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Resumo

O abjetivo do presente trabalho foi avaliar as porcentagens de contaminagdo fiingica, contaminagao bacteriana,
oxidacdo fendlica e porcentagem de germinagdo no estabelecimento de sementes artificiais com embrides
zigobticos de cafeeiro em diferentes concentragdes de meio MS e acido giberélico. O presente experimento foi
desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais no IFSULDEMINAS Campus
Muzambinho. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x6 com
36 parcelas e quatro embrides por parcela, os tratamentos foram, T1: 0% do meio MS e 5 mg L' de
GA3; T2: 25% de MS e 5 mg L™ de GAs; T3: 50% de MS e 5 mg L' de GA3; T4:0% do meio MS e 10
mg L de GAs; T5: 25% de MS e 10 mg L' de GA3; T6: 50% de MS e 10 mg L' de GAs. Foram
realizadas duas avaliagdes, a primeira com seis dias e a segunda aos vinte e sete dias apos a inoculagao.
O tratamento 2 obteve 91,66% de germinagdo, o tratamento 6 apresentou 8,33 % de contaminagdo
fingica e o tratamento 5 foi o mais eficiente para o controle contaminagao bacteriana.
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EXTREMOS CLIMATICOS:

INTRODUCAO

Historicamente a propagacao de plantas de cafeeiro da espécie Coffea arabica L., foi realizada
por meio de sementes, método esse consagrado como ideal para a cultura até entdo. Porém, o longo
periodo necessdrio para obtencdo de uma cultivar no processo de melhoramento genético ¢ um
problema com o uso esse método. A propagacao vegetativa como estaquia ¢ embriogénese somatica
obtém-se clones de hibridos com grande potencial produtivo, surgindo como alternativa para o
desenvolvimento de novas cultivares, em menor tempo (DOMINGHETTI et al., 2016)

Em cafeeiro, a embriogénese somatica pode ocorrer por duas vias diferentes: direta e indireta.
Na indireta, os embrides originam-se diretamente dos explantes a partir de um processo de
rediferenciagdo celular (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002). Na direta, a partir do explante, origina-se
um aglomerado de células desdiferenciadas, de coloracdo amarela caracteristica, denominadas calos
embriogénicos, que se multiplicam até serem estimuladas a se rediferenciarem em embrides somaticos
(SANTANA-BUZZY et al., 2007

Virios trabalhos de cultura de tecidos com diferentes objetivos t€ém sido realizados na cultura
do cafeeiro. Porém, devido principalmente a contaminagdes, oxidacdo, baixa ou nula regeneragdo e
problemas na aclimatizagdo de plantas, a eficiéncia da técnica apresenta limitagcdes, (LONDONO;
OROZCO, 1986).

O cultivo in vitro de embrides oferece sistema controlado para estudar os problemas
fisiologicos, nutricionais e bioquimicos dos embrides em vdrios estadios de desenvolvimento
(PASQUAL; PINTO, 1988). As duas consideragcdes mais importantes na cultura de embrides do ponto
de vista técnico, sdo a composi¢cdo do meio de cultura e a excisdo do embrido, com a composi¢ao do
meio e a preparacao asséptica dos embrides variando entre as espécies (ANDREOLI, 1985).

A transferéncia das mudas produzidas in vitro, para o ambiente natural, ou um ambiente de
transicdo, como uma casa de vegetagdo ou telado ¢ denominado de aclimatizagdo, € conceituada como
sendo uma das fases da micropropagacao, (DEBERGH E MAENE, 1981). Para obtencdo de mudas de
qualidade obtidas por cultura de tecidos, esse ¢ um processo crucial.

Tendo em vista sua eficacia e potencial de redugdo de custos a tecnologia de sementes sintéticas
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surgiu como uma ferramenta promissora na micropropagacao de plantas, (Pattnaik & Chand, 2000).

A técnica de producdo de sementes artificiais e encapsulamento inicia-se com a indugdo do
embrido somatico em meio de cultura ou germinacao in vitro de sementes convencionais para posterior
encapsulamento dos protocormos gerados. Em seguida, utilizando um material gelificante que somado
a outros componentes constitui a matriz de encapsulamento, os embrides sdo encapsulados
individualmente (VARGAS et al., 2014). Essas sementes artificiais sdo armazenadas a curto ou médio
prazo em condigdes especificas para cada espécie ou género, a depender da aplicacao, € posteriormente,
sao convertidas em plantula novamente (HAQUE; GHOSH, 2017).

A capsula que envolve o explante realiza o papel do endosperma de uma semente natural,
regulando o crescimento e propiciando nutrigdo, como também, confere protecdo contra danos
mecanicos feito o tegumento, mas de modo artificial (MALABADI; STADEN, 2005).

