Avaliacdo do efeito das concentractes de saoae e dos estadios de
desenvolvimento do fruto no cultivan vitro de embrides
de frutos de cafeeiro

Adriana Madeira Santos Jesugabiola Mla?, Ana Caplina da Costa Larg Moacir Pasquél

RESUMO

A culturain vitro € uma técnica controlada que proporciona estudar os processos nutricionais, fisiolégicos e
bioguimicos de embrides em varios estadios de desenvolvimento. O objetivo foi avaliar a relagcao entre estadio de
desenvolvimento do fruto e concentracéo de sacarose, no meio, durante o desenvolaimigntale embriées de
cafeeiro. Frutos d€offea arabicacv. Acaia foram colhidos, lavados, desinfestados, seus embrides excisados e
inoculados em meio de cultivo MS, com pH ajustado para 5,8. Os tratamentos consistiram em combina¢éo de concen-
tracBes de sacarose (0, 15, 30, 60, 90 e 120 @ &stadios de desenvolvimento do fruto (chumbinho, chumbo, verde,
verde-cana, cereja e pasFgos a inoculacao, os embrides foram incubados em sala de crescimeniol &Q7
fotoperiodo de 16 horas e @3nol m? st de intensidade luminosa. O delineamento experimental utilizado foi inteira-
mente casualizado, em esquema fatorial 6 x 6, com seis repeti¢cdes constituidas por quatro tAlpds €éaddias de
desenvolvimento, as plantulas foram avaliadas com base no comprimento da parte aérea, massa de matéria fresca tota
da parte aérea e das raizes. Observaram-se influéncias das concentracdes de sacarose e dos estadios de desenvol
mento do fruto no crescimento e desenvolvimento das plantulas. Resultados satisfatérios para todas as variaveis
estudadas foram obtidos com embrides excisados no estadio verde, inoculados em meio de cultivo suplementado com
51a 70 gt de sacarose.

Palavras-chave:Coffea arabicd.., cultura de embrides, concentracéo de sacarose, estadios de desenvolvimento
do fruto.

ABSTRACT

Evaluation of the effects of sucrose concentrations and stages of fruit development in the in
vitro embryos culture of coffee fruits

In vitro culture offers a controlled system to study the nutritional, physiologic and biochemical processes of
embryos in several developmental stages. In this work, the relationship between development stage of the fruit and
sucrose concentration in the culture mediunirforitro development of coffee embryos was evaluated. Embryos of
Coffea arabical. cv. Acaid were excised and inoculated into the culture medium MS with pH adjusted Thé.8.
treatments consisted of the combination of six sucrose concentrations (0, 15, 30, 60, 90 and")1l20dgsix
developmental stages of the fruit (‘pin-head’, ‘lead’, ‘green’, ‘green-yellow’, ‘chang*overripe’) After inoculation,
the embryos were incubated in growth room at 27 + 1°C, photoperiod of 16 hoursiamdB61% st of luminous
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intensity The experimental design was entirely randomized (6 x 6 factorial), with six repetitions and the parcel constituted

by four tubes eackfter 60 days, the seedlings were evaluated based on shoot length, total fresh weight of shoot and
root. Influences of the sucrose concentrations and the stages of fruit development were observed, and the best results
were obtained with embryos excised in the stage ‘green’ and inoculated in the culture medium supplemented with 51 to
70 g sucroset

Key words: Coffea arabicd.., culture of embryos, sucrose concentration, stages of fruit development.

