EMBRIOGENESE SOMATICA DIRETA EM EXPLANTES FOLIARES DE Coffea
arabicaL.CV.ACAIA CERRADO: EFEITO DE CINETINA E ACIDO GIBERELICO?

Direct somatic embryogenesis in Coffea arabica L. cv. Acaia Cerrado:
Kinetin and giberelic acid effects
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RESUMO

Objetivou-se estudar o efeito da cinetina, GA, e ANA naindugo in vitro de embrides sométicos de cafeeiro pelaviadireta.
Segmentos foliares retirados de plantulas cultivadasin vitro foram inoculados em meio de cultura‘M S’ com 50% dos sai's contendo as
seguintes combinagBes de cinetina (0; 1; 2, 4e8mg L™) e GA, (0; 2,5; 5; 10 € 20 mg L ). Os meios de cultura utilizados tiveram pH
gjustado para 5,8 + 1 antes de serem autoclavados. O experimento foi mantido em sala de crescimento a 25 + 1°C. Avaliou-se nimero total
de embriBes sométicos, 0 nimero de embrides cotiledonares, 0 nimero de embrides torpedo e a média dos comprimentos dos embriGes.
A agéo combinada entre cinetina, GA, e ANA estimulou aindugéo de embriGes sométicos pela via direta. O maior comprimento de
embrides foi observado quando se utilizou 8 mg L™ de cinetina e 8,0 mg L* deANA ou 17mg L*de GA, e 8,0 mgL*de ANA
isoladamente.

Termos paraindexagéo: Embrides somaticos, reguladores de crescimento, cafeeiro.

ABSTRACT

It was aimed to study kinetin, GA, and ANA effects in the in vitro induction of direct somatics embryos. Leaf segments
withdrawn from plantletsin vitro wereinoculated in ‘M S’50% contai ning the following combination of kinetin (0; 1; 2; 4and 8 mg L)
and GA, (0; 2,5; 5; 10 and 20 mg L™). The culture media utilized had their pH adjusted to 5,8 + 1 before being autoclaved. The
experiment was carried out growth room at 25 + 1°C. Total number of embryos, number of embryos cotiledonar, number of embryos
of torped and length of embryo were evaluated. The combination between kinetin and GA, promoved induction of embryos. The use

of kinetin 8 mg L** and GA, 17 mg L* not associate in medium with 8,0mg L™ of ANA, promoter higher ratesin vitro.

Index terms: Somatics embryos, growth regulators, Coffea.
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INTRODUGCAO

O sucesso dos programas de melhoramento
genético tem colocado a disposicdo dos cafeicultores,
cultivares mais adaptadas, produtivas e que atendem as
necessidades dos consumidores. Entretanto, o
melhoramento genético do cafeeiro através de métodos
convencionai s,principa mente hibridag&o, retrocruzamentos
e cruzamentos interespecificos, seguidos da selecdo de
populacfes, avaliacdo de progénies, € um processo
demorado, podendo levar mais de trinta anos para se obter
umanova cultivar (ALMEIDA et al., 2000). Dessaforma, o
desenvolvimento de técnicas para propagacdo acelerada
de plantas de cafeeiro € fundamental para aumentar a taxa
de multiplicag8o e possibilitar arapida difusdo de novas
cultivares.

Nesse contexto, a propagacao vegetativa é indicada
para multiplicaco de cultivares de alta produtividade e
resistentes a enfermidades, garantindo uniformidade nos
povoamentos e mantendo 0 ganho genético obtido na

selecdo. No entanto, a multiplicac8o vegetativa pelos
métodos convencionais deve limitar-se a utilizagdo de
fragmentos de ramos ortotropicos, sempre em nimero
limitado (DUBLIN, 1984). Em contrapartida, as dificuldades
de multiplicag8o podem ser minimizadas por meio da
propagacéo vegetativa in vitro.

Um importante método de multiplicagdoin vitrode
plantas de Coffea é a embriogénese somética, que consiste
no desenvolvimento de embridides a partir de células
hapl 6ides ou sométicas dipl6ides, sem que hgjaafusio de
gametas, e que possibilita micropropagacao acelerada de
clones superiores e a manutencao de hibridos
interespecificos.

