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RESUMO: Sementes de café sdo armazenadas por um curto periodo de tempo, devido a sua rapida perda da qualidade,
o que dificulta a obtencdo de mudas com desejavel padrdo de qualidade, no momento ideal ao plantio. Em pesquisas
recentes, tem sido confirmado que o endosperma das sementes de café é mais sensivel ao processo de deterioragdo do
que o embrido, sendo que este pode germinar e formar uma plantula normal quando isolado de uma semente
deteriorada. O uso de antioxidantes pode melhorar o desempenho de sementes submetidas a estresses porque promove a
remocdo de radicais livres presentes nas células dos tecidos vegetais de sementes deterioradas. Neste contexto,
objetivou-se investigar os efeitos do uso de solugdo de &cido borico no preparo das sementes para a extracdo, sobre o
crescimento in vitro de embrides zigoticos de café. Foram utilizados lotes de diferentes niveis de qualidade de sementes
de Coffea arabica L., cultivar Catuai amarelo IAC 62, obtidos de sementes recém colhidas ou submetidas ao
envelhecimento acelerado por quatro ou seis dias. As sementes foram embebidas em &gua e em &cido borico antes da
extracdo dos embrides, que em seguida foram extraidos de forma asséptica e inoculados em meio MS. Foram avaliadas
a presenca de folhas e de raizes aos 15 dias, a germinagdo aos 30 dias e o tamanho de hipocotilo e de raizes aos 120
dias. A adicdo de &cido borico na 4gua de embebicdo das sementes proporciona plantulas mais vigorosas na cultura dos
embrides.
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IN VITRO CULTIVATION OF COFFEE ZYGOTIC EMBRYOS USING BORIC ACID
SOLUTION

ABSTRACT: Coffee seeds are stored for a short period of time due to their rapid loss of viability, which makes it
difficult to obtain seedlings with a desirable quality standard at the ideal time for planting. Recent studies have
confirmed the existence of greater sensitivity of coffee seeds endosperms than of the zygotic embryos, which can
germinate and form a normal seedling when isolated from a deteriorated seed. The use of antioxidants can improve the
performance of stressed seeds through the removal of free radicals present in the cells of deteriorated seed plant tissues.
In this context, the objective was to investigate the effects of the use of boric acid solution in the preparation of seeds
for extraction on in vitro growth of coffee zygotic embryos. Seed lots of different quality levels of Coffea arabica L.,
cultivar Catuai amarelo IAC 62, were obtained from seeds recently harvested or subjected to accelerated aging for four
or six days. The seeds were soaked in water and boric acid before embryo extraction, which was then aseptically
extracted and inoculated in MS medium. The presence of leaves and roots was evaluated at 15 days, germination at 30
days, and the size of the hypocotyl and of roots at 120 days. The addition of boric acid to the water for soaking seeds
leads to more vigorous seedlings in cultivation of embryos.
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INTRODUCAO

O café é um dos produtos de maior importancia no mercado mundial e o Brasil € o maior produtor e exportador mundial
desta commodity, com uma producdo de 61,7 milhdes de sacas, segundo dados da CONAB (2018). Este cenério
evidencia a importancia da realizagdo de pesquisas nas mais diversas areas de producéo do café.

A espécie Coffea arabica L. é propagada geralmente por mudas produzidas por sementes. No entanto, um grande
problema na producdo de mudas é que, além de baixo potencial de armazenamento, as sementes apresentam germinagdo
lenta e desuniforme, o que torna dificil a obtencdo de mudas com elevado padrdo de qualidade, no momento ideal ao
plantio (Rosa et al., 2010).

De acordo com resultados de diversas pesquisas (Coelho et al., 2015; Dussert et al., 2006) o endosperma de sementes de
café apresenta uma maior sensibilidade do que os embrifes a deterioracdo e maior susceptibilidade aos danos de
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processamento, secagem e armazenamento. Nestes trabalhos os embriGes isolados das sementes apresentaram melhor
desempenho fisioldgico do que as sementes inteiras, principalmente quando as sementes apresentavam baixa qualidade
fisiologica.

