejuvenescimento in vitro de espécies lenhosas
pelas seguidas exposi¢des a citocinina. Entretanto, pode ser problematico
quando afeta o alongamento e torna-se fator limitante na fase de
enraizamento. Quando exerce acdo negativa, o efeito residual pode ser
resolvido com a introduc¢do de uma fase intermediaria de alongamento, em
meio com concentragdes reduzidas ou auséncia de citocinina, para
desintoxicar as culturas. A adigdo 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 tém sido
observados nas plantas apOs o transplante, como menor capacidade de
sobrevivéncia durante a aclimatiza¢do, devido a vitrificagdo, quebra da
domindncia apical, manutencdo de habito arbustivo e miniaturizacdo e
deformacgao dos frutos (/6).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito residual do BAP,
no meio de pré-cultivo ¢ de BAP ¢ TDZ no meio de subcultivo, sobre a
proliferacido de brotos axilares de Coffea arabica.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se segmentos nodais provenientes de plantulas de Coffea
arabica 'Caturra Amarelo' estabelecidas in vitro. Parte do material fot pré-
cultivado em meio MS (24) sem reguladores de crescimento ¢ parte em
meio MS acrescido de 6 mgL"' de BAP durante 180 dias. Apds esse
periodo, foram instalados dois experimentos. No primeiro, 0s segmentos
nodais pré-cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou em
MS com BAP foram inoculados em meio de cultivo MS acrescido de BAP
nas concentragdes de 0, 6, 9, 12 e 15 mg.L", perfazendo 10 tratamentos em
fatorial 2 x 5, com quatro repeticdes de cinco tubos cada. No segundo
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experimento, segmentos nodais foram inoculados em meio MS de cultivo
acrescido de TDZ nas concentragdes de 0; 0,05; 0,15; 0,45 ¢ 1,35 mg.L",
perfazendo 10 tratamentos em fatorial 2 x 5, com quatro repetigOes de
cinco tubos cada. O meio foi ajustado para pH 5,8, solidificado com agar
- 0,7% e autoclavado a 121°C e 1,2 atm durante 20 min. Depois de
inoculados no meio de cultura, os explantes foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura de 27°C+l1, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 32puM.m”s”. O delincamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, € apos 120 dias, analisaram-se o
nimero total de brota¢des, nimero de brotagdes maiores que 1 cm, numero
de brotacdes entre 0,5 ¢ 1 cm e peso da matéria fresca das brotagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de concentracdes de BAP no meio de subcultivo em explantes

de cafeeiro pré-cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou
com adi¢cdo de 6 mg.L”' de BAP

Maiores valores de numero total de brotagdes (12,58), nimero de
brotagdes entre 0,5 cm e 1 cm (3,22) e peso da matéria fresca das brotagdes
(1,30g) foram obtidos em meio de subcultivo com 11,42; 11,04 ¢ 9,07
mg.L"' de BAP, respectivamente, apds pré-cultivo dos explantes em meio
MS adicionado de BAP (Figuras 1, 3 € 4). Apés atingir um valor maximo,
as variaveis sofreram reduc¢do com o aumento das concentragées de BAP,
provavelmente devido ao efeito toxico deste regulador. Quando os
segmentos nodais foram pré-cultivados em meio MS sem BAP e
posteriormente subcultivados em meio com BAP, ndo houve incremento
no valor de nenhuma das variaveis, sem diferenca entre os tratamentos.
Embora a citocinina estimule maior produ¢do de partes aéreas, o seu
excesso é toxico e caracteriza-se, principalmente, pelo demasiado
entufamento e falta de alongamento das culturas, redu¢do no tamanho das
folhas, encurtamento dos entrenos, engrossamento exagerado dos caules e
vitrificagdo generalizada, o que pode levar a sérios problemas na fase de
enraizamento (20, 21). Qi-Guang et al. (27) observaram que o excesso de
BAP inibiu a brota¢ido de gemas, reduziu drasticamente o namero de partes
aéreas por explante e formou calos em culturas de Casfanea mollissima.

Com relagdo ao nimero de brotagdes maiores que 1 cm, houve
resposta crescente até a concentragio maxima de BAP no meio de
subcultivo, em explantes pré-cultivados em meio MS adicionado de BAP,
obtendo-se 1,36 broto maior que 1 cm (Figura 2). Ndo houve diferenca
entre os tratamentos quando os segmentos nodais foram pré-cultivados em

me1o MS sem BAP.
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Em todas as variaveis estudadas nao houve diferenca entre os
explantes pré-cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou

com adicio de BAP e posteriormente subcultivados para meio MS sem
BAP (0 mg.L™").
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FIGURA 1 - Numero total de brotagdes em segmentos nodais de cafeeiro

pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP e subcultivados
em meto com diferentes concentragoes de BAP.
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FIGURA 2 - Numero de brotagdes maiores que lcm em segmentos

nodais de cafeeiro pré-cultivados em meio MS ou
MS+BAP ¢ subcultivados em meio com diferentes
concentracoes de BAP.




258 REVISTA CERES

. y=03116+0,5293x - 0,0241x° R*>=0,97

0,5<NB<1 ¢m
O = N W

BAP (mg L")

A MS e MS+BAP

FIGURA 3 - Numero total de brotacoes entre 0.5cm e lcm em
segmentos nodais de cafeeiro pré-cultivados em meio
MS ou MS+BAP e subcultivados em meio com
diferentes concentragoes de BAP.
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FIGURA 4 - Peso da maténa fresca de brotagdes em explantes de
cafeeiro pré-cultivados em meio MS ou MS+BAP e
subcultivados em meio com diferentes concentracoes de

BAP.