Segundo Sharp et a. (1980), embriogénese somética
in vitro apresenta dois padrBes basicos de
desenvolvimento de embrides: direta, naqual os embrides
sométicos originam-se diretamente de tecidos de matrizes
sem a formacdo de estadios intermediérios de calos; e
indireta, na qua osembrides somaticos se formam a partir
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de calos, que apresentam células em diferentes estadios
de diferenciacdo. Em ambos os padr8es, 0 embri&o somético
segue a mesma seqiiéncia de desenvol vimento do zigoético,
0u sgja, a passagem pelos estédios globular, cordiforme,
torpedo e cotiledonar (GUERRA et al., 1999).

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), uma
caracteristica diferencial entre estes dois padrbes de
desenvolvimento embriogénico € a resposta a agdo de
reguladores de crescimento. Enquanto a embriogénese
direta caracteriza-se pelo cultivo dos explantes em um Unico
meio de cultura com a adicdo de apenas uma citocining, a
indireta requer alta relagéo auxina/citocinina para a
formag&o de calos ndo diferenciados em um meio de cultura
inicial e baixa relacdo para a inducdo de calos
embriogénicos durante culturas subsequentes.

Os primeiros trabalhos conhecidos de
embriogénese somética no género Coffea foram realizados
por Starisky (1970), que obteve rapida proliferacdo de calos
na espécie C. arabica e embridides e plantulas com
explantes de C. canephora. Desde entdo se tém
desenvolvido pesquisas sobre a embriogénese somética
no cafeeiro em diversos paises (CORDEIRO, 1999;
SREENATH, 2000).

As auxinas e citocininas tém papel fundamental na
embriogénese somatica de varias espécies de plantas.
Algumas espécies necessitam de meio suplementado com
acido giberélico para o desenvolvimento de embrides
sométicos.

Vieira & Kobayashi (2000) afirmam que C.
canephora tem sido utilizada como espécie modelo na
grande maioria dos trabalhos em embriogénese direta. Existe
uma grande diferenca entre C. canephora e C. arabica
guanto a inducdo de embriogénese direta em explantes
foliares. Enquanto que para a primeira espécie é
relativamente facil desencadear a formacéo de embribes
somaticos em meio de cultura suplementado somente com
citocininas (FUENTES et a., 2000), h& poucos relatos da
obtencdo de embriogénese somética diretaem C. arabica.

Objetivou-se, com este traba ho, induzir a formagéo
de embrides somaticos pela via direta com adicdo de
cinetinae GA, ao meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

Os explantes utilizados foram segmentos de folhas
de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, com tamanho médio
de 1cm?, provenientes de partes aéreas de plantulas

micropropagadas, originadas de cultura de embrifes e
estabelecidas in vitro durante 60 dias.

Os tratamentos consistiram da combinaco de cinco
concentragOes de cinetina (0; 1,0; 2,0; 40e80mg.LY) e
cinco concentragOes de GA, (0; 2,5; 5,0; 10,0 € 20,0 mg.L ™)
adicionadosaomeio ‘MS’ (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
com 50% dos sais, 8,0 mg.L-*de ANA, 100 mg.L* de caseina
hidrolisada e 400 mg.L* de extrato de malte.

Os explantes de C. arabica foram inoculados, em
camara de fluxo laminar horizontal, individualmente em
tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura. Apds
a inoculacéo, os tubos contendo os explantes foram
mantidos em sala de crescimento sob condi¢des de total
auséncia de luz, com temperatura de 25 + 1°C.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquemafatorial 5 x 5, com
quatro repeticdes de trés tubos cada uma.

Ap6s 150 dias, o experimento foi avaliado quanto
a0 numero total de embrides, ao nimero de embrides no
estédio torpedo, ao numero de embrides no estédio
cotiledonar e as médias dos comprimentos do embridides.

