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LISTA DE ABREVIATURAS

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

ANA: Acido o-naftalenoacético

BAP: 6-benzilaminopurina

CIN: 6-furfurilaminopurina (cinetina)

GA,: Acido giberélico

MS: Meio de cultura basico de Murashige e Skoog (1962)
IC: Meio de cultura para indugdo de calos

D: Meio de cultura para diferenciagio de calos
R: Meio de cultura para regeneragdo de calos
CC’s: Calos cicatriciais

CPN’s: Calos primérios nodulares

CPM’s: Calos primérios mistos

CE’s: Calos embriogénicos

CEF’s: Calos embriogénicos fridveis

CF’s: Calos fridveis

PMFC: Peso da matéria fresca de calos

NEG: Nimero de embrides globulares

NET: Numero de embrides torpedos

NEC: Numero de embrides cotiledonares

CV: Coeficiente de variacio

R%: Coeficiente de determinagdo



RESUMO

MACIEL, Anna Lygia de Rezende. Embriogénese somitica indireta em
Coffea arabica L. Lavras: UFLA, 2001. 60p. (Dissertagio — Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia)*

Objetivou-se, com este trabalho, estudar a embriogénese somética indireta
em cultivares de Coffea arabica L. resistentes a ferrugem, incluindo as etapas de
indugdo, diferenciagdo, regeneragéo e formagdo de embrides. Indugdo de calos -
Experimento 1: segmentos foliares retirados de plantas da cultivar Obati, em
condigdes de campo, foram desinfestados com dlcool 70% por 1°, hipoclorito de
sodio 1% durante 15’ e inoculados em meio IC suplementado de 2,4-D (0, 1,2 ¢
4 mgL™") e cinetina (0, 2; 4 ¢ 8 mg.L"). Experimento 2: Explantes foliares -
obtidos in vitro das cultivares Obatd, Katipd, Tupi e Catucais Vermelho e
Amarelo foram inoculados em meio de cultura IC suplementado de 2,4-D (0, 2,
4 e 6 mgL™") e cinetina (2 mg.L™). Diferenciagiio de calos - Experimento 1:
calos primdrios mistos de Obatd foram transferidos para o meio DC adicionado
de diferentes concentragdes de 2,4-D (0, 1,2 e 4 mgL™") e BAP (0, 2,4 ¢ 8
mg.L"). Experimento 2: calos primarios mistos das diferentes cultivares foram
inoculados em meio DC contendo 2,4-D (0; 0,5; 1 ¢ 2 mg.L"). Regeneracgéo e
formagdo de embrides - Experimento 1: calos embriogénicos fridveis foram
inoculados em meio R suplementado de BAP (0, 2, 4 ¢ 6 mg.L™") e sacarose (0,
15, 30, 45 e 60 g.L™). Experimento 2: calos embriogénicos foram transferidos
para o meio R adicionado de BAP (0, 1, 2 e 4 mg.L"). Os meios de cultura
tiveram pH ajustado para 5,6 + 1 antes de serem autoclavados. Os experimentos
foram mantidos em sala de crescimento a 26 + 1°C. Durante as etapas de
induglo e diferenciagdo de calos, os experimentos ficaram em condi¢des de
obscuridade, e na etapa de regeneragdio, os experimentos foram mantidos sob
fotoperiodo de 16 horas. Conclui-se que a combinag#o entre 2,4-D e cinetina
favorece a indugdo de calos primarios mistos. Os explantes foliares provenientes
do campo induzem a formagdo de calos embriogénicos fridveis na presencga de.
BAP (8 mg.L™") associado ou no ao 2,4-D e, conseqilentemente, maior niimero
de embrides/explante, quando se utiliza sacarose (30 g.L!) e BAP (3 mg.L"). Os
explantes oriundos de plantas in vitro favorecem a indugio de calos
embriogéncios nas cultivares Tupi e Catucai Vermelho, em meio com 2 mg.L*
de 2,4-D, e um nimero reduzido de embrides.

* Comité Orientador: Moacir Pasqual — UFLA (Orientador); Antdnio Nazareno
Guimardes Mendes — UFLA.



ABSTRACT

MACIEL, Anna Lygia de Rezende. Indirect somatic embryogenesis in Coffea
arabica L. Lavras: UFLA, 2001. 60p. (Dissertation — Master of Science in
Agronomy/Crop Science)*

It was aimed with this work to study the indirect somatic embryogenesis in
Coffea arabica L. cultivars resistant to rust, including the steps of induction,
differentiation, regeneration and formation of embryos. Callus induction -
Experiment 1: leaf segments withdrawn from plants of 'Obati' under field
conditions were disinfected with 70% alcohol for 1°, 1% sodium hypochlorite
for 15’and inoculated in 'IC' medium supplemented with 2,4 D (0, 1, 2 and 4,0
mg.L™") and kinetin (0, 2, 4, and 8 mg.L""). Experiment 2: leaf explants obtained
in vitro from 'Obatd’, 'Katipé', 'Tupi’ and 'Catucais Vermelho' and 'Amarelo’ were
inoculated in culture medium supplemented with 2,4-D (0, 2, 4 and 6 mg.L™")
and kinetin (2mg.L™"). Callus differentiation - Primary callus mixed of 'Obatj'
were transferred to the 'DC' medium added with dlﬁ‘erent 2,4-D (0, 1,2 and 4
mg.L™") and BAP concentrations (0, 2, 4 and 8 mg. L™). Experiment 2: Primary
callus from dlﬂ'erent cultivars were inoculated in 'DC' medium with 2,4-D (0;
0,5; 1 e 2 mgL"). Embryo regeneration and formation - Experiment 1: friable
embryogenic callus were inoculated into 'R’ medium supplemented with BAP (0,
2, 4 and 6 mg.L") and sucrose (0, 15, 30, 45 and 60 mg.L™"). Experiment 2:
embryogemc callus were transferred to the 'R’ medium added with BAP (0, 1, 2
and 4 mg.L™). The culture media utilized had their pH adjusted to 5,6 +1 before
they were autoclaved. The experiments were kept in a growth chamber at
26x1°C. Over the steps of callus induction and differentiation, the experiments
were held under obscurity conditions and in the regeneration step the
experiments were kept under 16-hour photoperiod. The combination between
2,4-D and kinetin favors the induction of mixed primary callus. Leaf explants
form the field induce friable embryogenic callus formation with BAP (8 mg.L™)
either associated or not with 2,4-D and hence, increased number of
embryos/explant, when sucrose (30 mg.L™") and BAP (3 mg.L™") are utilized. The
explants from in vitro plants support the induction of embryogenic callus in
‘Tupi' and 'Catucai Vermelho' in a medium with 2 mg.L" of 2,4-D and a reduced
number of embryos.

* Guidance Committee: Moacir Pasqual — UFLA (Major Professor); Anténio
Nazareno Guimardes Mendes — UFLA.
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1 INTRODUCAQO

A cafeicultura ¢ uma atividade de elevada importancia no cenario do
agronegoécio brasileiro.

O Brasil é o maior produtor ¢ exportador mundial de café, detendo cerca
de 18% do mercado e gerando aproximadamente 3 bilhSes de délares/ano para o
pais. Além do aspecto econ6mico, a cafeicultura apresenta relevante importincia
social como atividade geradora de empregos e fixadora da mio-de-obra no
campo.

O melhoramento genético do cafeeiro através de métodos
convencionais, principalmente hibridizag3o, seguida da selecdo de populagdes,
avaliagdo de progénies, retrocruzamentos e cruzamentos interespecificos, é um
processo demorado, podendo levar mais de trinta anos para se obter uma nova
cultivar (Almeida et al., 2000).

A clonagem representa uma alternativa vantajosa tanto do ponto de vista
de pesquisa quanto comercial. A propaga¢iio vegetativa é indicada para a
multiplicagio de materiais genéticos de alta produtividade e resistentes a
enfermidades, garantindo uniformidade nos povoamentos e mantendo o ganho
genético obtido na selegdo (Davide, Faria ¢ Botelho, 1995). Por outro lado, a
multiplica¢do assexual do cafeeiro pelos métodos tradicionais se restringe a
utilizagdo de fragmentos de ramos ortotropicos, em que o nimero é sempre
limitado para um clone recentemente selecionado (Dublin, 1984).

