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RESUMO: O conhecimento das condiches gendtipo-especificas para a cadogénee friavdl embriogénica
em gendtipos de Coffea de interesse é de suma importancia para a propagacéo clond em grande escaa
Para issn, submeteram-se explantes foliares do ardbica Catuai Vermdho e do canéfora Apoatd a diferentes
meios de cultura para a inducdo de cdos fridvels embriogénicos. Estes cdos, que foram obtidos em
explantes de Apoatd e de Catuai Vermeho aos stte e aos dez meses b inido da indugdo,
respectivamente, foram utilizados paa 0 edabeecimento de culturas liquides As sugpenses cdulares
revdaram, imediatamente gpds subcultura, uma fase exponencid de crescimento cdular @é um ponto de
inflexéo, a patir do qua as taxas de crescimento reduziram progressvamente, para aingir um peso de
matéria fresca dos agregados cdulares assntdtico. A diferenciacd embriogénica de agregedos cdulares
Apoatd, em cultura liquida, rendeu cerca de 12.000 embrides g matéria fresca de agregados celulares.
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embriogénese somdtica, culturaliquida

FRIABLE CALLUSGENES SIN Coffea arabica AND Coffea canephora.

ABSTRACT: The knowledge on the genotype-specific conditions required for induction of embryogenic
frigble cdli of economic Coffea genotypes is of utmost importance for clond propagation on a large scde.
Aiming at thet leaf explants of the Arabica Caua Vermehot and the Canephora (Apoatdt were conducted
in severd media in order to inducing the formation of embryogenic fridble cdli. These were obtained by
the seventh (®\poatdd and the tenth (€Catuai Vermeho§ month from the beginning of the indudng-
tretment and were employed for the edablisment of liquid cultures Soon after  subculturing,
suspensons exhibited an exponential cell growth up to the inflexion point which was followed by an dage
characterized by gradudly decreased growth rates. The latter phase described an asymptotic fresh matter
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growth of the cdl aggregates. The embryogenic differentistion of (Apoaté¢ aggregates in liquid culture
produced about 12,000 embryos per gram cedll aggregate on afresh matter basis.
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INTRODUCAO

A propagacdo em grande ecda de gendtipos dites de Coffea, segregantes e/ou representados por
poucos individuos, pode ser redizada por meio da embriogénese soméica indireta Essa via, que requer a
redeterminacdo de cdulas diferenciadas, a proliferacdo de cdos e a inducdo de cdulas embriogénicas
determinadas, depende da acdo de reguladores de crescimento ndo S0 para a retomada da atividade
mitdtica, mas também para a determineco do etado embriogénico (Sondahl et d., 1985, Williams e
Maheswvaran, 1986). Duas edratégias tém ddo gedmente utilizades para a obtencdo de tecido
embriogénico em Coffeac a primera, unifésica, envolve o cultivo de explantes sobre um Unico meio que
conté m como regulador de crescimento gpenas citocinina (Yasuda e d., 1985) ou a agdo combinada de
auxina e dtocinina (Ferson e d., 1983). A segunda edraégia, bifasica, utiliza o cultivo de explantes
sobre um meio priméio, de indugdo, seguido da trandferéncia dos explantes para um meio secund&io, de
diferenciacdo (Dublin, 1984) ou de condiconamento (Sondehl e d., 1985), que difere do primero por
posuir menor razéo auxinadtocinina (Noriega e Sondahl, 1993, Zamaripa et d., 1991). Paa ambas as
etgpas de isolamento e de diferenciacdo de tecido friavels, temse verificado que a competéncia para a
embriogénese  somdica indireta vaia inter (Cordeiro, 1999; Zamaripa & d. 1991) e intra-
egpecificamente  (Berthouly e Michaux-Fariere, 1996; Bieyse e d., 1993), sugerindo que uma maor
expressio da competéncia genctipica para eda via de propagacdo pode requerer condighes experimentals
paticulares. Objetivando-se 0 conhecimento de tais condigdes gendtipo-especificas com vidas a producéo
de cdos friaveis embriogénicos, paa a propagacdo clond em grande escda, submeteramrse explantes
foliares de plantas de Coffea arabica cultivar Catuai Vermeho e de C. canephora cultivar Apoatd a
diferentes melos de cultura supostamente indutores de caos.

