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RESUMO

Os programas convencionais de melhoramento de cafeeiro requerem um periodo longo para obtengéo de novas cultivares.
Uma alternativa para minimizar tal problema ¢ a utilizag&o das técnicas de cultura de tecidos. Objetivou-se estudar o efeito de BAP e
sacarose na embriogénese somatica de cafeeiro. Calos de Coffea arabica L. cv. Acaia Cerrado foram inoculados em tubos de ensaio,
contendo 15 ml do meio de cultura semi-sélido ‘R’ de regeneragao. Os tratamentos consistiram de combinagao de diferentes concentragcdes
de BAP (0, 2, 4, 6 e 8 mg.L") e sacarose (0, 15, 30 e 60 g.L""), acrescido de 7 g.L' de agar e pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos. A inoculagao foi realizada em camara de fluxo laminar e os calos foram mantidos em

sala de crescimento com temperatura de 27£1°C, fotoperiodo de 16 horas e 32IMM.m2.s"! de intensidade luminosa. Maior niimero de

embribes globulares e cordiformes foi obtido utilizando-se 8 mg.L-' de BAP associado a 60 mg.L-' de sacarose, proporcionando um total
de 247 e 182 embrides por explante, respectivamente.
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ABSTRACT

The conventional breeding programs for coffee plants require a long period for obtaining new cultivars. Techniques of tissue
culture are used to minimize such problem. The effect of BAP and sucrose in somatic embryogenesis of coffee plants was evaluated.
Calli of Coffea arabica L. ‘Acaia Cerrado’ were inoculated in test tubes containing 15 ml of a ‘R’ regeneration semi-solid culture medium.
The treatments consisted of different BAP concentrations (0, 2, 4, 6 and 8 mg.L") and sucrose (0, 15, 30 and 60 g.L"), and the culture
medium was supplemented with 7 g.L" agar. The pH was adjusted to 5.8 before being sterilized at 121 °C and 1.5 atm for 20 minutes.
The calli were inoculated in test tubes in laminar flow chamber and the cultures were kept in a growth room at 27 + 1 °C, 16-hour

photoperiod and 32 MM.m2.s" light intensity. The highest number of globular and cordiform embryos were obtained by using 8 mg.L"’
of BAP combined to 60 mg.L"" sucrose which provided a total of 247 and 182 embryos per explant, respectively.
Key-words: Coffea arabica, somatic embryogenesis, BAP, carbohydrate.
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INTRODUGAO

A hibridacéo e a selecdo de germoplasma
de Coffea arabica requerem um periodo longo,
aproximadamente 30 anos, para se dispor de
uma nova cultivar. Além disso, a multiplicagcéo
assexual pelos métodos tradicionais restringi-se
a utilizacdo de fragmentos de ramos
ortotropicos, que sao limitados em clones recen-
temente selecionados (4).

As dificuldades de multiplicagdo podem ser
minimizadas por meio do cultivo in vitro, possibilitan-
do a propagacéo de material selecionado em larga
escala e em curto espaco de tempo, aspectos impor-
tantes para as culturas de ciclo longo como o cafeei-
ro (1).

Uma das técnicas de cultivo in vitro é a
embriogénese somatica, caracterizada pelo de-
senvolvimento de embrides a partir de células
somaticas, onde o embrido somatico é
morfoldgica e fisiologicamente similar ao em-
brido zigotico (10). O surgimento dos primeiros
embrides, a taxa de embriogénese e o numero
de embrides produzidos por explante dependem,
entre outros fatores, das combinagdes de auxina/
citocinina utilizadas na etapa de indugao, da
duragédo desta, origem do explante e estado fisi-
olégico da planta matriz (5).

A embriogénese somética indireta requer a
determinacgdo de células diferenciadas, a prolife-
racdo de calos e a indugcao de células
embriogénicas determinadas, dependendo da agao
de reguladores de crescimento para a retomada
da atividade mitética e determinagao do estadio
embriogénico (9, 10).

Embrides somaticos foram obtidos a partir
de calos embriogénicos friaveis cultivados em meio
secundario contendo apenas BAP (2). Maciel (8),
trabalhando com as cvs. Catuai Amarelo e Tupi,
obteve uma média de 15 embrides/explante quan-
do foram acrescentados 2 mg.L' de BAP ao meio
de cultura.

A sacarose tem sido a fonte de carboidratos
mais usada na embriogénese somatica, embora
outros mono e dissacarideos possam ser utiliza-
dos sendo que sua concentragao influencia nos
processos de iniciagdo e de diferenciagdo dos
embrides. A utilizagdo de 30 g.L"' de sacarose ao
meio de cultura promoveu uma média de 202 em-
brides globulares e cordiformes até o nivel maxi-
mo de 3,3 mg.L' de BAP, com redugéo na presen-
ca de concentragbes mais elevadas (8). No entan-
to, para embrides cotiledonares os melhores re-
sultados foram alcancgados utilizando-se 45 g.L'
de sacarose combinados com 2 mg.L"" da citocinina
BAP.