Para encontrar o que melhor se enquadra a necessidade do vegetal, permitindo sua sobrevivéncia
muitos materiais em gel j& foram testados, em relagdo a composi¢do da matriz de encapsulamento.
Entretanto, segundo Rihan et al. (2017) devido a sua espessura sensivel, fraca capacidade de fiacdo da
solucdo, baixo custo, caracteristicas de bioadequacao e rapida gelificagdo, a matriz composta por
alginato se destacou.

O abjetivo desse trabalho foi avaliar as porcentagens de contaminacdo fingica, contaminagdo
bacteriana, oxidagdo fendlica e porcentagem de germinagdo no estabelecimento de sementes artificiais

com embrides zigoticos de cafeeiro em diferentes concentragdes de meio MS e 4cido giberélico.

METODOLOGIA

O presente experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
localizado no prédio de Ciéncias Agrarias e Biologicas I do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Sul de Minas Gerais, Campus Muzambinho, no municipio de Muzambinho, Minas
Gerais, no més de maio de 2024. Para a producao das sementes artificiais, foram utilizados embrides
zigbticos de Coffea arabica L. da cultivar Paraiso extraidos de frutos em estadio verde cana em camara
de fluxo laminar.

Os frutos foram desinfestados com alcool 70% por 1,5 minutos e posteriormente em solugdo de
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EXTREMOS CLIMATICOS:

hipoclorito de sodio a 1,25% de cloro ativo durante 20 minutos. Os embrides foram inoculados em

meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na concentra¢ao de 50% dos sais por um periodo

de 24 horas. Apds este periodo, os embrides foram submetidos a matriz de encapsulamento para
complexacdo e formagao das sementes artificiais referentes a cada tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x6 com 36
parcelas e quatro embrides por parcela. Os tratamentos foram realizados com diferentes concentragdes
de meio de cultura (MS) e diferentes concentragdes de acido giberélico (GA3) para a confecg¢ao das
sementes artificiais. Onde, os tratamentos foram, T1: 0% do meio MS e 5 mg L' de GA3; T2: 25% de
MS e 5 mg L de GA3; T3: 50% de MS e 5 mg L' de GA3; T4:0% do meio MS e 10 mg L' de GA3;
T5:25% de MS e 10 mg L' de GA3; T6: 50% de MS e 10 mg L' de GAs.

Todos os meios de cultura confeccionados para a complexacao das sementes artificiais em cada
tratamentos mencionados, foi realizado com pH ajustado para 5,7+0,1 e autoclavado por um periodo
de 20 minutos sob temperatura de 120°C e 1,5 atmosfera de pressdo. Na capela de fluxo laminar o meio
foi acrescido de 3g L' de alginato de sédio e 1g L™! de goma xantana.

Os embrides foram submersos na matriz de encapsulamento e resgatados com auxilio de uma
pipeta automatica ajustada para 500 pL, sendo entdo, gotejados em solucao de cloreto de calcio
(CaCl2.2H2 O) a concentragao de 100mM, onde permaneceram por 20 minutos para sua complexagao.
Apds este periodo, as sementes foram submetidas em solucdo de nitrato de potassio (KNOs3) na
concentracdo de 100mM, por 20 minutos, para em seguida, serem submetidas a triplice lavagem em
agua destilada autoclavada. Logo apods as sementes artificiais serem complexadas, elas foram
inoculadas em tubos de ensaios com meio de cultura MS na concentracao de 100% dos sais, em
seguidas os tubos foram levados para a sala de crescimento que permaneceu até serem avaliadas.

Foram realizadas duas avaliagdes, a primeira com seis dias e a segunda aos vinte e sete dias
apos a inoculagdo. Verificou-se as porcentagens de contaminacao fungica, de contaminacao bacteriana
de oxidacdo fendlica e de germinagao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia com o emprego do software
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011), sendo a diferenga significativa entre tratamentos determinada

pelo teste F e, analisados pelo teste de comparagao de médias Skott Knott.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira avaliacdo ndo foi observado diferenca significativa para os tratamentos em
porcentagens de contaminacdo fingica e porcentagens de oxidagdo fenolica. Para as porcentagens de
contaminac¢do bacteriana e porcentagens de germinacao houve diferenca significativa. Como mostra a

Tabela 1.

Tabela 1: Primeira avaliagao das porcentagens de contaminacdo fiingica, contaminagao bacteriana,
oxidacao fendlica e germinacdo das sementes artificiais em diferentes tratamentos para estabelecimento
in vitro. Muzambinho — MG. 2024.