A cultura de embribes zigoticos de café pode auxiliar na regeneracdo de mudas a partir de sementes com baixa
qualidade fisioldgica. No entanto, o cultivo in vitro apresenta alguns desafios como a contaminagdo por microrganismos
e a oxidacdo fenolica que podem ser minimizados com o uso de solugdes fungicidas e antioxidantes.

O 4cido borico tem diversas propriedades, como micronutriente essencial para as plantas, antisséptico, bacteriostatico,
controle de bactérias, algas, fungos e insetos, e controle da biodeterioracéo (Lloyd, 1998). Como fungicida ele impede o
crescimento do fungo pela prevencdo da formacao de conidios ou esporos assexuados (Woods, 1994). Em estudos in
vitro o boro inibiu de forma efetiva Penicillium expansum, Botritis cinerea e Monilinia laxa (Qin et al., 2007, 2010;
Thomidis; Exadaktylou, 2010). Além disso, o boro é responsavel pela queda na concentracdo de compostos fenélicos, a
deficiéncia de boro aumenta a atividade da enzima polifenol oxidase, que catalisa a oxidacdo de compostos fenélicos
(Camacho-Cristdbal; Anzelotti; Gonzalez-Fontes, 2002).

Neste contexto, objetivou-se investigar os efeitos do uso de solucdo de acido bérico no preparo das sementes para a
extracdo dos embrides zigdticos de café, sobre o seu crescimento in vitro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados lotes de Coffea arabica L., cultivar Catuai amarelo IAC 62, com trés niveis e qualidade, obtidos de
sementes recém colhidas e de sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por quatro dias ou seis dias.

As sementes provenientes dos trés lotes foram submetidas ao processo de assepsia realizada por embebicdo em
formaldeido por 20 minutos, em agitagdo, seguida de lavagem com &gua destilada e autoclavada, trés vezes. Apos
assepsia, as sementes foram embebidas por 72 horas em &gua destilada autoclavada ou em solugdo de 0,5% de &cido
borico, constituindo dois tratamentos de embebicdo. Antes da extracdo dos embribes, as sementes foram lavadas trés
vezes em 4gua destilada autoclavada e, posteriormente a embebi¢do das sementes, os embrides zig6ticos foram extraidos
em camara de fluxo laminar com auxilio de pinga. Os embrides extraidos foram armazenados em &gua destilada
autoclavada, filtrada em filtro Millex GP de 0,22 um de diametro de poro. Os embrifes foram entdo, inoculados em tubos
de ensaio, contendo 10 mL de meio MS autoclavado (Murashige; Skoog,1962) suplementado com sacarose e solidificado
com phytagel, com ph ajustado para 5,8. Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno e papel filme, contendo um
embrido por tubo, perfazendo 40 tubos por tratamento. Os embriGes inoculados foram entdo, mantidos em cdmara BOD,
sob 25°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz e, posteriormente foram realizadas as seguintes avaliagdes.

Presenca de folhas e raizes e germinacgao in vitro dos embrides:

Apos 15 dias de inoculagdo, foram computados os embrides que apresentavam folhas ou raizes e, aos 30 dias, foi avaliada
a porcentagem de germinacdo dos eixos embriondrios, considerando germinados 0s que apresentaram crescimento dos
cotilédones e protrusao radicular.

Analise de crescimento in vitro das plantulas:

Ap6s 120 dias, quando as plantulas apresentavam crescimento da parte aérea e do sistema radicular, foi realizada a
medi¢do do comprimento do sistema radicular (cm) e do hipocétilo (cm).

Delineamento experimental:

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 3x2, sendo trés niveis de qualidade
fisioldgica das sementes e dois protocolos de preparo das sementes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se o programa estatistico SISVAR® (Ferreira, 2011), sendo que 0s grupos de medias foram comparados por
meio do teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a germinacdo e o desenvolvimento in vitro de plantulas de café
sdo afetados pela adicéo de acido borico na dgua de embebicdo, durante a preparacdo das sementes para a extracdo dos
embrides, sendo este efeito influenciado pelo nivel de qualidade das sementes. Também foi constatado que a adigdo de
cido borico na agua de embebicdo das sementes causou efeito altamente significativo nas sementes recém colhidas e
nas sementes envelhecidas por 6 dias, verificado pela porcentagem de embrides com presenca de folhas e de raizes aos
15 dias de cultivo in vitro dos embribes (Tabela 1).