RESULTADOS E DISCUSSAO
NuUmer o total de embribes somaticos

O €feito das concentracfes variadas de cinetina e
GA e fixade ANA no nimero total de embriGes pode ser
observado na Figura 1. Foram formados 45 embrides
somédticos em explantes foliares quando se adicionou ao
meio de cultura cinetina na concentragdo de 5,6 mg L™
combinada com 10 mg L™ de GA, (Figura 1A). Com a
utilizagdo de 5,8 mg L de cinetina combinada com 20 mg L
de GA, pode-se observar a formagao de 44 embrides
somaticos. Dessa forma, como a diferenca € minima,
justifica-se a utilizacdo do meio de cultura com a adicdo de
10 mg L*de GA,, com o objetivo de reducéo de custos.
Contudo, concentracdes acima de 6 mg L de cinetina
associadas a 10 e 20 mg L*de GA, promoveram inibicéo e
reducéo na formacdo de embridides, provavelmente
causada por desbalanco hormonal, da relacéo enddgena
entre auxinas e giberelinas dos explantes.

Concentracdes superiores a 8 mg L de cinetina
quando combinadas com 2,5 € 5,0 mg L* de GA , podem
proporcionar um aumento no numero de embrides
sométicos. Essas mesmas concentragdes de GA,, quando
associadas avalores entre 2 e 6 mg L* de cinetinareduziram
0 nUimero de embridides.

O nimero de embrides sométicos obtidos na auséncia
da cinetina, em todas as concentragles de GA, foi inferior
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quandocomparado aos demais tratamentos, evidenciando-se
assim a importancia desse fitoregulador para a inducéo
de embrides em Coffea arabica cv. Acaid Cerrado. A
concentragdo de 2 mg L de cinetina quando combinada
as concentragdes de 10 mg L*e 20 mg L™ de GA ;também
mostrou-se menos eficiente na inducdo de embrides
somaticos. Possivelmente, nesse caso, maiores
concentracdes de cinetina sdo requeridas para se obter
maior nimero de embrides sométicos.
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FIGURA 1 - Efeito de concentragbes de cinetinae GA, e
a concentracdo fixa de ANA (8,0 mg L) no nimero total
de embriGes sométicos de Coffea arabica cv. Acaia
Cerrado. UFLA, LavrasMG, 2004.

Resultados similares foram obtidos por Hatanaka
et al. (1991), que estudando a indugdo de embrides
sométicos a partir da embriogénese direta em folhas de
Coffea canephora, obtiveram uma média de 100 embrides/
explante quando utilizaram cinetina na concentragéo de 5
mg L. Demonstraram, ainda, que 2-iP e BAP também foram
capazes de estimular o desenvolvimento de embrides
sométicos originados por via direta e que as auxinas sdo
atamente inibitérias para aformagdo de embridides.

Ja em relacdo ao regulador de crescimento GA,
utilizado no experimento, Carvalho et al. (1998) afirmaram
que 0 GA, contribui para o desenvolvimento de embridides
de cafeeiro.

O ndmero de embrides sométicos diretos de C.
arabica cv. Acaia Cerrado obtido no presente trabalho,
utilizando cinetinae GA, foi inferior quando comparado
aos resultados de embriogénese indiretaem C. arabicacv.
Obata obtidos por Macid et a. (2003), os quais obtiveram
proliferag@o de calos utilizando 2,4-D e cinetina, alcangando
na etapa posterior, uma média de 310 embribes/explante.
Este comportamento esté de acordo com Vieira & Kobayashi
(2000), que asseguram que a embriogénese indireta é
preferencialmente utilizada para estudos de multiplicacéo
clonal de plantulas de cafeeiro, pois geralmente proporciona
a formag&o de maior nimero de embrides somaticos/
explante. Entretanto, a embriogénese direta pode manter
em torno de 80% a constituicdo genética do gendtipo
doador (VIEIRA & KOBAYASHI, 2000).