As dificuldades de multiplicagdo podem ser minimizadas através da
propagacdo vegetativa in vitro, possibilitando a selecdo de material precoce, em
larga escala e em curto espago de tempo, sendo uma técnica importante para as
culturas de ciclo longo. Esta técnica é vantajosa quando aplicada em variedades
melhoradas que possuem pouco material e necessitam ser propagadas rapida e

massivamente, visando a formagfo de plantios clonais.



A embriogénese somitica em Coffea é um importante método de
multiplicagdo de plantas elite in vitro, em larga escala, apresentando um grande
potencial a ser explorado, capaz de maximizar a propagacdo do cafeeiro, tanto
de cultivares j4 recomendadas para plantio como de hibridos vindos de
programas de melhoramento genético. Apresenta-se também como uma técnica
conjunta aos trabalhos de transformagdo genética de plantas.

Objetivou-se, com este trabalho, estudar a embriogénese somética
indireta em cultivares de C. arabica resistentes a ferrugem, incluindo as etapas
de indugdo, diferenciagdo ou condicionamento, regeneragdo € formagéo de

embrides.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos Gerais da Cultura

A espécie C. arabica pertence a familia Rubiaceae, originaria do
sudoeste da Etiopia, sudeste do Suddo e norte do Quénia, em uma regido restrita
¢ marginal s demais espécies. A faixa de altitude correspondente ¢ entre 1000 ¢
2000 metros ¢ algumas regides limitrofes estdo entre 8 a 12° latitude norte € 40 a
42° longitude leste de Greenwich (Charrier, 1978).

C. arabica é considerada uma espécie nobre, possuindo mais de 40
mutantes e muitas variedades. E tetrapléide, autofértil, ocorrendo 10 a 12% de
fecundagiio cruzada. Apresenta raiz pivotante profunda e raizes secunddrias
ramificadas. O caule Ginico e os ramos ortotrépicos podem dar origem s folhas e
também aos ramos plagiotrépicos, os quais ddo origem as folhas e aos botdes
florais. As folhas apresentam coloragdo verde escura, sdo elipticas e apresentam

laminas brilhantes e doméceas visiveis. Quando maduros, os frutos séo drupas



amareladas ou avermelhadas, possuindo superficie lisa, exocarpo delgado,
mesocarpo carnoso ¢ endocarpo fibroso. O endosperma possui uma pelicula
prateada, ¢ na base aloja-se 0 embrido (Graner e Godoy Jinior, 1967).

A espécie C. arabica é a mais plantada em todo mundo, sendo de maior
importancia econémica para o Brasil, que estd classificado como principal
produtor, maior exportador ¢ segundo consumidor de café do mundo. No pais,
aproximadamente dez milhSes de trabalhadores se envolvem direta ou
indiretamente com a cultura, em todos os segmentos do setor, desde a produgdo
até sua comercializagdo e industrializa¢io (Mendes, 1997).

O centro-sul ¢ a principal regidio cafeeira do pais. Os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parand somam mais de 90% da produgéo
nacional de café. Minas Gerais participa de forma importante nesse cendrio,
destacando-se como maior produtor de café do Brasil, com cerca de 45 a 50% da
produgdo nacional (Mendes, 1997). '

O sul de Minas Gerais ¢ a principal e mais tradicional regido cafeeira do
estado, com aproximadamente 50% da produgio estadual e 34% da produgdio
brasileira de café, A regido compreende as areas geogréficas delimitadas pelos
paralelos 12°12’ a 22°10° de latitude e 44°20° a 47°20° de longitude, caracteriza-
se também por dreas elevadas com altitude de 700 a 1080m, temperatura amena,
sujeitas a geadas moderadas, deficiéncia hidrica e capazes de produzir um café
de excelente qualidade de bebida (Ribeiro et al., 1998).

2.2 Cultura de Tecidos Vegetais
A cultura de tecidos vegetais é considerada uma técnica de relevada

importdncia, pois permite a propagagfio rapida, em curto espago de tempo e em

larga escala, de genétipos excepcionais obtidos através de programas de



melhoramento genético. E uma tecnologia adequada, principalmente, a culturas
de ciclo longo, como o C. arabica.

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro no Brasil t€m
alcangado sucesso na obteng@o de cultivares produtivas, elevando em cerca de
200% a produtividade das atuais cultivares em relago a primeira variedade
plantada no Brasil. Porém, o tempo gasto € 0s recursos despendidos séo fatores
limitantes para melhoramento do cafeciro através de métodos convencionais,
uma vez que, nos Gltimos anos surgiram novos problemas como doengas,
pragas, nematéides ¢ maior exigéncia em qualidade pelo mercado consumidor
(Mendes, 1997). Contudo, a multiplicagdo vegetativa in vitro surge como uma
alternativa vidvel e a curto prazo para solugiio desses problemas.

Os trabalhos pioneiros com café, em cultura de tecidos, foram
publicados por Staritsky (1970), que obteve €xito na indugdio de calos a partir de
folhas de vérias espécies e produgio de embrides somdticos na espécie C.
canephora. Posteriormente, diversos trabalhos envolvendo a espécie C. arabica
foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a taxa de multiplicagdo,
determinar o melhor meio de cultura e a relagio ideal entre reguladores de
crescimento (Bandel et al., 1975; Carvalho, Carvalho e Crécomo, 1974; Custer,
Van e Buijs, 1980; De Pena, 1983; Owuor, 1987; Sondahl et al., 1984; Sondahl,
Nakamura e Sharp, 1991; Thorpe e Patel, 1984; Andrade, 1998; Ribeiro, 2001).

Dublin (1980), Herman e Hass (1975) e Sondahl e Sharp (1977)
desenvolveram varios trabalhos com propagagio de variedades comerciais de
café, regenerando plantas por neoformagiio de gemas, de entrends verdes, de
ramos plagiotropicos, cultura de dpices meristematicos e por inducdo de
embriogénse somitica a partir de explantes foliares.

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgdos

de plantas fornecem as substincias essenciais para o crescimento e controlam,



em grande parte, o padrio de desenvolvimento in vitro (Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1998).

O meio nutritivo deve suprir tecidos e 6rgdos cultivados in vitro com
macro ¢ micronutrientes, uma fonte de carboidrato (normalmente a sacarose) e
outras substincias como vitaminas, aminoacidos, agente geleificante e
reguladores de crescimento. Suco e polpa de frutas, leite de coco, extrato de
leveduras (malte) e proteinas hidrolisadas sdo produtos que podem ser
adicionados ao meio de cultura como alternativa para substituir vitaminas e
aminodcidos ou mesmo como suplementos (Pasqual, 2001).

Diversas formulagdes de meio tém sido empregadas na cultura in vitro,
as quais diferem entre si basicamente em relagio 4 concentragdo dos sais. O
meio de cultura basico MS (Murashige e Skoog, 1962) é o mais utilizado na
propagacdio in vitro de C. arabica, promovendo resultados positivos na
multiplica¢dio de segmentos nodais, desenvolvimento de embrides e indugéio de
embriogénese somatica em explantes foliares (Cordeiro, 1999; Ribeiro, 2001).

A composigdo e concentragdo de reguladores de crescimento no meio de
cultura sdo fatores determinantes no crescimento e no padrio de
desenvolvimento de explantes de Coffea.

As auxinas e as citocininas sdo as classes de fitorreguladores mais
utilizadas na cultura de tecidos. A formagdo de raizes, parte aérea e calo em
cultura de tecidos ¢ regulada pela disponibilidade e interagéo destas duas classes
de reguladores de crescimento. Existem vérias substincias que pertencem a cada
uma destas classes de reguladores e estas sdo utilizadas de acordo com o
objetivo do trabalho (Skoog e Miller, 1957).

O cafeeiro, como outras espécies lenhosas, libera substincias fenélicas;
por esta razfio, deve-se adicionar ao meio de cultura substdncias antioxidantes,
tais como carviio ativado, polivinilpirrolidone (PVP), 4cido ascérbico e acido
citrico (Andrade, 1998).