MATERIAL E METODOS

As fontes de explantes foliares foram plantas mantidas em casa de vegetacdo de Coffea arabica
caltivar Cauai Vameho e Coffea canephora cultivar Apoatd Para reduzir a incidéncia de explantes
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contaminedos, as folhas jovens completamente expandidas a serem  utilizades eram  pulverizadas com
Folicur 1 mLL™, Mancozeb 3gL™? e Agimicina 1gL™* dois a cinco dias antes da remocio, quando eram
imediatamente lavadas em &ua corrente. Em seguida a desinfeccdo com  hipoclorito de cdcio 5%
contendo Tween 20 0,03%, as folhas foram lavadas trés vezes com &gua destilada autoclavada, apds o que
removiamse fragmentos foliares nas dimensdes goroximadas de 7 x 7 mm. Estes foram digtribuidos com
0 lado adaxid em contato com a supeficie do meo semi-olido contido em placas de Petri de f 55 mm.
Cada placa recebeu, inicdmente, cinco explantes que foram repetidos vinte vezes e mantidos em
condiges de obscuridade a 25°C. Egtudaramse oito meios de cultura (A, B, C, D1, D2, E1, E2 e E3), que
resultaram nos tratamentos. A, A*, A/B, B, C, D1/D2, EI/E2 e E1/E3. A bara indica sucessio de dois
meios, com 0 segundo introduzido na primera repicagem redizada aos trinta dies de pds-inducéo. As
subsequentes ocorreram a intervaos variando de 30 a 60 dias entre 9. Os meios A, B e C o condtituidos
no que se refere a composicio dos macro e microdementos e das vitaminas, pdos mesmos compostos
usados por Yasuda e d. (1985 e Gamborg & d. (1986), respectivamente. Os meos D e E foram
condituidos pelos macro e microdementos de Murashige e Skoog (1962) e pdas vitamines usadas por
Mord e Wetmore (1951). Os reguladores de crescimento foram os seguintes. (A) BAP 20nM, (B) BAP
5w, (C) 2iP 5nM, (D1) 24D 45 e KIN 186nM, (D2) ANA 054nM e KIN 4,6nM, (E1) 24D
15nM e BAP 75nM, (E2) 2P 25nM e IBA 5nM e (E3) BAP 5nM. Todos os meos continham, anda,
Gdrited 3 gL ou 4gar 8 gL (A*), sacarose 30 gL, dstefna 20 mgL™*. Apés a correcéo do pH para 5,6;
0S meios eram autoclavados durante 20 min a temperatura de 121 °C e presso de 12 ps. A redividade
dos explantes foi avdiada e os cdos fridvels embriogénicos obtidos foram cultivados em meos liquidos
contidos em elenmeyers, que correpondiam aos semi-Sdlidos de suas origens. O conjunto era deixado
sobre agitador com movimento giratdrio excentrado a 110 rpm e Ujeto a um fotoperiodo de 12h e
irradiancia de 5 mmd m?s’. A densdade inicid de biomassa foi mantida en 10 gL' de meio (Zamarripa
et d., 1991) e as suspensdes cdulares eram subculturadas a intervalos de 14 dias Para a diferenciagéo de
agregados cdlulares a embrides, a biomassa, na densidade de 1 gL ™, era transferida para 0s mesmos meios
liquidos de manutencdo desprovidos de um ou mas reguladores de crescimento. Apds quatro semanas,
renovava-se 0 meio liguido. Cerca de oito semanas do inicio, goroximadamente, a biomassa com embrides
era recuperada e obtinha-s2 0 peso da sua matéria freca Em seguida, eram efetuadas contagens de
embrides em trés amostras, por erlenmeyer, de 10" g de biomassaimohilizada em meio semi-Hlido.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

Aos dois meses do inicio da inducdo cadogénica, todos os meios de cultura estudados induziram
cdos primaios, dicdricdas nodulares ou misos, em explates foliales do canéfora Apoad, em
freqiéncias que variaram de 80 a 100% (Figura 1a). Essas freqiéncias foram verificadas em explantes de
Caual Vermdho quando cultivados apenas nos meios D1D2, E1E2 e EIE3, que continham ambos os
reguladores de crescimento, auxines e citocinines, em suas composigdes (Figura 1b). Cinco meses gods
essas obsarvagOes inicias, embora todos os meios de cultura testados induzissem o surgimento de caos
embriogénicos em explantes Apoad, naqudes de Catua Vemdho, a producio de embrides sométicos
ocorreu somente em regpoda as segliéncias de meios E, principdmente E1E2. Para 0 gendtipo Apoatd, as
maores freqiéncias de cdos primaios embriogénicos foram verificades em explantes cultivados em
meios de cultura que continham como reguladores de crescimento gpenas citocininas (Figura 1c e 1€).