INTRODUCAO O estadio de desenvolvimento em que os frutos séo

oL . . , colhidos também influencia na cultura de embrides, visto
O Brasil é o maior produtor mundial de café e oferece

. . . . ._gue, quanto mais jovens os embrides, mais dificil € o seu
aos mercados nacional e internacional os cafés mais

- &iftivo in vitro, tanto por seu pequeno tamanho e danos
borosos do mundo. O sucesso dessa atividade deve:se o o L

. durante a excisdo, quanto pelas exigéncias nutricionais
em grande parte ao trabalho de produtores rurais de base

e : o r8a|s complexag\ssim, quanto mais jovens os embrides,
familiar. A cafeicultura brasileira & representada por 30 . . . . .
tanto maior sera a osmolaridade requerida para o meio, o

mil propriedades de tamanhos diversos, sendo 2/3 de pe- . . =
Ue pode ser obtido via aumento da concentracdo de
quenos produtores, que produzem dentro de normas e
. S . . .._sacarose (Pasquatlal, 2001).
critérios de sustentabilidade social, ambiental e econbmi- _. . . .
. Ribeiroet al. (2003) estudaram o efeito de diferentes
ca, e que empregam 8,4 milhdes de trabalhadores, geran-

N o concentracdes de sacarose no desenvolvimentibro
do um valor bruto, na produgao, de US$ 5 bilhdes (Rewa- .NQ o .
. e embrides de laranjeira ‘Péra’, observando maior com-
ta Cafeicultura, 2007).

n . rimento da parte aerea em meio MS, com 60.@’laso
A cultura de embriBes pode ser utilizada para o desén)n— P ¢

. P . o . * haja deficiéncia de sacarose no meio nutritivo, ocorre a
volvimento de hibridos, interespecificos ou mtergenet*- ~ A . . .
~ . . ormacao de plantulas disformes, com baixa probabilida-
cos, que nao sobrevivem naturalmeAttcnica oferece o . .
. de de sobrevivéncia, ou a auséncia de germinacdo dos
um sistema controlado para estudar os processé)r%bric”)es

nutricionais, fisiolégicos e bioquimicos dos embriées em ~ .
Geralmente ndo se usam reguladores de crescimento,

vérios estadios de desenvolvimento (Pasqual & Pintg . L . . .
- i COMo auxinas e citocininas, neste tipo de cultivo, pois
1988) Aregeneracao de plantas, a partir de cultura de embri-

. e . .. . podem induzir formacgé&o de calos; excecdo feita para em-
Oes imaturos ou maduros, ja foi descrita para varias espécies . L .
: . . rioes jovens de algumas espécies de cafeeiro (desus
de importancia econémica (Paterson & Everett, 1985; L . ~
. e . al., 2010). Neste trabalho, objetivou-se avaliar a relagédo

Krasnyansket al, 1992), com alta eficiéncia para algumas e s . .

. . cizl)“;tre o estadio de desenvolvimento do fruto de cafeeiro e
baixa para outras, sendo motivo de constantes estudos. Va- ~ . .
: . concentracdo de sacarose no meio, para o desenvolvi-
rios autores descrevem como promissora a cultura de emgn- L - g
o N . . - .mentoin vitro de embrides do chcaia.
Oes de cafeeirim vitro; porém, ainda néo se pode determi-
nar qual estadio de desenvolvimento do fruto é o mais efici- -
ente (Pereirat al, 2007; Rezendet al, 2008a, Rezends R/IATERIAL EMETODOS
al., 2008b). Foram coletados frutos denffeaarabicacv. Acaia,