2.3 Embriogénese Somética

A embriogénese somitica pode ser definida como o processo de
desenvolvimento de embrides a partir de células hapléides ou somaticas
diploides, sem que haja a fusdo de gametas. O embrifio somdtico, que é
morfolégica e fisiologicamente similar ao embrifio zigbtico, tem o aspecto
bipolar e apresenta sistema vascular fechado (Williams ¢ Maheswaran, 1986).

A embriogénese somética in vitro apresenta dois padrdes basicos de
desenvolvimento de embrides (Sharp et al., 1980). A embriogénese somética
direta, na qual os embrides sométicos originam-se diretamente de tecidos
matrizes sem a formacdo de estddios intermedidrios de calos, € a embriogénese
indireta, na qual os embrides sométicos se formam a partir de um calo, que
apresenta células em diferentes estddios de diferenciagio. Em ambos os padrdes,
o embridio somatico segue a mesma seqiiéncia de desenvolvimento do zigético,
ou seja, a passagem pelos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Guerra, Torres e Teixeira, 1999).

As células-mde embriogénicas apresentam um conjunto de
caracteristicas comuns ao comportamento das células embriondrias em divisdo
ativa, independente do padr#o direto ou indireto. Estas caracteristicas incluem o
tamanho pequeno (100 - 200um), conteiido citoplasmético denso, niicleos
grandes com nucléolos proeminentes, vaciiolos pequenos e presenga de grios de
amido. As propriedades histoquimicas destas células sugerem intensa atividade
metabdlica e sintese de RNA (Tisserat, Esan e Murashige, 1979; Sharp et al.,
1980; Vasil, 1982).

Os primeiros trabalhos conhecidos de embriogénese somética no género
Coffea foram realizados por Starisky (1970), que obteve répida proliferacdo de
calos na espécie C. arabica e embrides e plintulas com explantes de C.

canephora. Desde entdo tém-se desenvolvido pesquisas sobre a embriogénese



somadtica no género Coffea em diversos paises (Hermann e Hass, 1975; Sondahl,
1978; Lanaud, 1981; Pierson et al., 1983; Boxtel e Berthouly, 1996; Berthouly e
Michaux-Ferriere, 1996; Cordeiro, 1999; Sreenath, 2000).

Em explantes foliares de café, pela via direta, os embrides somaéticos
originam-se, aparentemente de células embriogénicas pré-determinadas que
requerem apenas um regulador de crescimento ou condigdes favordveis
(Williams e Maheswaran, 1986). No processo de embriogénese somatica
indireta, os embrides surgem de calos priméarios ndo diferenciados, que sdo
formagdes de coloragio marrom, globulares e mais ou menos compactas,
situadas nos bordos dos explantes e contendo no méximo‘20 embrides/explante.
Surgem também de calos secundirios embriogénicos fridveis, que originam
cerca de 100 a 300 embrides/explante, quando cultivados em meio de cultura
semi-solido (Sondahl e Sharp, 1977).

Segundo Cordeiro (1999), a embriogénese somatica em Coffea apresenta
tipos distintos de calos durante a fase de indugdo. Os CPN’s (calos primérios
nodulares) referem-se as formagdes globulares compactas surgidas em parte ou,
menos freqiientes, na totalidade dos bordos dos explantes. Os CPM’s (calos
primdrios mistos), além da reag@io globular, apresentam formacgdes amorfas de
células alongadas com aspecto de algoddo e se caracterizam pelo crescimento
visivelmente mais rapido. Os CE’s (calos embriogénicos) s#o calos primdrios
contendo até 20 embrides/explante, ¢ quando estes apresentam agregados
celulares granulosos, facilmente destacdveis e de coloragdio amarelo-creme, sdo
entdo, caracterizados de CEF’s (calos embriogénicos fridveis). Os calos
embriogénicos e os calos embriogénicos fridveis correspondem,
respectivamente, aos CEBF (calos embriogénicos de baixa freqiiéncia) e CEAF
(calos embriogénicos de alta freqiiéncia). Os CEF’s desprovidos de embrides sdo

considerados CF’s (calos fridveis).



Segundo Dublin (1991), o surgimento dos primeiros embrides, a taxa de
embriogénese (porcentagem de explantes que produzem embrides) € o nimero
de embrides produzidos por explante dependem de varios fatores, entre eles a
origem e o tamanho do explante, a composi¢io do meio de cultura e os
reguladores de crescimento, o 6rgdo fornecedor de explante, a idade, a época do
ano em que ¢ colhido e o genétipo da planta doadora.

A implementagdo da embriogénese somatica ocorre a partir de explantes
de origem diversa, como fragmentos de ramos ortotrépicos, ramos
plagiotrépicos, folhas e tegumentos de dvulos, destacando-se as folhas por serem
mais abundantes e de fécil desinfestagfio (Dublin, 1991).

O suprimento dos nutrientes minerais no meio de cultura ¢ essencial
para o cultivo in vitro, podendo variar de acordo com a espécie vegetal e o
processo de cultivo. A indugio da embriogénese somética em explantes vegetais,
assim como a multiplicacdo e crescimento de plantulas, sdio altamente
dependentes da composi¢io dos nutrientes minerais no meio de cultura
(Monteiro-Hara, 2000).

A indugdo de embriogénese somdtica tem sido correlacionada com
determinadas necessidades nutricionais; entretanto, poucos estudos tém sido
dirigidos & andlise do consumo dos componentes nutricionais (Dussert, Verdeil e
Buffard-Morel, 1995), o que poderia levar a uma otimizagio do meio de cultura
e, como conseqiiéncia, a um melhor controle dos eventos embriogénicos. Preece
(1995) mostrou que a otimizagdo dos nutrientes salinos tornou possivel a
redug@io na concentrag#io das substincias reguladoras de crescimento. Em alguns
casos, a combinag#o precisa entre o meio de cultura e o estddio fisiolégico do
explante pode até mesmo eliminar a necessidade de suplementagdo de
substdncias reguladoras de crescimento, como ¢ o caso da inducdio da cultura
poliembriogenética do pinheiro-do-Parana (draucaria angustifolia) a partir de

explantes de pré-embrides zigéticos (Guerra, Torres e Teixeira, 1999) cultivados



em meio LP (von Arnolds e Eriksson, 1981). Magnaval et al. (1997) observaram
relagdio positiva entre o conteiido de célcio, magnésio, potassio, amdnio e cloreto
em calos embriogénicos de Cocus nucifera.

Na embriogénese somética, normalmente sio empregados pelo menos
dois diferentes meios de cultura. O primeiro é otimizado visando & indugéo da
embriogénese somdtica, enquanto o segundo meio permite o desenvolvimento
dos embrides somiticos (Guerra, Torres e Teixeira, 1999).

A sacarose tem sido a fonte de carboidrato mais usada na embriogénese
somatica, embora outros mono e dissacarideos possam ser utilizados. A
concentragiio de sacarose influencia nos processos de iniciagfio e diferenciagiio
dos embries sométicos, uma vez que o seu metabolismo em plantas € regulado
por um grupo de genes (sacarose sintetase e sacarose invertase), cujas respostas
sdo moduladas de acordo com a varia¢éo de sua concentragdo (Guerra, Torres e
Teixeira, 1999). O nimero maximo de embrides formados em cultura de células
de Ranunculus foi em meio de cultura com até 2% de sacarose; a concentragao
de 5% deste agucar inibia ligeiramente este processo (Konar e Nakaraja, 1969).
Matsuda, Kikiuta e Okazawa (1981) observaram que sacarose ou maltose foram
os carboidratos mais efetivos na indugdo de embriogénese somética em cenoura,
quando comparados com glicose, manose, rafinose e glicose + frutose.

As auxinas e citocininas tém papel fundamental na embriogénese
somatica de varias espécies de plantas. Algumas espécies necessitam de meio de
cultura suplementado com &cido giberélico ou d4cido abscisico para o
desenvolvimento de embrides somaticos, enquanto outras ndo precisam dessa
suplementagfio, uma vez que o processo de indugo foi estabelecido.