Numer o de embrides cotiledonares

Analisando-se o efeito das concentracbes de
cinetina e GA, no ndmero de embridides cotiledonares
(Figura 2), observarse que a utilizagdo de 20 mg L™ de GA,
associada a 5,9 mg Lde cinetinae 8,0 mg L de ANA
promoveu a formagdo de maior nimero de embrides
cotiledonares (38). Porém, concentragdes de cinetina
superioresa6 mg L associadasa 10 e 20 mg L' de GA,
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FIGURA 2 - Efeito de concentragdes de cinetina, GA, e
concentragdo fixa de ANA (8,0 mg L) no nimero de
embrides cotiledonares de Coffea arabica cv. Acaia
Cerrado. UFLA, Lavras-MG, 2004.
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proporcionaram reduc¢é@o no numero de embrides,
provavelmente devido ao desbalanco hormonal causado
por esses reguladores de crescimento. Observa-se ainda
gue concentragdes acima de 8 mg L de cinetina quando
combinadas com 2,5 e 5,0 mg L de GA, podem
proporcionar um incremento no nimero de embrides
cotiledonares.

NUmer o de embrides torpedo

Maior nimero de embridides no estédio torpedo (11)
foi formado em explantes foliares quando se adicionou, ao
meio de cultura, cinetina na concentragdo de 8 mg L
combinadacom 5 mg L*de GA, e 8,0 mg L™* de ANA (Figura
3). ConcentragBes de cinetina superiores a8 mg L quando
combinadas com 2,5 mg L™ de GApodem proporcionar um
incremento no niimero de embrides torpedo. Nessa mesma
concentragd de GA,, quando associada a 2 mg L™ de
cinetina, pode-se observar aformagéo de 8,39 embrides.

Na auséncia de cinetina, para ambas as concentracdes
de GA, pode-se observar um menor numero de embrides e
que com 5 mg L de GA, foi maior que com 2,5 mg L™
Constata-se assim, aimporténcia da utilizacdo da cinetina no
meio de cultura para ainducdo de embrides de cafeeiro.
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FIGURA 3 - Efeito de concentragOes de cinetina, GA, e
concentracéo fixa de ANA (8,0 mg L1) no nimero de
embrides torpedo de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado.
UFLA, Lavras-MG, 2004.

Comprimento médio dos embridides

Para a varidvel comprimento do embridides ndo
houve interacdo significativa entre as concentracdes de
cinetinae GA,,.

Maior comprimento do embrido (3,6) foi
observado quando se utilizou 8 mg L* de cinetina, 8,0
mg L™ de ANA e ausénciade GA, (Figura4). Quando se
utilizou 4 mg L* de cinetina obteve-se aformacéo de 3,2
embrifes. Desta forma, como a diferenca € minima,
justifica-se aadicéo de 4 mg L de cinetinaao meio de
cultura, com o objetivo de reducdo de custos. Na
auséncia de cinetina observou-se que 0 comprimento
do embrido foi inferior 22,8 mm.
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FIGURA 4- Efeito de concentragBes de cinetina, 8,0 mg L™
de ANA e auséncia de GA, no comprimento de embriGes
sométicos da Coffea arabica cv. Acaia Cerrado. UFLA,
Lavras-MG, 2004.

A medida que concentracdes de GA, foram
aumentadas, observou-se aumento no comprimento do
embridide (Figura 5) até o valor de 4,47 cm, quando se
utilizou 17 mg L™* de GA,, 8,0 mg L* de ANA e ausénciade
cinetina. A partir desse ponto houve reducdo,
provavel mente devido ao efeito fitotdxico do regulador de
crescimento GA,. Quando o comprimento do embridide
formado é muito pequeno, € necessario maior tempo de
permanéncia no meio de cultura, em torno de trés meses, e
guando esse é reduzido no laboratdrio ha otimizagdo da
producdo e reducdo de gastos.
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FIGURA 5- Efeito de concentragGes de GA,, 8,0 mg L*de
ANA e auséncia de cinetina no comprimento de embrides
sométicos da Coffea arabica cv. Acaia Cerrado. UFLA,
Lavras-MG, 2004.

CONCLUSAO

A acdo combinada entre cinetina, GA, e a auxina
ANA estimula ainducdo de embrides somaticos pelavia
direta.
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