Ja na avaliagdo dos embriBes extraidos de sementes envelhecidas por quatro dias ndo foram observadas diferengas
significativas com a adicdo do acido borico na dgua de embebicdo das sementes (Tabela 1). Este resultado pode ser
atribuido a possibilidade de que o periodo de 15 dias de crescimento ainda era insuficiente para a avaliacdo do
crescimento dos embrides in vitro, uma vez que aos 120 dias ja foi observado efeito da adicdo do acido bérico na agua
de embebicdo das sementes sobre a germinacdo e comprimento de hipocétilos e de raizes, independentemente do
periodo em que as sementes foram envelhecidas (Tabela 2). Este fato evidencia o efeito positivo da adi¢do do acido
borico na agua de embebicéo, durante o preparo das sementes de café para a extragdo dos embrides.
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Tabela 1. Presenca de raiz primaria e de folhas cotiledonares aos 15 dias de inoculacdo de embrides de café extraidos de
sementes com diferentes niveis de qualidade e embebidas em adgua ou em acido borico.

Presenca de Raizes

Presenca de Folhas

Lotes de sementes (%) (%)
(Tempos de envelhecimento Embebicdo das sementes

acelerado) Em agua Em acido Em agua Em acido

destilada borico destilada bérico
0 dias 15bB 95a A 25b B 97,5a A

4 dias 55a A 72,5aB 60a A 55aB
6 dias ObB 50acC ObC 57,5aB

Ccv 30,22% 29,36

Meédias seguidas das mesmas letras, mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 2. Germinacdo e comprimento de hipoc6tilos e de raizes aos 120 dias de inoculagdo, de plantulas de café
oriundas de embriBes extraidos de sementes com diferentes niveis de qualidade, embebidas em agua ou em &cido
borico.

Germinacéo Hipocotilo Raiz
Lotes de sementes (%) (cm) (cm)
(Tempos de —
; Embebicdo das sementes
envelhecimento - — - — 7 —
acelerado) Em agua Em acido Em agua Em acido Em agua Em acido
destilada bérico destilada bérico destilada bérico
0 dias 225bB 95a A 0,11bB 0,87aB 0bB 25aA
4 dias 62,5b A 87,5aB 0,81b A 1,03aA 15bA 2,75a A
6 dias ObC 67,5aB 0ObB 1,00a A 0bB 15aB
CV (%) 26,02 52,43 33,20

Meédias seguidas das mesmas letras, mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

Com os resultados destes estudos fica evidente que o uso da solugdo de acido borico no preparo das sementes é
necessario e benéfico para a cultura de embrifes de café. Nota-se na Tabela 2, que mesmo nos embribes extraidos de
sementes com mais baixa qualidade, ou seja, aquelas que foram envelhecidas por seis dias, houve vantagem ao se
utilizar a solugdo de &cido bérico, uma vez que a embebicdo das sementes em apenas agua ndo propiciou germinagdo e
nem desenvolvimento de plantulas. Os resultados ddo indicios do efeito antioxidante que o acido bérico pode
proporcionar sob os tecidos vegetais (Cakmak; Romheld, 1997; Camacho-Cristobal; Anzelotti; Gonzéalez-Fontes, 2002).
Além disso, diversos autores afirmam que o acido borico apresenta um efeito fungicida (Woods, 1994; Qin et al., 2007,
2010; Thomidis; Exadaktylou, 2010), o que também pode ter influenciado nos resultados, uma vez que muitos embrides
ndo germinaram devido a morte por contaminagdes.

CONCLUSOES

1 - A adicdo de &cido bdrico na dgua de embebicdo de sementes é necessario e proporciona plantulas mais vigorosas
apos a cultura dos embrides.
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