A embriogénese somatica indireta requer a determinagdo de células
diferenciadas, a proliferacdo de calos ¢ a indugdo de células embriogénicas
determinadas, dependendo da agdo de reguladores de crescimento, nio apenas

para a retomada da atividade mitética, mas também para a determinagdo do



estado embriogénico (Sondahl, Nakamura e Sharp, 1985; Williams e
Maheswaran, 1986). Contudo, duas estratégias tém sido utilizadas com o
objetivo de obtengdo de tecido embriogénico em Coffea: a primeira envolve o
cultivo de explante sobre um anico meio de cultura, suplementado apenas com
citocinina (Yasuda et al., 1995), ou a combinagdo de auxina e citocinina (Pierson
et al., 1983). A segunda estratégia utiliza o cultivo de explantes em um meio
primério ou de indugdo, seguido da transferéncia dos explantes para o meio
secundirio, tido como de diferenciagdo (Dublin, 1984) ou de acondicionamento
(Sondahl, Nakamura e Sharp, 1985), que difere do primeiro por possuir menor
razio auxina/citocinina (Noriega e Sondahl, 1993; Sondahl, Nakamura e Sharp,
1985; Zamarripa et al., 1991).

Tecido embriogénico fridvel de Coffea tem sido isolado a partir dos dois
tipos de cultivo de explantes foliares, em meio semi-s6lido. No unifisico, o
regulador de crescimento usado ¢ apenas o BAP (Yasuda et al., 1985), enquanto
no bifésico a reagfio calogénica priméria inicia-se com a acio combinada de
auxina/citocinina no meio de indugio. No meio de diferenciagdo, a razio
auxina/citocinina é reduzida (Berthouly e Michaux-Ferriere, 1996; Noriega e
Sondahl, 1993; Boxtel ¢ Berthouly, 1996) ou substituida por apenas citocinina
(Dublin, 1981; Zamarripa et al., 1991). Para ambas as etapas de isolamento e
diferenciagdo de tecidos fridveis, tem-se verificado que a competéncia para a
embriogénese somatica indireta varia inter (Cordeiro, 1999 ¢ Zamarripa, 1993) e
intraespecificamente (Berthouly e Michaux-Ferriere, 1996; Bieysse, Gofflot e
Michaux-Firriere, 1993), sugerindo que a maior expressio de competéncia
genotipica para este método de propagaciio requer condigSes experimentais
particulares (Santos et al., 2000).

Sharp et al. (1973), usando diferentes tipos de explantes de C. arabica
cvs. Mundo Novo e Bourbon Amarelo em um meio semelhante ao de Staritsky

(1970) acrescido de leite de coco a 5%, observaram um desenvolvimento
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precoce de calos para altas concentragdes de auxina (4 ou 8 mg.L” de 2,4-D).
Por outro lado, Carvalho, Carvalho e Crécomo (1974) observaram que
aumentando a concentragdo de sacarose para 40 gL' e caseina hidrolisada 2
gLt 0,1 mg.L"' de cinetina e 2,4-D, houve a formagdo de calos no 13? dia,
quando incubados no escuro a 24°C. Herman e Hass (1975), utilizando 0 mesmo
meio ¢ 0,1 mgL"' de cinetina e 0,1 mgL" de 2,4-D, observaram baixo

crescimento de calos.
2.4 Cultivares de C. arabica L. resistentes & ferrugem

A ferrugem alaranjada do cafeciro, causada por Hemileia vastatrix,
atualmente encontra-se presente nas principais regides produtoras de café do
mundo, causando elevados prejuizos & espécie C. arabica. Para a cafeicultura
brasileira, se nenhuma medida de controle for adotada, a doenga pode causar
uma reducdio na produgio da ordem de 30%. Apesar dos grandes avangos
ocorridos no controle quimico dessa doenga, o uso de resisténcia genética ao
patégeno constitui ainda a estratégia mais facil e econdmica para evitar ou
diminuir os prejuizos que a H. vastatrix causa ao cafeeiro (Pereira e Sakiyama,
1999).

O Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), desde 1953, vem
trabalhando nessa linha de pesquisa, introduzindo cafeeiros portadores de alelos
que conferem resisténcia a H. vastatrix (Bettencourt e Carvalho, 1968). Vérias
hibridagdes foram realizadas com esses materiais visando a transferéncia desses
alelos para populagdes de cafeeiros das cultivares de C.arabica (Carvalho e
Ménaco, 1962). Do ponto de vista genético, observou-se o surgimento de novas
ragas do patégeno nas condigdes de cultivo no Brasil, anulando a resisténcia
vertical encontrada em muitos desses materiais (Carvalho e Monaco, 1971;

Eskes, 1979), razio dos trabalhos se direcionarem mais para o estudo da
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resisténcia horizontal, provavelmente poligénica, encontrada em cultivares
obtidas pelo cruzamento de C. arabica com cafeeiros da espécie C. canephora e
do Hibrido de Timor (Costa, 1978; Costa, Eskes e Ribeiro, 1978; Eskes, 1979).
As cultivares Obatd, Katipd, Tupi e Catucais Vermelho e Amarelo
descritas a seguir estdo sendo avaliadas no campo experimental do Setor de
Cafeicultura da Universidade Federal de Lavras - UFLA e foram selecionadas
por apresentarem melhores resultados médios nas avaliagdes quanto as
caracteristicas agrondmicas de interesse, principalmente com relagdo a

resisténcia a ferrugem.
Obati

A cultivar Obati é derivada do cruzamento de Villa Sarchi com Hibrido
de Timor (um provével hibrido interespecifico natural entre a variedade Arébica
de C. arabica e a Robusta de C. canephora, encontrado no Timor Portugués -
Africa) e posterior cruzamento natural com a cultivar Catuai Vermelho.

Apresenta produgio semelhante & da Catuai Vermelho, porém com
elevada resisténcia a ferrugem. Possui porte baixo, internédios curtos, folhas
largas, cor verde nas folhas novas, frutos grandes e vermelhos com maturagéio
tardia. A altura e didmetro da copa sdo semelhantes aos da Catuai Vermelho. E
exigente quanto a fertilidade do solo e indicada, preferencialmente, para plantios

adensados ou em renque (Melo, Bartholo e Mendes, 1998).
Tupi
A cultivar Tupi ¢ derivada do cruzamento de Villa Sarchi com Hibrido

de Timor (CIFC 832/2). O Hibrido F, (H 361/4) de V. Sarchi x H. Timor foi
obtido no Centro Investigagdio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras,
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Portugal. A variedade Villa Sarchi, origindria da Costa Rica, parece ter sido
encontrada em plantagdes de Tipica, Bourbon e outras cultivares de C. arabica.

A cultivar apresenta boa produgdio, semelhante & da Catuai Vermelho, ¢
elevada resisténcia 4 ferrugem. Possui porte baixo, internddios curtos, folhas
novas de coloragio bronzeada, frutos grandes e vermelhos, sendo a maturagéo
mais precoce de que a das cultivares Catuai Vermelho e Obati (Melo, Bartholo e
Mendes, 1998).

Catucais Vermelho e Amarelo

A cultivar Catucai foi desenvolvida a partir de uma populagio de Icatu
Vermelho. Nessa populagdo, foram identificadas e selecionadas 25 plantas que
surgiram com porte baixo. Provavelmente essas plantas tiveram origem do
cruzamento natural entre plantas da populagdio de Icatu e de Catuai, de onde
surgiu a denominag@o Catucai.

Os cafeeiros apresentam porte baixo, dos quais algumas sele¢des exibem
porte médio, sdo mais vigorosos e resistentes  ferrugem. A arquitetura da planta
¢ varidvel, havendo selegcdes com plantas cOnicas, bem abertas e outras com
plantas mais cilindricas e compactas. A coloragdo das folhas novas é verde ou
bronze. Os frutos, quando maduros, apresentam colorago vermelha ou amarela

conforme a selegdo (Melo, Bartholo ¢ Mendes, 1998).
Katipé

Katipé é uma das selegdes derivadas da cultivar Catimor. Essa cultivar
teve origem no cruzamento entre a Caturra vermelho e o Hibrido de Timor e foi

introduzida no Brasil em 1970/1971, através de sementes enviadas pelo Centro

de Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC). As progénies de Catimor
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apresentam como caracteres de interesse a precocidade na produgéo e maturacéo
dos frutos, peneira média alta, amplo espectro de resisténcia ao agente causal da
ferrugem, baixo percentual de plantas ancuploides e produtividade semelhante
ao Catuai até o quarto ano de produgdo acumulada. Apresentam, entretanto,
menor vigor vegetativo e pequena longevidade causados por produgSes
extremamente altas nas duas ou trés primeiras producdes e associados a causa do
esgotamento das reservas das plantas, manifestando uma seca acentuada e
progressiva dos ramos produtivos. As caracteristicas de baixo vigor vegetativo,
acentuado depauperamento e reduzida longevidade foram herdadas da variedade
Caturra, utilizada como um dos progenitores da Catimor, em geragdo Fs, que
apresenta resisténcia a ferrugem, aliada a um bom desenvolvimento vegetativo e
razo4vel longevidade, além de outros caracteres de interesse, como € o caso da
progénie Katipé (Mendes, 1998).