Os embrides séo usualmente cultivados com sucessn diferentes estadios de desenvolvimento (chumbinho,
em meio de cultura, que consiste em sais, geralmente,afmmbo, verde, verde-cana, cereja e pasg#s colhi-
MS (Murashige & Skoog, 1962) e carboidratos, meio esg®s, os frutos foram lavados, desinfestados, com alcool
solidificado com &garMas, ao contrario, embrides 70%, durante um minuto, hipoclorito de sédio 2%, duran-
excisados imaturos requerem nutricdo mais completa (S#é&415 minutos, e enxaguados trés vezes com agua destila-
toset al, 2005). Os carboidratos promovem o crescimenta, autoclavada em camara de fluxo laminar
to das raizes ou dos primérdios radiculares e foliares e Com auxilio de lupa, bisturi e pinga, os embrides foram
desempenham um papel importante na manutengéoekeisados e inoculados individualmente em tubos de en-
osmolaridade apropriada, no meio de cultura (Pagjualsaio, contendo 15 mL do meio de cultura MS, acrescido
al., 2001) A sacarose é a fonte de egi@amais comumente de diferentes concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 60, 90
utilizada nos meios nutritivos, suportando as mais altasl20 g [*), com pH ajustado para 5,8, solidificado com 6
taxas de crescimento, na maioria das culturas. g L't de &gar e autoclavado a 121 °C, 1,2 atm, durante 20
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minutos. Os tratamentos consistiram em combinacgédo dase 0 embrido pode até germinar na auséncia de uma fon-
diferentes concentracdes de sacarose e dos estadiosedde carbono, porém, para o seu posterior crescimento é
desenvolvimento dos frutos. necessaria a suplementagcdo do meio com uma fonte de
Os embribes, apods inoculagéo, foram transferidos paaergia. Em tratamentos sem adicéo de sacarose, o ganho
sala de crescimento, com temperatura det 27 °C, total das plantulas foi afetado, mostrando que o carbono
fotoperiodo de 16 horas e @3nol m? st de intensidade ¢é fonte essencial a ser adicionada no meio de cultivo.
luminosa. O delineamento experimental utilizado foi intei- No entanto, concentragdes mais elevadas de sacarose
ramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 6, com seiduziram a massa da matéria fresca total, possivelmente
repetigdes constituidas por quatro tubos cAgdavalia- pelo aumento do potencial osmético do meio, dificultan-
¢Bes foram realizadas apds 60 dias da inoculdcioa- do a absorcéo de sais e de agua pelas plantulas. Segundo
racteristicas avaliadas foram: massa da matéria frescaKozai & Nguyen (2003), a presenca de fontes externas de
tal (g), massa da matéria fresca do sistema radicular (gaybono para o explante desfavorece o desenvolvimento
massa da matéria fresca da parte aérea (g) [realizadosdenautotrofia das plantulas, diminuindo o crescimento e
balanca digital] e comprimento da parte aérea (mm). @sdendo levar as plantulas a morte, durante a aclimatiza-
dados coletados foram submetidos a teste de varian@ag, pela falta de fotossintese.
sendo utilizado goftwareSisvar (Ferreira, 2000) e teste  Existem autores, porém, contrarios a ideia de reducao

de médias Feom 1% de significancia. de sacarose durante a micropropagacéao, que afirmam que
RESULTADOS E DlSCUSSAO O Chumbinho NS (n&o significativo)
X Chumbo NS

A germinacaan vitro dos embriées ocorreu em 100%

i ~7" "M Verde 0,0619 + 0,0055x - 0,00004709x>  R?=0,61
dos tratamentos analisados. O resumo das analiSeST yerqe-cana  0,0043 + 0,0026x - 0000017972 R2=0.79
variancia para as caracteristicas comprimento da pa+ cereja 0,0288 + 0.0020x - 0,00001604x2  R2=0,79
aérea, massa da matéria fresca total, massa da matéria ¢ Passa 0,0176 +0,0022x - 0,00001752x>  R?=0,89

ca do sistema radicular e massa da matéria fresca da p el
aérea encontra-se Mabela 1.

Observou-se, pelas avaliagBes, que a interag
sacarose X estadios de desenvolvimento dos frutos
significativa para todas as caracteristicas estudadas. F
massa da matéria fresca total das plantulas (Figura
resultados positivos foram obtidos quando se adiciont
ao meio de cultura 55 g'lde sacarose, para embrides ni g
estadio verde, com massa de 0,20 g. Quando a concen <
cao de sacarose foi aumentada progressivamente, as «
centragdes acima de 60 g rovocaram redugdo na mas- -
sa de matéria fresca total das plantulas, em todos os e
dios de desenvolvimento do fruto. Sacarose (g/L)

Na maior parte dos estadios de desenvolvimento do

fruto utilizados nesse experimento. para o tratamento s Figura 1. Peso total da matéria fresca de plantulas de cafeeiro
P P ERaia’ oriundas de embrides zigoticos retirados de frutos em

adicdo de sacarose obteve-se reduzido ganho de mag&dentes estadios de desenvolvimento e cultivados em meio de
de matéria fresca total das plantulas, atestando o fatoct@ura com diferentes concentragées de sacarose.