Os resultados encontrados no presente trabalho vem corroborar o
efeito benéfico do BAP para promover a multiplicagao de partes aereas e
indugao de gemas adventicias.

Custer, Wang e Buijs (9), propagando C. arabica in vitro por meio
de segmentos nodais, obtiveram 2,2 brotos/explante em meio MS
acrescido de BAP 99 mgL’' e AIA 0,1 mgL"'. Os mesmos autores,
testando diversas citocininas, visando ao desenvolvimento de gemas
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axilares, obtiveram o melhor resultado apds sete semanas de cultivo em
BAP 10 mg L, com média de 2,8 gemas/n6. O BAP foi a citocinina mais
efetiva.

Forni e Pasqual (/4) constataram aumento no numero de brotos
maiores que lcm em C. arabica cv. Catuai Vermelho CH 207-2-5-44, com
o aumento das concentragoes de BAP. CARVALHO et al. (7), em trabalho
com C. arabica cv. Catuai, verificaram aumento linear do numero de
brotos maiores que lcm e até 7,59 mg. L' de BAP no mimero total de
brotos.

Efeito de concentragoes de TDZ no meio de subcultfivo em explantes

de cafeeiro pré-cultivados em meio MS sem regulador de crescimento ou
com adigdo de 6 mg L™ de BAP

Maior numero total de brotacdes (13,30) e numero de brotagoes
entre 0.5cm e lem (4,07) foram obtidos com 0,15 mg.L™' de TDZ no meio
de subcultivo, apos pré-cultivo dos explantes em meio MS adicionado de
BAP (Figuras 5 e 6). Maior peso da maténa fresca das brotagoes (1,78 g)
foi obtido com a concentracio maxima (1,35 mg.L') de TDZ (Figura 7). A
reducio no valor das vanaveis, apos um maximo, pode ser devida a um
efeito fitotoxico causado pelo TDZ, associado ao efeito residual do BAP
adicionado ao meio de pré-cultivo. Quando os segmentos nodais foram
pré-cultivados em meio MS sem BAP e posteriormente subcultivados para
meio com TDZ, nio 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 BAP (0 mg_.L"'), também nao houve diferenga em
nenhuma das variaveis estudadas. Os tratamentos ndo foram significativos
para numero de brota¢des maiores que 1 cm.

O TDZ possui capacidade para induzir brotagoes multiplas em
plantas (5, 29), com diversos relatos sobre seus efeitos positivos na
proliferacdo de brotagbes axilares (4, 12, 13, 18, 25). Na maioria dos
casos, o TDZ tem apresentado resultados superiores em relagcao a outras
citocininas, na inducdo e multiplicagdo de brotos de varias espécies.
Porém, algumas anormalidades tem sido associadas ao seu uso in vifro
(22), como brotos menores € menos vigorosos (23).

E importante ressaltar o expressivo nimero de até 13
brotagoes/explante observadas no presente trabalho. Este resultado supera
em muito os valores de 3,14; 2.45; 6,8 ¢ 2,87 encontrados por Barros e
Pasqual (2), Forni e Pasqual (/4), Carvalho et al. (8) e Ribeiro (25).
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FIGURA 5 - Numero total de brotagées de cafeeiro pré-cultivadas em
meio MS ou MS+BAP e subcultivadas em meio com
diferentes concentracoes de TDZ.
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FIGURA 6 - Numero de brotagdes de cafeeiro entre 0,5 cm ¢ 1 cm pré-
cultivadas em meio MS ou MS+BAP ¢ subcultivadas em
meio com diferentes concentragGes de TDZ.



VOL . XLIX,N°283,2002 261

| Y=0,64+ 2,14x — 0,96x* R*=0,76 |

]
o | “/
0 0,2 04 06 08 1 12 14

TDZ (mg L")
A MS e MS+BAP
FIGURA 7 - Peso da matéria fresca de brotagbes de cafeeiro pré-

cultivadas em meio MS ou MS+BAP e subcultivadas em
me10 com diferentes concentracoes de TDZ.

Pelos resultados obtidos, pode-se verificar que houve efeito residual
do BAP adicionado ao meio de pré-cultivo. Em todas as variaveis
anahsadas houve incremento quando os explantes foram pré-cultivados em
meio com BAP e posteriormente subcultivados em 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
satisfatona dos explantes, tormando-se necessaria a adigdo de reguladores
de crescimento ao meio de subcultivo.

Segundo Grattapaglia e Machado (/6), o efeito das citocininas nio
se restringe a uma subcultura, pois diversas vezes constata-se um efeito
residual de uma subcultura para outra. Este efeito residual é positivo
quando se trata, por exemplo, do processo de rejuvenescimento in vitro de
especies lenhosas pelas seguidas exposi¢oes a citocinina ou, como no caso
do presente trabalho, aumenta ainda mais a resposta das variaveis.

CONCLUSOES

1) Ha efeito residual do BAP adicionado ao meio de pré-cultivo.

2) A adigao de BAP (9-10mg.L™") e TDZ (0,15-1,35mg.L"") no meio
de subcultivo incrementa o numero total de brotacdes, o numero de
brotagoes entre 0,5 cm e 1 cm e maior que 1cm e o peso da matéria fresca
das brotagoes.
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