3 MATERIAL E METODOS

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

Os meios de cultura devem suprir tecidos e 6rggos cultivados in vifro com
nutrientes necessirios ao crescimento (Pasqual, 2000). Os meios de cultura
utilizados no presente trabalho seguem uma seqiiéncia de modificagdes de acordo
com cada etapa da embriogénese somitica (indugfio de calos, diferenciagdo ou
condicionamento de calos e regeneragdo e formagiio de embrides), citados na
Tabela 1.
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TABELA 1. Componentes dos meios de culturas utilizados durante as etapas da

embriogénese somética em C. arabica L. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Componentes ICY(mg L") DCY(mg.L") Ri(mgL")
CaCl;2H,0 220,0 220,0 220,0
KH,PO, 85,0 85,0 85,0
KNO; 950,0 950,0 950,0
MgS0,7H,0 185,0 185,0 185,0
NH/NO; 825,0 825,0 825,0
CoCl,6H,0 0,0125  0,0125 0,0125
CuSO,45H,0 0,0125 0,0125 0,0125
H;BO,; 3,1 3,1 3,1
KClI 0,415 0,415 0,415
MnSO0,4H,0 11,15 11,15 11,15
Na;Mo0,2H,0 0,125 0,125 0,125
ZnSO47H,0 4,3 43 43
FeSO,7H,0 13,90 13,90 13,90
Na,EDTA2H,0 18,65 18,65 18,65
Tiamina-HCI 10,0 10,0 10,0
Piridoxina-HCI 1,0 - 1,0
Acido Nicotinico 1,0 - 1,0
Glicina 1,0 20,0 2,0
L-cisteina - 40,0 -
Mio-inositol 100,0 200,0 200,0
Sulfato de Adenina - 60,0 40,0
Casefna Hidrolisada 100,0 200,0 400,0
Extrato de malte 400,0 800,0 400,0
Sacarose 30.000 30.000 40.000
Agar 5.000 5.000 5.000

'/ Berthouly e Michaux-Ferriere (1996)

IC: Indug@io de Calos

DC: Diferenciacdo de Calos

R: Regeneracao
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3.1 Indugiio de calos em cultivares de C. arabica L.

Foi utilizado para a instalagio dos experimentos desta etapa o meio
nutritivo semi-sélido “IC” (Tabela 1), de indugfio de calos, com pH ajustado
para 5,6 £ 1 antes de ser autoclavado a 120°C, 1,2 atm, durante 20 minutos.

Os explantes foliares de C. arabica foram inoculados assepticamente em
meio nutritivo na cdmara de fluxo laminar horizontal ¢ transferidos para sala de
crescimento sob condigdes de obscuridade, com temperatura de 26 + 1°C.

As avaliagSes foram realizadas 90 dias apés a instalagdo do experimento,
analisando as seguintes varidveis: % de calos cicatriciais (CC), % de calos
primérios nodulares (CPN), % de calos primarios mistos (CPM) e % de calos
fridveis (CF).

3.1.1 Concentragdes de 2,4-D e Cinetina na indugfio de calos da cultivar
Obata.

Foram utilizadas, como explantes primarios, folhas jovens de ramos
plagiotropicos de plantas de C. arabica L. cv. Obati, mantidas no campo
experimental do Setor de Cafeicultura da UFLA; a cada 15 dias foram realizados
tratamentos fitossanitarios & base de fungicida. Apés a coleta, as folhas foram
desinfestadas com 4lcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio 1% por 15
minutos. Posteriormente, em cimara de fluxo laminar horizontal, estas foram
lavadas trés vezes consecutivas com agua destilada autoclavada e mantidas em
solugdo de 600 mg.L™" de 4cido ascorbico até serem inoculadas em meio de
cultura.

Ap6s a eliminagiio da nervura central, os explantes foram excisados em
tamanhos de 1 cm? aproximadamente, das extremidades laterais, basais e apicais

das folhas. Posteriormente foram inoculados com o lado abaxial voltado para a
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superficie do meio nutritivo, acrescidos de 600 mg.L’I de acido ascérbico,
contido em tubos de ensaio (150x25mm) com 15ml de meio cada.

Os tratamentos constituiram-se de diferentes concentragdes de 2,4-D (0,
1,2 e4 mgL™) e Cinetina (0,2, 4¢ 8 mg.L").

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4x4, com 4 repeti¢3es e 10 explantes por parcela.

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, com aplicagdo
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias analisadas por

regressdo polinomial.
3.1.2 Concentragdes de 2,4-D na indugiio de calos em diferentes cultivares.

Os explantes utilizados na instalagio do experimento foram folhas de C.
arabica L. cvs. Obatd, Tupi, Katip6, Catucais amarelo e vermelho, provenientes
de partes aéreas micropropagadas, originadas de cultura de embrides zigdticos ¢
estabelecidas in vitro durante 60 dias.

O meio nutritivo “IC” foi acrescido de diferentes concentragdes de 2,4-
D (0, 2, 4 ¢ 6 mg.L") e de cinetina (2 mg.L"') em todos os tratamentos, ¢ apds a
autoclavagem distribuiram-se 20 ml deste meio em placas de Petri previamente
esterilizadas.

Os explantes foliares das cultivares de C. arabica receberam incisGes
realizadas com a ponta da ldmina do bisturi e foram posteriormente inoculados
com o lado abaxial voltado para a superficie do meio.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5x4, com 4 repetigdes e 10 explantes por parcela.

Os dados obtidos foram submetidos & anélise estatistica, com aplicagéo

do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias das concentragdes de
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2,4-D foram analisadas por regressdo polinomial, e das cultivares, através do
teste Skott Knott.

3.2 Diferenciacdo de calos em cultivares de C. arabica L.

Durante a etapa de diferenciacdo dos calos utilizou-se, para a instalagéo
dos experimentos o meio nutritivo “DC” semi-s6lido de diferenciagéo ou
condicionamento de calos (Tabela 1), com pH aferido para 5,6 + 1 e distribuido
em frascos de 100ml vedados com tampas de polipropileno, Em seguida, o meio
foi autoclavado & temperatura de 120°C, 1,2 atm, durante 20 minutos.

Os explantes foram inoculados assepticamente em meio nutritivo, em
camara de fluxo laminar horizontal e transferidos para sala de crescimento sob
condiges de obscuridade, com temperatura de 26 + 1°C.

As avaliagdes foram realizadas 90 dias apdés a instalagio dos
experimentos, analisando as seguintes caracteristicas: % de calos embriogénicos
(CE), % de calos embriogénicos fridveis (CEF), peso da matéria fresca de calos

(mg) e didmetro de calos (cm).

3.2.1 Concentragdes de BAP e 2,4-D na diferenciagfio de calos da cultivar
Obata.

Calos Primérios Mistos (CPM) provenientes de segmentos de folhas da
cultivar Obatd coletadas em campo foram transferidos para o meio de cultura
semi-solido “DC” de diferenciagio ou condicionamento (Tabela 1), acrescido de
diferentes concentrages de BAP (0,2, 4 ¢ 8 mg.L™") e2,4-D (0, 1,2 e 4mgL")

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 4x4, com 4 repeticSes e 2 explantes por parcela.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, com aplicagio
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias analisadas por

regressdo polinomial.

3.2.2 Concentragdes de 2,4-D na diferenciaciio de calos em diferentes

cultivares.

Calos Primirios Mistos (CPM) das cultivares Obatd, Tupi, Katipd,
Catucais Amarelo e Vermelho, provenientes de explantes foliares de partes
aéreas micropropagadas, foram transferidos para o meio de cultura semi-sdlido
“DC” (Tabela 1) de condicionamento ou diferenciagdo, acrescido de diferentes
concentragdes de 2,4-D (0, 0,5, 1 e 2 mg.L").