0.27 -
0.24
= 021
018
015
012
0.09
0.06
0.03

total (g)

assa fresc

Tabela 1.Resumo das analises de variancia para as caracteristicas comprimento da parte®gdéneas&aRla matéria fresca total
(MMFT), massa da matéria fresca do sistema radicular (MMFSR) e massa da matéria fresca da parte aék¢a (MMFP

Quadrados Médios

Fv GL

CPA MMFT MMFESR MMFPA
Sacarose 4 5,3810** 0,017782** 0,000904** 0,013043**
Estadios 5 1,9811** 0,012663** 0,00624** 0,009538**
E.x S. 20 0,3611** 0,003432** 0,00183** 0,00693**
Erro 150 0,0581** 0,000742** 0,000021** 0,00693**
Total 179
CV% 14,41 3,64 0,65 3,54
E. = estadios; S. = sacarose. ** Significativo a 1% pelo teste de F
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0s niveis de sacarose devem ser mantidos em torno de 3(Em cafeeiros, Ribeiret al.(2003) obtiveram éxito com

g L* na fase que antecede a aclimatizacéo, para a plaateultivoin vitro de embrides de frutos no estadio verde-

acumular reservas e enfrentar o meio ambiente (Capelladasa, cultivados em meio MS, com 301k sacarose no

et al, 1991) Andradeet al.(2001), estudando a respostameio. Se 0 meio estiver deficiente ou abaixo dessa con-

de embrides d€offea arabicae C. canephoraobserva- centracao de sacarose, formam-se plantulas disformes,

ram que a eficiente germinacédo e desenvolvimento da@m baixa probabilidade de sobrevivéncia, ou ndo germi-

plantulas ocorreu em meio de cultivo MS que continha 3tam os embrides.

g L' de sacarose. Observou-se que as plantulas apresentaram maxi-
A melhor concentracéo de sacarose, avaliada para parte desenvolvimento até um limite de concentracao de

aérea das plantulas, foi de 58,3 § para embries de sacarose, apés o qual houve reducdo nos parametros

fruto no estadio verde, promovendo seu maior desenvalaliados. Esse comportamento foi provavelmente cau-

vimento (Figura 2). sado por aumento excessivo do potencial osmaético do
Melhores respostas foram verificadas com concentrareio.
¢Oes de sacarose variando entre 51 e 7Y gdmprovan- Os piores resultados foram observados nos estadi-

