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RESUMO: Explantes foliares de “seedlings’ cultivados in vitro de Coffea arabica cv. Rubi, Catuai
Vermeho 81 e IAPAR 59 foram inoculados in vitro. Dois tipos de experimentos foram realizados. No
primeiro, os explantes foram inoculados em MS suplementados com 4 mM de Picloram. Todos os
explantes ficaram no escuro a temperatura padrdo de 27 + 2 °C. Depois de quatro semanas , 0s explantes
revelaram 100% de indugdo de calos. Por isso, 0 material de Rubi e Catuai Vermelho 81 foi transferido
para meio SP suplementado com 0, 12, 24 e 48 M de BAP, enquanto o material de IAPAR 59, para 48
nmM de BAP. Quando a inducdo de embrides somaticos comegou, eles foram transferidos para meio SP
sem BAP, presenca de luz e temperatura-padréo. No segundo experimento, explantes foliares dos trés
cultivares foram colocados em meio SP suplementado com O, 2,5 e 5,0 niM de BAP. O material ficou no
escuro a temperaturapadrdo. Nestas condigdes, apenas 0 material de IAPAR 59 apresentou embriogénese
somética, direta neste caso, enquanto os outros dois cultivares, nem embriogénese nem calogénese. Por
isso, apenas 0 material de IAPAR 59 foi transferido para meio SP sem BAP para promover a germinagdo
e crescimento dos embrifes somaticos igual que no experimento anterior, ficando na luz e temperatura
padrdo. Em geral, a germinagdo transcorreu em alta percentagem, porém foram observadas anormalidades
em alguns casos. no desenvolvimento radicular ou parte aérea. Por outro lado, as pléantulas desenvolvidas
foram transferidas para vermiculita e mantidas no laboratério por 15 dias, e depois para terra em casa de
vegetacdo, onde originaram plantas similares as originadas por sementes. Embora se tenha conseguido um
protocolo simples e inédito de embriogénese somética nas cultivares mencionadas, s80 hecessarios
maiores estudos para aumentar a qualidade e quantidade da freqtiéncia embriogénica.
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INTRODUCAO

Dentre as modalidades da cultura de tecidos em café, a embriogénese somadtica tem sido
freguentemente citada no esforgo por estabelecer um protocolo de micropropagacao clona tanto para C.
arabica quanto para C. canephora (Staritsky, 1970; Herman & Haas, 1975; Dublin, 1981; Sondalh et d.,
1984; Hatanaka et al., 1995; Boxtel & Berthouly, 1996; Etienne, 1999; Fuentes et al., 2000). Por outro
lado, estratégias inovativas como a propagacdo através de biorreatores (Preil et al., 1988; Noriega &
Sondal, 1993) e sementes sintéticas (Onishi et al., 1994; Castillo et a., 1998) colocam a embriogénese
somética num alto grau de expectativas dentro da perspectiva da propagacdo clona em escala comercial
visando diminuir custos e aumentar a eficiéncia do processo de micropropagacao.

O objetivo do presente trabalho foi apresentar resultados preliminares sobre embriogénese
somética de trés cultivares de C. arabica, aimejando estabelecer um protocolo eficiente de regeneragéo,
sgja para ser usado em multiplicacdo clonal, transformacdo de gendtipos elites, ou conservagdo de
embrifes sométicos atraves de criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

Usando segmentos de folhas oriundas de seedlings cultivadas in vitro, pertencentes a trés cultivares
de Coffea arabica: Rubi, Catuai Vermelho 81 e IAPAR 59, dois experimentos foram realizados. Todos 0s
explantes foram inoculados com a superficie adaxial em contato com 0 meio, e seu tamanho aproximado
foi de 10 x 5 mm.

Experimento 1

Explantes foliares de Rubi e Catuai Vermelho 81 e IAPAR 59 foram inoculadas em meio
Murashigue & Skoog (1962) — MS — suplementado com 4 mM de Picloram (&cido 4-amino 3,5,6-
tricloropico-linico). Foram colocados 10 explantes por placa de Petri (90 x 15 mm) num total de 40
placas. O materia ficou no escuro atemperaturade 27 + 2 °C (temperatura-padrao) por quatro semanas.

Depois desse tempo, 0 material cologénico foi transferido para meio SP (Barrueto Cid et al., 1999)
modificado, mais sacarose 20 gr I, phytagel 2.5 gl™* e 6-benzilaminopurina, BAP, nos seguintes niveis: 0,
12, 24 e 48 mM. Foram utilizadas 10 placas por tratamento, com cinco explantes por placa de Petri. O
material foi deixado no escuro atemperaturapadréo por algum tempo.

Apbs desse periodo, e visando a germinacdo e crescimentos dos embrides somaticos, 0 material foi

transferido para SP sem BAP, com o objetivo de consolidar seu crescimento, permanecendo a luz com
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fotoperfodo de 16h, irradiancia de aproximadamente 30 mmol m? s* e temperatura como ja mencionado

anteriormente.