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x4, com 4 repetigdes e 2 explantes por parcela.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, com aplicagdo
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, ¢ as médias de 2,4-D foram

analisadas por regressdio polinomial e as cultivares através do teste Skott Knott.
3.3 Formac#io de embrides a partir de calos em cultivares de C. arabica L.

O meio de cultura semi-sdlido utilizado para a instalagdo dos
experimentos de regeneragéio de calos foi 0 “R” (Tabela 1), com pH aferido para
56 + 1, e distribuido em frascos de 100ml vedados com tampas de
polipropileno. Apés, o meio foi autoclavado & temperatura de 120°C, 1,2 atm,
durante 20 minutos.

Os explantes foram inoculados assepticamente em meio nutritivo, em

cAmara de fluxo laminar horizontal, e transferidos para sala de crescimento com
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temperatura de 26 * 1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 35

pmol.m2.s”, suprida por limpadas grow-lux e branca-fria, na proporgdo de 1:1.

3.3.1 Concentracies de BAP e sacarose na formagio de embrides a partir de

calos da cultivar Obata.

Calos Embriogénicos Fridveis (CEF) provenientes de segmentos de
folhas da cultivar Obati coletadas em campo foram transferidos para o meio de
cultura semi-s6lido “R” de regeneragiio (Tabela 1), suplementado com diferentes
concentragdes de BAP (0, 2, 4 e 6 mg.L™") e sacarose (0, 15, 30, 45 ¢ 60 gL™).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x5, com 3 repeticbes e 250 mg de calos embriogénicos
fridveis por parcela.

As avaliagdes foram realizadas 90 dias ap6s a instalagdo do
experimento, quando se avaliou o nimero de embrides nos estadios globular,
torpedo e cotiledonar.

Os dados obtidos foram submetidos & anilise estatistica, com aplica¢iio
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, ¢ as médias de BAP e sacarose

foram avaliadas por regressdo polinomial.

3.3.2 Concentracdes de BAP na formacio de embriGes a partir de calos em

diferentes cultivares.

Calos Embriogénicos (CE) das cultivares Obatd, Tupi, Katipd, Catucais
Amarelo e Vermelho, provenientes de partes aéreas micropropagadas, foram
inoculados em meio de cultura semi-sélido “R” (Tabela 1) de regeneragéo,

acrescido de diferentes concentragdes de BAP (0, 1,2 ¢ 4 mg.L™).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5x4, com 3 repeti¢des e 250 mg de calos embriogénicos por
parcela.

As avaliagdes foram realizadas 120 dias ap6s a instalagio do
experimento, quando se avaliou o nimero de embrides nos estadios globular,
torpedo ¢ cotiledonar.

Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica, com aplicagdo
do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade, as médias de BAP foram

analisadas por regressdo polinomial, e as cultivares, através do teste Skott Knott.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminagio causada por fungos e bactérias e a oxidag¢@o por substincias
fendlicas sdo fatores limitantes no estabelecimento in vitro de explantes foliares
de C. arabica provenientes de material coletado em campo. Através do controle
fitossanitdrio realizado nas plantas selecionadas no campo e do processo de
assepsia em laboratorio, pode-se afirmar que houve 75% de eficiéncia no
controle da contaminagdo; com a adigio de 4cido ascorbico (600 mg.L™) em
meio de cultura ndo houve ocorréncia de explantes oxidados (dados ndo

mostrados).
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4.1 Indugiio de calos em cultivares de C. arabica L.

4.1.1 Concentragdes de 2,4-D e Cinetina na indugiio de calos da cultivar
Obata.

Os resultados da andlise de varidncia para as caracteristicas avaliadas
estdo representados na Tabela 2. Observa-se que a interagdo entre os reguladores
de crescimento foi significativa ao nivel de 1% de probabilidade para todas as

variaveis.

TABELA 2. Anilise de varidncia para as caracteristicas porcentagem de calos
cicatriciais (%CC), de calos primdrios nodulares (%CPN), de
calos primdrios mistos (%CPM) e de calos fridveis (%CF). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio
Causas de
Variac¢io GL % CC % CPN % CPM % CF
2.4-D 3 789,583**  693,229%*  7993,220*%* 3289 ,583*
Cinetina 3 43,750ns 18,229%* 1014,062** 1739,583ns
2.4-DxCin. 9 88,194**  121,006*%*  2419,618** 2645,138**
Erro 48 19,791 14,062 136,979 68,750
C.V. (%) 74,93 72,73 30,33 54,15

* e **_significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
Porcentagem de Calos Cicatriciais

Analisando as curvas de regressdo para esta varidvel, observa-se na
Figura 1, que houve maior reagdio cicatricial em explantes foliares da cultivar

Obati quando se adicionou ao meio de cultura cinetina nas concentragdes 2, 1 ¢

4 mg.L", respectivamente, ao meio de cultura. Entretanto, o 2,4-D promoveu
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inibigdo na formagdo destes calos, mesmo na menor concentra¢éio utilizada (2
mg.L").

Comparando as trés curvas, pode-se notar que a adigio de 2 mg.L" de
cinetina a0 meio de cultura, sem a utilizagdo de 2,4-D, apresentou maior
freqiiéncia de CC’s. Resultados similares foram obtidos por Cordeiro (1999),
que observou uma reagdo cicatricial em freqiiéncia de cerca de 20% em
explantes foliares dos genétipos Catimor e Dipléide DH; em meio sem auxina.
Santos et al. (2000) obtiveram explantes sem qualquer tipo de reagdo e/ou calo
apenas cicatricial em meios de cultura que continham como regulador de

crescimento apenas citocinina para as cultivares Catimor e Catuaf Vermelho.
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-5 2 4 6 8
2,4-D (mg.L")
Cin Cin Cin
—o— (1mglL") —=— (2mgl") —a— (4mglL")
Ycin (img.L") = 15,41 - 5,35X + 0,42X* R*=0,99
Ycin (2mg.L™") = 20,00 - 7,50X + 0,62X° R?=1,00
Ycin (4mg.L™") = 13,77 - 6,44X + 0,59%° R%*=0,89

FIGURA 1. Porcentagem de calos cicatriciais (CC) formados em explantes
foliares de C. arabica cv. Obatd, em diferentes concentragdes de
2,4-D e Cinetina. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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Porcentagem de Calos Primérios Nodulares

Na auséncia de cinetina, houve um decréscimo linear associado ao
aumento das concentragdes de 2,4-D (Figura 2). Para as concentragSes de
cinetina 2 ¢ 4 mg.L", ocorreu um decréscimo significativo na frequéncia de
CPN’s quando foram adicionadas, ao meio de cultura, concentragdes crescentes
de 2,4-D. Estes resultados assemelham-se aos obtidos para a caracteristica
anterior.

Neste caso, o fato de a auxina promover inibi¢cdo na formagéo de CPN’s
concorda com os resultados obtidos por Cordeiro (1999), quando os explantes
foliares foram cultivados em meio suplementado apenas com citocinina. No
entanto, Santos et al. (2000), estudando vérios genétipos de Coffea, observaram
resultados contraditdrios, nos quais a adi¢@io simultinea de auxina e citocinina

no meio de cultura MS induziu o aparecimento de CPN’s.
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2,4-D (mg.L")
Cin Cin Cin

®— (O ma.Ll™" B omgl") —— (4mgl™"

Ycin (0mg.L™) = 17,00 - 2,35X R‘=0,61
Ycin 2mg.L") = 18,91 - 8,22X + 0,73X2 R?=1,00
Ycin (4mg.L™) = 13,77 - 6,44X + 0,50X2 R?= 0,89

FIGURA 2. Porcentagem de calos primdrios nodulares (CPN) formados em
explantes foliares de C. arabica cv. Obatdi em diferentes
concentragdes de 2,4-D e Cinetina. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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Porcentagem de Calos Primairios Mistos

Maior porcentagem de CPM’s (Figura 3), foi obtida com a utiliza¢dio de
4,18 mg.L"' de 2,4-D combinado com 2 mg.L"' de cinetina, ou seja, a razio
auxina/citocinina 2:1 proporcionou maior formagio de CPM’s em explantes
foliares, correspondendo a uma fregiiéncia de 80,5%.