do o fato de que, quanto mais jovem o embrido, maios chumbinho e chumbo, justamente os mais precoces,
deve ser a osmolaridade do meio de cultura. Normalmeénédicando que, provavelmente, os embrides nao apre-
te, 60 g L* de sacarose tem sido indicada como a concesentavam condicbes para se desenvolverem, em um
tracdo Otima para a cultura de embrides imaturos. meio de cultivo sem amino&cidos e vitaminas. A medi-
Pereireet al.(2006) verificaram, em embrides de pal-da que o embrido zigdtico desenvolve-se, ocorrem mu-
meira murmuruAstrocaryum uleBurret), que a concen- dangas progressivas nas suas exigéncias nutricionais,
tracao de 15 gLtde sacarose para embrides obtidos deassando de heterotréficas para autotréfidatistin-
frutos maduros foi suficiente para que se alcancassemg@® entre estas duas fases baseia-se na dependéncia
melhores indices de germinacéo. Estes resultados confio embrido pelas substancias nutritivas armazenadas
mam a hipétese de que, dependendo da espécie e do egizendosperma.
dio de desenvolvimento dos embrifes, com presenca deInicialmente, o zigoto e o embrido, nas fases subse-
carboidratos no meio de cultura, mesmo que em concequentes a fecundagao, possuem pouca capacidade de sin-
tracdes minimas ou na sua auséncia, embrides de mufese e se utilizam das reservas nutricionais, fito-hormodnios
espécies utilizam a energia necesséria para a germinagioutros metabdlitos essenciais presentes no endosperma
in vitro, a partir de suas proprias reservas. e células acessérias do saco embrionario (Raghavan,
1976).Ainda no estadio globulan embrido continua sen-
O Chumbinho NS do heterotréficoA precocidade dos embrides também
« Chumbo NS pode ser determinante, na hora da sua retirada da semen-
B Verde 0,0567 + 0,00415x - 0,00035637x> R*=0,68 te, por serem mais frageis e mais susceptiveis a danos
[ Verde-cana 0,0006577 + 0,0019739x - 0,000013956x> R?=0,83 fisicos (Raghavan, 1976).
i Cerela  0,02863 +0.002078x - 01200016048"2 Rz; £y Os melhores resultados foram obtidos no estadio ver-
Passa 0,000001342x +0,00001752x"-0,0000009027x" R™=089 g g5 fruto do cafeeiro, estando o embrido em estadio
cordiforme final. Portanto, somente a partir desse estadio,
com inicio do desenvolvimento dos cotilédones, é que o
embrido comega a tornar-se independente e autotrofico.
Segundo Pereirgt al.(2007), as concentraces mais apro-
priadas de sacarose que devem ser adicionadas ao meio
de cultivo variam com a espécie, com o ambiente nos quais
serdo mantidos os frascos, com o estadio da micropro-
pagacédo e com a possibilidade de fornecerem-se outras
fontes de carbono aos explantes.
Para a massa da matéria fresca do sistema radicular
observou-se, pela andlise das curvas de regressao, que a
45 60 75 melhor resposta ocorreu com a concentracdo de 70 g L
Sacarose (g/L) de sacarose, em embrides de frutos no estadio verde e

_ _ R _ . massa de 0,045 g (Figura 3). Comportamento semelhante
Figura 2. Comprimento de plantulas de cafeeiro ‘Acaid’ orlunda§

de embrides zigoticos retirados de frutos em diferentes estédlgé?bservado rfor Dignaet al. (2009)' no cultivo de em-
de desenvolvimento e cultivados em meio de cultura com diferenf¥d0€s de orquide@attleya walkerianaem que se veri-
concentragdes de sacarose. ficou formacao de raizes, relacionada com aumento da

Comprimento da parte aérea {(cm)
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concentracdo de sacarose, e que o nivel de 30% O Chumbinho NS
.. . . . . X Chumbo NS
sacarose era visivelmente mais eficiente do que o nivel

W Verde 0,05676 + 0,0042x - 0,00003565x> R?=0,68
15%, para a melhor formacao de raizes. [ Verde-cana 0,02883 + 0,0020x - 0,00001604x? R?= 0,79
Grattapaglia & Machado (2004) afirmaram que a dist Cereja 0,006577 +0.0019739x - 0,000013956x? R? = 0,83

@ Passa 0,0026 + 0,001342x + 0,000001341x? - 0,00000009021x°
R%=0,89

ponibilidade de uma fonte de energia € indispensavel pi
que ocorra a rizogénese e ressaltam que a concentra _, 4
de sacarose no meio de cultura deve ser mantida entre‘? 0 u
3%. De acordo com a Figura 3, concentragfes acima de»§ 018 =
g Lt contribuiram para o decréscimo da massa de matég Q15 o~ N
fresca do sistema radicular das plantulas analisadas. & /

Quando foi avaliada a massa de matéria frescadapy 0212
te aérea (Figura 4), resultado semelhante ao anterior & g
obtido, verificando-se melhor resposta em 51,25 d&. &
sacarose, para embrides de fruto no estadio verde. C%
centracBes crescentes de sacarose resultaram em det« o3
cimo no desenvolvimento das plantulas e, como cons
quéncia, a reducdo da massa de matéria fresca da p
aérea.