Experimento 2

Explantes foliares de Rubi, Catuai Vemelho 81 e IAPAR 59 foram inoculados em placas Petri com
meio SP suplementado com 0, 25 e 5 mM de BAP mantidos no escuro a temperatura-padréo. Foram
usadas 10 placas por tratamento, com cinco explantes por placa; apds umas semanas, apenas o material
embriogénico de IAPAR 59 foi transferido para 0 mesmo meio, mas sem BAP.

As plantulas assim obtidas, apds 60 dias, com tamanho médio de 20 mm de altura e raiz de 15 mm,
foram transferidas para copo de plastico com vermiculita umedecida, cobertas por um saco plastico
transparente e mantidas transitoriamente sob condi¢des de laboratério por um periodo de duas semanas.
Durante a transferéncia para vermiculita, no cv. Rubi, foram observados embrides sométicos numa
pequena formagéo cal ogénica na base do caule.

Depois da vermiculita, as plantulas foram transferidas para terra, mantidas em casa de vegetacéo
com umidade relativa ambiental ndo-controlada e irrigadas periddica e manua mente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo ao primeiro experimento, foi observado que Rubi Catuai Vermelho 81 e IAPAR 59,
sob a agdo do Picloram, 100 % dos explantes apresentaram calos de cor bege, branco e ndo-marrom. No
controle, isto &, zero de Picloram, calos ndo foram observados. Interessante que esta auxina ndo tinha sido
reportada em trabalho de embriogénese com café. Por outro lado, estes calos foram, na maioria das vezes,
emergindo da nervura central da face adaxial dos explantes e ndo tanto da margem cortada das folhas
(Figura1A).

Nos trés cultivares, a producéo de embrides somaticos em SP mais BAP, se deve a partir de calos
marrons e aconteceu sem ter as caracteristicas de embriogénese de alta frequéncia relatadas em outros
casos (Sondahl & Sharp, 1977; Boxtel & Berthouly, 1996). Chamou a atencdo o fato de que os embrides
observados foram avermelhados no caso de IAPAR 59 e brancos nos outros casos (Figura 1B-C). Tanto
para Rubi como para Catuai Vermelho 81 nas diferentes concentracfes de BAP: 0, 12, 24 e 48 nM, a
percentagem de calos embriogénicos foi aproximadamente de: 0,0; 2.0; 10,0; e 40,0%, respectivamente.
No caso de IAPAR 59 essa percentagem foi menor: 26%.
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Em relacdo a0 segundo experimento, foi constatado que Rubi e Catuai Vermelho 81 néo
apresentaram nenhuma resposta embriogenética ou calogénica, apesar de os explantes terem se mantidos
verdes. Em oposicdo a Rubi e Catuai Vermelho 81, IAPAR 59 apresentou embriogénese somética direta,
isto &, sem passar pela fase de calo, como consequiéncia da agdo do BAP (Figura 1D). Contudo, este tipo
de padrdo embriogenético ndo tem sido freqlentemente descrito na literatura (Reynolds & Murashige,
1979; Barrueto Cid, 1987; Huong et al., 1999). Aproximadamente uns 30% dos explantes de IAPAR 59
produziram embriogénese somética na concentragdo de 5mM, contra 12% da concentragdo de 2,5 nM. No
controle, 0 MVl de BAP, n&o foi observada embriogénese. Chamou a atenco o fato de que este cultivar foi
capaz de apresentar embriogénese indireta e direta ,sendo os embrides no primeiro caso avermelhados e,
no segundo, brancos, fato ainda ndo conhecido pela literatura. Em geral, a tendéncia foi a formagdo de um
a dois “clusters’ por explante foliar, contendo aproximadamente de 10 a 15 embrides por “cluster”; na
concentracdo de 5 mM os “clusters’ apresentaram maior nimero de embrides .

Quando os embrides dos trés cultivares foram transferidos para meio de germinacdo e crescimento,
SP sem BAP, eles apresentaram crescimento normal e vigoroso (Figura 1E), mas aproximadamente um
terco destes apresentou anormalidades independentemente da via embriogenética, se direta ou indireta, e
nao se desenvolveram como plantula Essas anormalidades estavam relacionadas com o0 ndo-
desenvolvimento da raiz ou parte aérea, porém, as plantulas com raiz e parte aérea, quando transferidas
para vermiculita primeiro e depois para terra, apresentaram um fendtipo normal, se comparadas a plantas
originadas de sementes (Figura 1F).

Pelos presentes resultados, conclui-se que foi estabelecido um protocolo de obtencdo de plantas a
partir de embriogénese somética de trés cultivares de C. arabica de importéncia agronémica; a partir
dagui, com certeza outros protocolos com maior eficiéncia e maior nimero de embrides deverdo ser

alcancados.
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1A - Em explante foliar de Rubi, inducéo de calo pelo efeito de Picloram (aumento 1,5 x).

1 -
Figura 1C - Idem aB, masem IAPAR 59 ( 2 ).
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Figura 1D - A partir de explante foliar de IAPAR 59, embriogénese soméatica direta ( 2,5 x).

Figura 1E - Pantula de Catuai Vermelho 81 Figura 1F - Planta de Catuai Vermelho 81,
originada de embriogénese somética indireta em casa de vegetacao, apos 45 de
com 50 dias de idade desde a germinagdo do transferéncia para terra.

embri&o (20 mm).
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