Os resultados obtidos concordam com Cordeiro (1999), segundo o qual
explantes foliares de Catimor, ao serem submetidos a diferentes associagGes de
meios de indugdio & calogénese, adicionados dos reguladores de crescimento 2,4-
D, cinetina ¢ BAP ¢ em genétipos Apoatd e DHj;, utilizando-se a relagdo
auxina/citocinina no meio primario, promoveram a formagéio de CPM’s.

Os CPM’s, além da reagfio globular, apresentam formagSes amorfas de
células alongadas, que se caracterizam por crescimento visivelmente mais
rapido. Os calos primérios tém sido associados as células perivasculares
(Berthouly e Michaux-Ferriere, 1996; Bieysse, Gofflot ¢ Michaux-Ferriere
(1993), e as do parénquima lacunoso do mesofilo (Pierson et al., 1983; Sondahl
et al., 1979). Segundo Berthouly e Michaux-Ferriere (1996) as células
mesofilicas, ao retomarem a divisfio celular, originam os calos primarios, que
podem conter duas distintas populagdes de células, uma constituida de células
alongadas e vacuolizadas e a outra de pequenas células cilindricas com

citoplasma denso, ou seja, células embriogénicas.
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Ycin (2mg.L™") = 16,95 + 30,88X - 3,69X* R%= 0,94
Ycin (4mg.L™") = 41,04 + 12,98X - 2,24X? R?= 0,60

FIGURA 3. Porcentagem de calos primdrios mistos (CPM), formados em
explantes foliares de C. arabica cv. Obati, em diferentes
concentragdes de 2,4-D e Cinetina. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Porcentagem de Calos Fridveis

Observando a Figura 4, pode-se concluir que o tratamento que induziu a
maior formagdo de CF’s foi a combinagio de 8 mg.L™' de 2,4-D com 2 mg.L'de
cinetina, sugerindo o incremento de concentragdes mais elevadas da auxina.
Entretanto, as concentracdes 1 e 4 mg.L'l de cinetina adicionadas em meio de
cultura, na auséncia de 2,4-D, promoveram também a indugéo de CF’s, porém
em menor freqiiéncia.

Os calos fridveis sdo aqueles desprovidos de embribes, e resultados
similares aos observados foram obtidos por Berthouly e Michaux-Fierrere

(1996) em explantes foliares de C. canephora.
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FIGURA 4. Porcentagem de calos fridveis (CF), formados em explantes foliares
de C. arabica cv. Obatd, em diferentes concentragdes de 2,4-D e
Cinetina. UFLA, Lavras-MG, 2001.

4.1.2 Concentrac¢bes de 2,4-D na inducfio de calos em cultivares de C.

arabica L.
O resumo da andlise de varidncia estd apresentado na Tabela 3. Pode-se

observar que a interagdio entre os fatores foi significativa ao nivel de 1% de

probabilidade para todas as varidveis analisadas.
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TABELA 3. Andlises de varidncia para as caracteristicas porcentagem de calos
cicatriciais (%CC), de calos primdrios nodulares (%CPN), de
calos primarios mistos (%CPM) e de calos fridveis (%CF). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio

Causas de

Varijaciio GL % CC % CPN % CPM % CF
2.4-D 3 4020,00** 360,00* 8093,33**  3645,00**
Cultivares 4 120,00* 242,50ns  2957,50**  1520,00**
2.4-DxCultivares 12 153,33**  439,16** 1830,83**  1520,00**
Erro 60 40,00 96,66 320,00 25,00
C.V. (%) 60,23 70,23 47,00 74,07

* ¢ ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente .
Porcentagem de Calos Cicatriciais

A suplementagdo do meio de cultura com 2,4-D foi prejudicial para a
indugiio de calos cicatriciais para todas as cultivares (Figura 5). A cultivar Tupi
se destacou das demais, apresentando uma freqiiéncia de 44%, em meio de
cultura acrescido apenas de cinetina (em todos os tratamentos foram adicionados
2 mg.L"! de cinetina). Nota-se que os resultados foram similares aos observados
no experimento 4.1.1, quando foram utilizadas folhas coletadas em campo. Estes
resultados obtidos concordam com Santos et al. (2000), que estudando a indugéo
de calos nos gendtipos Catimor, Cavimor e Catuai Vermelho, observaram que as
maiores freqiiéncias de CC’s ocorreram em meios de cultura que continham

apenas citocinina.
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2.4-D (mg.L")

—&—Obata ——Tupi
—i— Caticai Venmelho —)¢— Catucai Amarelo

YObata = 25,50 — 04,75X R?=0,86
YTupi = 44,25 —20,37X + 2,18X? R®=0,99
YC.V. = 30,00-12,50X + 0,50X> R?=1,00
YC.A. =23,75-13,12X + 1,56X> R?= 0,93

FIGURA 5. Porcentagem de calos cicatriciais (CC), formados em explantes
foliares de C. arabica cvs.. Obatd, Tupi, Catucai Vermelho e
Catucai Amarelo, em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Porcentagem de Calos Primdrios Nodulares

Através da Figura 6, observa-se que as cultivares se portaram de maneira
distinta em relagdo as concentragbes de 2,4-D. As cultivares Katipé e Tupi
apresentaram maior freqiiéncia na concentragio maxima utilizada de 2,4-D,
podendo, portanto, sugerir o incremento de concentra¢des mais elevadas desta
auxina com o objetivo de aumentar a fregiiéncia da porcentagem de calos
primérios nodulares formados. No entanto, as cultivares Catucais Vermelho e
Amarelo apresentaram-se melhores na auséncia de 2,4-D, bastando a
suplementagido com 2 mgL"' de cinetina, obtendo uma freqiiéncia de

aproximadamente 25% em ambas cultivares.

29



O efeito positivo da combinagdo entre auxina e citocinina para esta
caracteristica também foi observado por Santos et al. (2000) em genétipos de
Coffea. Por outro lado, Cordeiro (1999) verificou, de maneira geral,
superioridade da freqiiéncia de CPN’s em relagdio aos CPM’s, em explantes

foliares de C. canephora, utilizando apenas citocinina.
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Ykatip6 = 9,00- 3,25X R%=0,66
YTupi = 24,50 - 17,75X + 3,12X? R?=0,99
YCV. =27,50- 3,75X R*=0,76
YCA. =21.00- 950X + 1.25%2 R?=0.90

FIGURA 6. Porcentagem de calos pimérios nodulares (CPN), formados em
explantes foliares de C. arabica cvs.: Katipd, Tupi, Catucai
Vermelho e Catucai Amarelo, em diferentes concentragdes de 2,4-
D. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Porcentagem de Calos Primérios Mistos

Analisando as curvas de regressio dos dados obtidos (Figura 7),
observa-se que para as cultivares Obati e Tupi, as curvas apresentaram a mesma
tendéncia em relagio as concentragdes de 2,4-D. As porcentagens de CPM’s

para as cultivares Catucai Amarelo, Obata e Tupi foram 75, 78 e 86% e estdio
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diretamente relacionadas com as concentragdes da auxina, atingindo seu ponto
méximo com 2, 3,2 e 3,4 mg.L"!' de 2,4-D, respectivamente.

Neste caso, verifica-se que os CPM’s formados em explantes
provenientes de folhas micropropagadas das cultivas Obatd, Tupi e Catucai
Amarelo, apresentam um comportamento semelhante aqueles induzidos em
folhas coletadas em campo da cultivar Obatd, em relagéo a agdo conjunta de 2,4-
D e cinetina. Santos et al. (2000) também observaram influéncia positiva da
relagdo auxina/citocinina em Catimor e Catuai Vermelho. Contudo, Cordeiro
(1999) verificou que na presenga de 2,4-D e Cinetina em Catimor, prevalece, de

maneira geral, a formagdo de CPM’s.
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YObata = - 0,50 + 48,50X - 7,50X%* R‘=0,99
YTupi = 24,75 + 36,12X - 5,31X? R?=0,82
YC.A. = 30,00+ 82,91X - 38,122 + 3,95X° R?=1,00

FIGURA 7. Porcentagem de calos pimdrios mistos (CPM), formados em
explantes foliares de C. arabica cvs.: Obatd, Tupi e Catucai
Amarelo, em diferentes concentragdes de 2,4-D (mg.L"). UFLA,
Lavras-MG, 2001.
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Porcentagem de Calos Fridveis

As curvas de regressdo para as cultivares Catucais Amarelo ¢ Vermelho
seguem a mesma tendéncia, atingindo o ponto maximo com 4 mg.L" de 2,4-D.
A auséncia de 2,4-D inibiu a formag#io de CF’s. Resultados semelhantes foram
obtidos por Cordeiro (1999), observando que a adi¢do de 2,4-D em meio de
cultura aumentou a freqgiiéncia de CF’s em até 20%, concordando também com
Berthouly e Michaux-Ferriere (1996), que verificaram inibi¢do na produgéo de
embrides globulares na presenga de 2,4-D (CF’s) em C. canephora cv. Apoata.