Cdos friaveis embriogénicos (CFE), necessarios ap edabdecimento de culturas liquides com
vigas a propagacdo clond em grande escada, foram obsarvados mas cedo e em fregléncias maores em
explantes foliaes do canéfora Apoad que naguedes do ardbica Catual Vemeho (Figura 1c e 1d).
Enquanto todos os meios testados induziram CFE's em explantes Apoad, nos de Cauai foram produzidos
somente em respodta a0 meo A*, que continha como regulador de crescimento e agente gdificante BAP
20nM e &ar, respectivamente. CFE's de Apoatd e de Caual Vermeho, induzidos nos respectivos meios
semi-lidos E1IE2 e A*, foram utilizados para inidar culturas liquides nos mesmos melos de origem sem
0 agente geificante. Quatro meses mais tarde, 0 estudo da cinética de crescimento das culturas liquidas
edabdecidas reveou, imedialamente gpds a subcultura, uma fase exponencid de crescimento cdular aé
um ponto de inflexdo (t;), a partir do qud as taxas de crescimento reduziram progressvamente para aingir
um peso de matéria fresca de agregados cdulares assintdtico (Figura 2). A fase exponencid parece sugerir
que apenas uma fragdo das cdulas participa do crescimento da suspensio celular, em concordancia com as
observagbes de Vasl e Vadl (1982, 1986). Os ti's para as culturas liquides Apoatd e Catuai Vermdho
foran de 14,1 e 83 dias, respectivarente. Esses resultados indicam que o intervao de tempo entre
repicagens de culturas nd € necessriamente 0 mesmo entre diferentes cepas. A diferenciacéo
embriogénica dos agregados cdulares das duas cepas edtabelecidas foi tentada em diferentes condigOes,
mas somente aguela do canéfora Apoad produziu embrides, sugerindo que a cepa Catuai Vermdho néo

eramais embriogénica ou que as condigdes indutoras testadas néo foram adequadas.
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Sequéncia de meios de culturaindutivos

Figura 1 - Reagéo calogénica aos dois (a, b), sete (c, d) e dez (e, f) meses do inicio da indugéo de
explantes foliares de Coffea canephora Apoaté (a, ¢, €) e de C. arabica Catuai Vermelho
(b, d, f) submetidos a diferentes sequéncias de meios de cultura ([J sem reagéo, calo
primario, @ calo primario embriogénico, [ calo friavel, g calo friavel embriogénico).
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Figura2- Acumulo de matéria fresca de agregados celulares dos gendtipos
ardbica Catuai Vermelho (CV,.--. ) e canéfora Apoata (AP,—) em
resposta ao tempo poés-subcultura. Os agregados celulares foram
cultivados em meio liquido na densidade inicia de 10gL™!, em
volumes de 100 mL contidos em erlenmeyers de volumes de 250 mL.

De maneira gerd, o rendimento embriogénico da cepa Apoad fa maor quando se removeu a
auxina AIB da cultura de manutencéo, rdativamente a remocdo de ambos os reguladores de crescimento,
0 AIB e a dtocinina 2iP (Figura 3). Nesta condicdo mais favoravel, o nimero de embrides produzides foi
maor quando a diferenciacdo foi iniciada em agregados cdulaes recuperados aos nove dias,
rdaivamente aos quinze dias de pds-repicagem. Rendimentos superiores a 100.000 embriGesg! matéria
fresca de agregados cdulares tém ddo obtidos para cepa diferente do mesmo gendtipo (Cordeiro, 1999) e
de outros gendtipos canéforas (Van Boxtd e Berthouly, 1996; Zamarripaet d., 1991).
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Figura 3 - Diferenciacdo embriogénica (torpedo @ e globular @) de
agregados celulares do canéfora Apoatd aos 60 dias de pds-inducéo
nos meios de cultura liquidos | (E2 — AIB) ell (E2 — AIB e 2iP) ena
densidade celular de 1 gL1. Os agregados celulares foram obtidos de
culturas de manutencdo no meio E2, aos 9 e 15 dias de pés
repicagem.

CONCLUSOES

Os reslltados ohbtidos confirmam  a  gendtipo-especificidade das condigbes indutoras para a
producio de cdos fridveis embriogénicos em explantes foliares do ardbica Catual Vermeho e do canéfora
Apoad Culturas liquides de ambos os gendtipos foran edabdecides a patir dos cdos fridves
embriogénicos obtidos. Todavia, somente os agregados cdulares da cepa Apodd diferenciaramse em
embrides sométicos, com rendimentos que variaram de 1500 a 12000 embridesg’ de matéria fresca de

biomassa origind em fungéo das condigdes indutoras.
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