Torreset al.(2005), cultivando embrides de heliconia_. - . A
i . ( ). ii I aFlgura 4. Peso da matéria fresca da parte aérea de plantulas de
(Heliconia ostrataRuiz & Pav), verificaram que melho- cafeeiro ‘Acaid’ oriundas de embrides zigéticos retirados de frutos

res respostas para desenvolvimento da parte aérea ghasliferentes estadios de desenvolvimento e cultivados em meio
plantulas foram obtidas nos tratamentos com meio de cdé cultura com diferentes concentragdes de sacarose.

tura MS, suplementado com 3% de sacarose. Em concen-
tracBes acima de 6%, reduziu-se a percentagem drDatura stramoniuni., em trabalho no qual embries
plantulas formadas para 5,9%. Concentracdes ainda nf#@duros desenvolveram-se em meio desprovido de
ores, de 9 a 12%, inibiram a germinacdo dos embrig&§carose, enquanto aqueles em estadios precoces exigi-
possivelmente pela queda do potencial osmético do méfyM: progressivamente, altas concentracfes de sacarose.
de cultivo. Outros estudos com cultura de embrides tém sido realiza-
Rietsemaet al. (1953) mostraram a importancia dados em cafeeiro, a fim de elucidar esta fase tdo importante
osmolaridade do meio sobre o crescimento dos embrigR&fa a cultura de tecidos de plantas cultivadas (Morais &

0.06

Peso da m:

0 15 30 4 60 75 90 105 12

Sacarose (g)

Melo, 2011).
O Chumbinho NS , , Com as respostas obtidas pelo presente experimento,
X Chumbo 0,000001199 + 0,0001791x - 0,00003565x R“=0,66 . JRT . PN
B Verde 0,0038446 + 0,0013956x - 0,000011636x> R?=0,85 flca cIa_ro que 0 es_ta,\dlo_de des.e.nvolylm(.ento (,'jO embrlao
[ Verde-cana  0,000281538 + 0,00056185x - 0,0000033267x>  R*=0,83 determina suas exigéncias nutricionais e isso € fundamen-
+ Cereja 0,00017631+ 0,000597394x" - 0,0000040799x R” = 0,66 tal para o desenvolvimento de uma metodologia de cultu-
€ Passa 0,00018+ 0,000413526x - 0,00000300358x> R?=0,0,81 o~ .
ra.As condi¢des determinadas pelo trabalho fornecem, a
o principio, subsidios para iniciar-se uma cultura de embri-
' Oes, que podem, também ser aplicados para a cultura e
005 . regeneracado de plantas a partir de embrides somaticos.
——
~ ™~ A~
0.04
~ . . CONCLUSOES
0.03 / \ Ha influéncia das concentragbes de sacarose e dos

estadios de desenvolvimento do fruto do cafeeirbcaia
no crescimento e desenvolvimento das planiolagro.

A concentracao de sacarose de 58,3 ,cadicionada
ao meio nutritivo, resulta em maior comprimento da parte
aérea das plantulas oriundas de embrifes excisados do
fruto no estadio verde.

Peso da matéria fresca do sistema radicular (g)

Sacarose (g/L)

Figura 3. Peso da matéria fresca do sistema radicular de plantulas

O estadio de desenvolvimento do embrido determina

de cafeeiro ‘Acaid’ oriundas de embrides zigoticos retirados quas eX|gen(_:|as nutricionais, de extrema !mportanqa para
frutos em diferentes estadios de desenvolvimento e cultivad@slesenvolvimento de futura metodologia de cultivo
em meio de cultura com diferentes concentragdes de sacaroseitro.
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