Tratamento Fungo Bactéria Oxidacao Germinac¢io

-------- ---%--- ---%--- ---%--- ---%---

1 8,33 a 0,00 a 0,00 a 41,66 a

2 4,16 a 16,66 a 0,00 a 29,16 a

3 8,33 a 87,50 ¢ 0,00 a 4,16 b

4 16,66 a 70,83 b 0,00 a 41,66 a

5 25,00 a 0,00 a 0,00 a 20,83 b

6 0,00 a 0,00 a 0,00 a 37,50 a
CV (%) 172,51 47,47 0,00 73,40

) Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nio diferiram entre si pelo Teste Scott Knott ao nivel de 0,05 de
significancia.

Na porcentagem de contaminagdo fungica, apesar de ndo haver diferenga significativa, os
tratamentos T6 e T2 se destacaram com resultado de 0,00% e 4,16%, respectivamente. Para a
contaminagdo bacteriana, os tratamentos T1, TS e T6 apresentaram as menores porcentagens. O
tratamento T3 foi o que apresentou maior porcentagem de contaminacdo bacteriana na primeira
avaliagdo (Tabela 1).

Na Tabela 1, as maiores porcentagens de germinagao foram observadas nos tratamentos T1, T2,
T4, e T6.

Na segunda avalia¢do, pode ser observado que nao houve diferenca significativa para as
porcentagens de contaminag¢do fingica. J4 para as porcentagens de contaminag¢do bacteriana, de

oxidacao fenolica e de germinacdo, houve diferenga significativa (Tabela 2).
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Tabela 2: Segunda avaliagao das porcentagens de contaminacdo fingica, contaminag¢ao bacteriana,
oxidacao fendlica e germinacao das sementes artificiais em diferentes tratamentos para estabelecimento
in vitro. Muzambinho — MG. 2024.

Tratamento Fungo Bactéria Oxidacao Germinac¢io

-------- ---%--- ---%--- ---%--- ---%---

1 12,50 a 12,50 a 2,08 a 83,33 a

2 12,50 a 83,33 b 0,00 a 91,66 a

3 16,66 a 95,83 b 16,66 b 37,50 b

4 25,00 a 83,33b 12,50 b 54,16 b

5 25,00 a 8,33 a 0,00 a 66,66 b

6 8,33 a 62,50b 2,08 a 66,66 b
CV (%) 122,47 41,33 128,82 37,50

) Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nio diferiram entre si pelo Teste Scott Knott ao nivel de 0,05 de
significancia.

Na porcentagem de contaminagdo fingica, mesmo nao havendo diferenca significativa na
segunda avaliacdo, o T6 foi o que apresentou menor porcentagem. Para a porcentagem de contaminagao
bacteriana os tratamentos T5 e T1 apresentaram menores valores, 8,33 e 12,50%, respectivamente
(Tabela 2).

Os tratamentos T2 e TS5 nao apresentaram oxidacdao fendlica dos explantes. Ja para os
tratamentos T6 e T1, a porcentagem de oxidagdo fendlica, pode ser considerada muito baixa com
valores de 2,08 % (Tabela 2).

Para a porcentagem de germinagdo, os tratamentos T1 e T2 apresentaram os maiores valores,
83,33% e 91,66%, respectivamente (Tabala 2).

Piza, Silva e Maciel (2017), avaliando a influéncia de diferentes concentragdes dos sais do meio
de cultura MS e de goma xantana para otimizacao de um protocolo para produ¢do de sementes sintéticas
a partir de embrides somaticos de Coffea arabica L., observaram que os melhores resultados foram
obtidos com as concentracdes de 25 e 50% dos sais do meio MS e goma xantana nas concentragdes de

0, 1, 1,5 e 2%, diferente dos resultados encontrados nesse trabalho.
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CONCLUS()ES ou CONSIDERAC()ES FINAIS

Na primeira e na segunda avaliacdes, os tratamentos T1, T2, TS5 e T6 apresentaram as menores
porcentagens de oxidagdo fenolica. As maiores porcentagens de germinacdo das sementes artificiais,
na primeira avaliagdo, foram nos tratamentos T1, T2, T4 e T6.

Na segunda avaliagdo, as menores porcentagem de contaminacdo bacteriana e as maiores
porcentagens de germinagdo das sementes artificiais foram nos tratamentos T1 e T2.

A tecnologia de produg@o de sementes artificiais necessita de aprimoramentos continuos, sendo
assim, pesquisas devem ser desenvolvidas para a reconstituicdo do endosperma sintético a fim de
aprimoramento desta tecnologia de modo a promover a semeadura direta em condi¢des de viveiro com

alto indice de germinagdo e desenvolvimento.
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