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RESUMO

Foi conduzido o presente trabalho, visando estabelecer um protocolo de preparo de sementes de Coffea
canephora cv. Tropical para cultivo de embrides in vitro. O delineamento utilizado foi DIC em esquema fatorial
(4X4) : 4 métodos para remogdo dos pergaminhos ( retirada manual e as embebicGes em solugdes de 100ml,
200ml e 400ml de cloro ativo a 2,5% por 6 horas a temperatura de 25 °C e 4 periodos de embebigéo (36, 48, 60
e 72h ) das sementes em &gua destilada a 30°C para retirada dos embrides. Com rela¢do ao 1VVG, na concentracéo
de 100ml em 60h e na concentracdo de 400ml em 36h e 48h, proporcionaram melhores resultados. Com relacéo
a biomassa fresca nas plantulas, na concentragcdo de 400ml em 36h e 48h, na concentra¢do de 200ml em 48h,
assim como na concentracdo de 100ml em 48h e 60h apresentaram maior biomassa fresca. A maior biomassa
seca foi encontrada nas plantulas emergidas em hipoclorito de sédio a 100ml e 400ml, nos tempos de 60h e 36h,

respectivamente.

Palavras-chave: Cafeeiro; hipoclorito de sodio; Imerso.

1. INTRODUCAO

A implantacdo da cultura do cafeeiro é feita por mudas, o que requer a utilizacao de
sementes de alta qualidade. A cultura de embrides in vitro permite a recuperacdo de embrides
provenientes de cruzamentos interespecificos, multiplicacdo rapida do material selecionado e,
com isso, antecipar a época de plantio.

O endosperma da semente de café e um tecido duro, que dificulta a retirada dos
embrides. Dessa forma a pré-embebicdo das ementes em agua € utilizada, para facilitar a

extracdo dos embrides. De acordo com Dias e Silva (1986), é recomendavel a embebicdo das
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sementes por 18 a 24 horas a 30° C. No entanto, resultados de pesquisas tém demonstrado que
este tempo é insuficiente para amolecer as sementes. Alguns autores defendem a utilizagdo da
embebicdo das sementes de café por maior tempo, facilitando a excisdo dos embrides e a
coloracdo dos mesmos (CLEMENTE et al., 2011;VIEIRA et al., 1998).

Diante da dificuldade de extracdo de embrides em sementes de cafeeiro sem causar
danos de viabilidade na germinacéo, aliado a divergéncia de metodologias encontradas na
literatura, foi conduzido o presente trabalho, visando estabelecer um protocolo de preparo de
sementes de Coffea canephora cv. Tropical para cultivo de embrides in vitro, contribuindo

assim, com pesquisas futuras de adaptabilidade desta cultivar no Sul de Minas Gerais.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi instalado e conduzido no Setor de Biotecnologia: Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado no IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho e as
sementes foram fornecidas pela PROCAFE em varginha.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial (4X4) constituido de 4 métodos para remoc¢do dos pergaminhos ( retirada
manual e as embebicdes em solugdes de 100ml, 200ml e 400ml de cloro ativo a 2,5% por 6
horas a temperatura de 25 °C (MEIRELES et al., 2007) ) e 4 periodos de embebicao (36, 48,
60 e 72h ) das sementes em agua destilada a 30°C para retirada dos embrides. Foram
utilizadas 5 repeticdes por tratamento e 4 embrides por parcela.

Antes da retirada dos embrides, as sementes foram desinfestadas com solucdo de
hipoclorito de sddio a 40% durante 15 minutos e lavadas quatro vezes com &gua destilada e
autoclavada ja em capela de fluxo laminar.

Foram inoculados 4 embriGes em frascos contendo o volume de 30 mL de meio de
cultura sélido MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose e 6 g L~
! de 4gar e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.

Apo6s a inoculacdo dos embrides in vitro, estes foram mantidos em sala de
crescimento, com 25 umol m?s™ de intensidade luminosa, temperatura de 25 + 1°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz.