No presente trabalho, objetivou-se estudar a
formacgéo de embrides somaticos em cafeeiro em res-
posta a diferentes concentragbes de BAP e sacarose
no meio de cultura.
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MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se calos de Coffea arabica L. cv.
Acaia Cerrado, oriundos de folhas, estabelecidos in
vitro a cerca de nove meses, induzidos com uso de 2-
iP e das auxinas AIB, 2,4D e ANA. Esses calos foram
inoculados assepticamente em tubos de ensaio (25 x
150 mm), contendo 15 ml do meio de cultura semi-
sélido ‘R’ de regeneracgéo (3). Os tratamentos consis-
tiram de combinagdo entre diferentes concentragdes
de BAP (0, 2, 4,6 e 8 mg.L") e sacarose (0, 15,30 e
60 g.L") adicionados ao meio ‘R’ de regeneracgéo,
acrescido de 7 g.L"' de agar, pH ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm por 20
minutos. A inoculagao foi realizada em camara de flu-
xo laminar e os calos, apds inoculagdo, foram manti-
dos em sala de crescimento com temperatura de 27
+ 1 °C, fotoperiodo de 16 horas e 32 umol.m2.s™* de
intensidade luminosa. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x
4, com quatro repetigdes e trés tubos por parcela,
cada tubo contendo um explante. Apos 90 dias em
sala de crescimento quantificou-se o nimero de em-
brides formados. Para a analise estatistica, utilizou-
se o software Sisvar (6), e os tratamentos compara-
dos através de regressao polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Maior numero de embrides globulares foi obti-
do utilizando-se 8 mg.L* de BAP associada a 60 g.L-
' de sacarose, proporcionando um total de 247 em-
brides formados (Figura 1). Essa concentragéo de BAP
foi efetiva quando adicionada ao meio de cultura mes-
mo em altas concentragdes de sacarose, provavel-
mente compensando o alto potencial osmotico ocasi-
onado pela adigdo desse carboidrato.

A auséncia e a menor concentragédo de BAP (2
mg.L") proporcionaram a formagao de menor quanti-
dade de embrides globulares, independente da con-
centragdo de sacarose utilizada. Quando utilizaram-
se concentragbes de 4 e 6 mg.L"' de BAP, houve um
incremento na formagdo de embrides na medida em
que a concentragéo de sacarose foi elevada até 31,06
e 27,85 g.L " (170 e 122 embrides, respectivamente),
a partir das quais houve redu¢do no numero de em-
brides formados. Esse resultado foi provavelmente
devido a uma elevagao no potencial osmaético do meio
de cultura.

Pode-se constatar a essencialidade da citocinina
BAP na embriogénese somatica de cafeeiro, concor-
dando com os resultados apresentados por Berthouly
e Etienne (2), que obtiveram formagao de embribes
somaticos a partir de calos embriogénicos cultivados
na presenca de BAP. Aembriogénese somatica indireta
é dependente da acéo de reguladores de crescimento
para a retomada da atividade mitética e determinagéo
do estadio embriogénico (9, 10).
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O grande numero de embrides globulares
formados com alta concentragcdo de sacarose,
corrobora a importancia da utilizagdo de uma
fonte de carboidrato no meio de cultura. A
sacarose influencia diretamente nos processos
de iniciagdo e diferenciagdo dos embrides
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somaticos (7). Maciel (8) induzindo
embriogénese somatica indireta em cafeeiro
‘Obata’ a partir de calos, observou a maior for-
macao de embrides globulares e torpedo em
meio de cultura acrescido de 30 g.L' de sacarose
e 3,3 e 3 mg.L" de BAP, respectivamente.
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FIGURA 1 —Numero de embrides globulares, formados a partir de calos de cafeeiro ‘Acaia Cerrado’, em diferentes concentragdes de

BAP e sacarose.

Maior niumero de embrides cordiformes (182)
foi obtido com a utilizagdo de 60 g.L-' de sacarose
combinada com 8 mg.L" da citocinina BAP (Figura
2). Entretanto, quando se utilizaram concentragbes
de 2, 4 e 6 mg.L" de BAP, houve aumento no numero
de embrides formados até um maximo de 33,5, 31,8
e 30,8 g.L' de sacarose, respectivamente, apresen-
tando queda acentuada em concentragdes mais ele-
vadas. O maior numero de embrides no estadio tor-
pedo (202) foi obtido para a cv. Obatd quando culti-
vado em meio de regeneragdo acrescido de 3 mg.L"
de BAP e 30 g.L' de sacarose (8).

N&o houve formacao de embrides cordiformes
quando estes foram cultivados em meio de cultura na
auséncia de sacarose e BAP, mostrando a importan-
cia da sua utilizagdo no meio de cultura com vistas a
embriogénese somatica. Varios trabalhos tém de-
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monstrado os efeitos da concentragao e tipo de
carboidrato na embriogénese somatica. A sacarose é
o carboidrato mais utilizado e sua concentragdo influ-
encia nos processos de iniciagao e diferenciagao dos
embrides somaticos (7).

O possivel aumento no potencial osmoético
do meio, ocasionado pela adigdo de sacarose, in-
fluencia tanto no efeito da citocinina (BAP) como
também na disponibilidade de nutrientes e agua,
limitando consequentemente a difusédo destes para
o explante e, afeta consequentemente a quantida-
de de embrides formados quando da presenga de
baixas concentragbes de BAP. Entretanto, mesmo
com elevado potencial osmoético do meio de cultu-
ra, ocasionado pela adicdo de 60 g.L" de sacarose,
a utilizagcdo de 8 mg.L' de BAP foi suficiente para
superar esse efeito.
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FIGURA 2 — Numero de embrides cordiformes formados a partir de calos de cafeeiro ‘Acaia Cerrado’, em diferentes concentragdes de

BAP e sacarose.

E importante ressaltar que, mesmo que os sacarose, houve tendéncia de aumento nessas varia-
maiores numeros de embrides globulares e veis em fungéo de maiores concentracdes de sacarose
cordiformes de cafeeiro tenham sido obtidos quando e BAP. Desta forma, pode-se inferir que concentra-
calos foram cultivados em meio ‘R’ de regeneracgéo ¢Oes ainda maiores destes componentes, podem pro-
com 8 mg.L' de BAP associado com 60 g.L" de porcionar resultados superiores aos observados.

10.
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