Foi avaliado diariamente a % de oxidacdo e de germinacdo e IVG (indice de
velocidade de germinacdo). Apos trinta dias de cultivo, foram avaliadas a biomassa seca e

fresca das plantulas.



Para as comparacdes de meédias, foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade, por meio do programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Com relagédo ao IVG as sementes de café imersas em 100ml de hipoclorito de sédio
houve diferenca significativa entre os quatro tempos de imersdo em agua destilada, onde o
tempo de 60h obteve maior IVG. O tratamento de 400ml de hipoclorito, os tempos de 36h e
48h apresentaram maior IVG. J& na remocdo de pergaminho manualmente, as sementes que
permaneceram imersas em agua destilada por 72h apresentaram melhor IVG (tabela 1).
Segundo CLEMENTE et al (2011) o periodo de embebicdo de sementes de café por 48 horas,
facilita a extracdo dos embrides.

Tabela 1. indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Coffea canephora submetidas a diferentes

formas de remog&o do pergaminho e tempos de imersdo em agua destilada.

IVG
Tempos de Imersao
Pergaminho 36 48 60 72
Manual 0ObB 3,88bB 5,59bB 10,78 aA
100 3,14cB 11,56 bB 21,77 aA OcA
200 13,27aA 8,15aB 10,78aB 0,0bA

400 16,62aA 19,75aA 4,47bB  0,0bA

Letras minusculas iguais em linha e letras maiusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si a 5% de

significancia pelo teste de Scott Knott.

Houve diferenca significativa com relacdo a biomassa fresca nas plantulas, na
concentracdo de 400ml de hipoclorito o tempo de 36h e 48h imersas em agua destilada,
apresentaram maior biomassa, assim como na concentragdo de 200ml de hipoclorito o tempo
de 48h. Na concentracdo de 100ml de hipoclorito a maior biomassa fresca foi encontrada nos
tempos de 48h e 60h de imersdo em agua destilada. A maior biomassa seca foi encontrada nas
plantulas emergidas em hipoclorito de sodio a 100ml e 400ml, nos tempos de 60h e 36h de
imersdo em agua, respectivamente. (tabela 2). Segundo DIAS e BARROS (1993) o tempo de

72h de imersdo em agua pode ser prejudicial &s sementes de café.

Tabela 2. Biomassa fresca e seca(g) das plantulas de Coffea canephora submetidas a diferentes formas de

remocdo do pergaminho e tempos de imersdo em agua destilada.

Biomassa Fresca Biomassa Seca
Tempos de Imersao Tempos de Imersao
Pergaminho 36 48 60 72 36 48 60 72
Manual 0,0aB 0,0aC 0,0aB 0,0aA 0,000aB 0,000aA 0,000aB 0,000 aA
100 0,0bB  0,02aB 0,04aA 0,0bA 0,000 bB 0,000bA 0,004aA 0,000 bA
200 0,0bB  0,03aB 0,01bB 0,0bA 0,002aB 0,002aA 0,000aB 0,000 aA

400 0,06aA 0,07aA 0,0bB 0,0bA 0,006 aA 0,002bA 0,000aB 0,000aA




Letras mindsculas iguais em linha e letras mailsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si a 5% de

significancia pelo teste de Scott Knott.

Os tratamentos T1, T2 e T5 apresentaram 100% de oxidacao. Os tratamentos T1, T14,
T15 e T16 ndo apresentaram germinacdo, ja tratamentos T4, T8 e T10 obtiveram maiores
porcentagens, sendo estas 70%, 65% e 65% respectivamente.
4. CONCLUSOES

Com relacdo ao IVG, na concentracdo de 100ml em 60h e na concentracdo de 400ml
em 36h e 48h, proporcionaram melhores resultados. Com relacdo a biomassa fresca nas
plantulas, na concentragcdo de 400ml em 36h e 48h, na concentracdo de 200ml em 48h, assim
como na concentragdo de 100ml em 48h e 60h apresentaram maior biomassa fresca. A maior
biomassa seca foi encontrada nas plantulas emergidas em hipoclorito de s6dio a 100ml e
400ml, nos tempos de 60h e 36h, respectivamente.
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