De maneira geral, pode-se observar que a reagio calogénica foi superior
em folhas provenientes de material micropropagado em relagdo as coletadas em

campo, pois estas Ultimas estdo dirctamente expostas 4 agio de agentes

contaminantes.
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FIGURA 8. Porcentagem de calos fridveis (CF), formados em explantes foliares
de C. arabica cvs.: Catucai Vermelho e Catucai Amarelo, em
diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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4.2 Diferenciacio de calos em cultivares de C. arabica L.

4.2.1 Concentracdes de BAP e 2,4-D na diferenciaciio de calos da cultivar
Obati

O resumo da andlise de varidncia, para as caracteristicas avaliadas esta
representado na Tabela 4. Verifica-se que para as caracteristicas porcentagem de
calos embriogénicos (CE’s), porcentagem de calos embriogénicos fridveis
(CEF’s) e peso da matéria fresca de calos (PMFC), houve efeito significativo da
interagdo entre os fatores enquanto, para o didmetro de calos, houve efeito
significativo apenas para concentragSes de BAP (mg.L™") € 2,4-D (mg.L™).

TABELA 4.  Analise de varidncia para as caracteristicas porcentagem de calos
embriogénicos (%CE), de calos embriogénicos fridveis (%CEF),
peso da matéria fresca de calos (PMFC) e didmetro de calos.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio
Causas de Diéimetro
Variacfio GL % CE % CEF PMFC de Calos
BAP 3 276,182ns 5794,270** 584371,45%* 1,161**
2,4-D 3 582,682* 325,520ns  108273,29** 0,954**
BAP*2,4-D - 9 356,987* 872,395**  17677,27** 0,088ns
Erro 48 159,505 201,822 3881,58 0,064
C.V. (%) 65,98 35,66 20,52 21,56

* ¢ ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Porcentagem de Calos Embriogénicos

Conforme se observa na Figura 9, a maior freqiiéncia de CE’s, que
correspondem aos calos embriogénicos de baixa freqiiéncia (CEBF), foi obtida

com a utilizagdo de 1 mg.L" de 2,4-D associado 4 concentragido maxima de BAP
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(8 mg.L™"), apresentando uma freqiiéncia de 40%. Porém, resultados obtidos com
1 mgL"' de 2,4-D na auséncia da citocinina foram bastantes satisfatérios,
atingindo uma freqiiéncia de 33% de CE’s.

Berthouly e Michaux-Fierrere (1996), estudando genétipos de C.
canephora, observaram que a adi¢do de BAP em concentragdes acima de 1,5uM
favorece mais a diferenciagio de células embriogénicas em relagio & sua
multiplicagdo por alterar, provavelmente, a polaridade e o plano de divisdo da
célula (Williams e Maheswaran, 1986).

A relagdo auxina/citocinina e a utilizagdio de BAP isoladamente
promoveram a diferenciagio em calos embriogénicos. Garcia e Menendez
(1987) verificaram que a associagio de 2,4-D e BAP induziu calos
embriogénicos durante a fase de diferenciagio; em meio de cultura com a
presenca apenas de BAP, ccorreu embriogénese direta em baixa freqiiéncia em
Coffea. Contudo, Cordeiro (1999), estudando cultivares de C. arabica, verificou
que calos embriogénicos foram produzidos, aos sete meses de indugo, tanto na
auséncia quanto na presen¢a de auxina; porém, as maiores freqliéncias desses
calos foram observadas quando a auxina esteve presente na cultura priméria
associada a cinetina, seguida da repicagem para o meio com BAP combinado ou
ndo com 2,4-D.
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Y2,4-D = 32,78 — 12,25X + 1,59X* R*= 0,61

FIGURA 9. Porcentagem de calos embriogénicos (CE), formados em explantes
foliares de C. arabica cv. Obatd, em diferentes concentragdes de
BAP ¢ 2,4-D. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Porcentagem de Calos Embriogénicos Fridveis

De acordo com a Figura 10, maiores freqiiéncias de CEF’s foram obtidas
com a utilizagio de 1 mg.L™' de 2,4-D com concentragdes crescentes de BAP,
seguindo uma tendéncia linear, sugerindo, portanto, a possibilidade de
incrementar concentrages de BAP acima de 8 mgL' com o objetivo de
aumentar a freqiiéncia de CEF’s. Resultados semelhantes foram obtidos com a
concentragdo de 8 mg.L™' de BAP sem a adigéo ao meio de cultura de 2,4-D

Segundo Sondahl e Sharp (1977), a agdo combinada de auxina/citocinina
¢ fundamental para a obtengdo de calos embriogénicos fridveis em Coffea, o que
foi posteriormente comprovado por Garcia e Menendez (1987) em explantes
foliares de Catimor. Os resultados obtidos no presente experimento concordam
com aqueles apresentados por Cordeiro (1999), que verificou um efeito negativo
da auxina 2,4-D na freqiiéncia de CEF’s, & semelhanga do efeito inibidor de

ANA em explantes foliares da variedade Typica em meio contendo BAP
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(Yasuda, et al., 1995). A formagdo de CEF’s foi obtida, também, por Tahara et
al. (1994) adicionando ao meio de cultura apenas a citocinina BAP.

Contudo, Caligari e Shohet (1993) tém sugerido que a manutengéo
prolongada das culturas embriogénicas em meio de cultura com 2,4-D causa
variagbes genéticas ¢ epigenéticas que afetam o potencial embriogénico em

algumas espécies.

100
w 75
w
; 50
25
0 iy
BAP (mg.L™)
24DOmgL") —@— —y— 24-D(1mglL")
Y2,4-D (Omg.L™) = 12,50 - 6,25X R‘=0,85
Y2,4D (ImgL) = 7,50 -9,01X R?= 0,97

FIGURA 10. Porcentagem de calos embriogénicos fridveis (CEF's), formados
em explantes foliares de C. arabica cv. Obatd, em diferentes
concentragoes de BAP e 2,4-D. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Peso da Matéria Fresca de Calos

Analisando as curvas de regressio, pode-se observar uma mesma
tendéncia das concentragdes de 2,4-D em relagio ao BAP (Figura 11). O melhor
resultado para esta caracteristica foi obtido na combinagdo de 4 mg.L" de 2,4-D
com a concentra¢do méixima de BAP (8 mg.L™"), verificando-se, assim, uma
tendéncia linear, indicando que o incremento de concentragdes mais elevadas de

BAP apresenta influéncia positiva no aumento desta varidvel.
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Estes resultados confirmam aqueles obtidos para as varidveis anteriores,
em que as maiores freqiiéncias foram obtidas com a combinagdo entre 2,4-D ¢
BAP, sendo este ultimo em maior concentragdo. Concordam também com os
obtidos por Herman ¢ Hass (1975), que utilizaram concentragfes muito baixas
de cinetina (0,1 mg.L™") e 2,4-D (0,1 mg.L™), verificando reduzido crescimento

e desenvolvimento de calos de Coffea.

. 800
£ 600
§ 400
= 200
“ 0 : . . .
0 2 4 6 8
BAP (mg.L™)
24DOmglL") —— —8W— 24D(1mgl")
24D2mgl") 4~ % 24D@mglL")

Y2,4D (Omg.L") = 42,90 + 43,52X R’ = 0,93
Y2,4-D (1Img.L™") = 161,72 - 7,05X + 5,07X? R?=0,99
Y2,4-D (2mg.L™") = 129,45 + 59,15X R?=0,91
Y2,4-D (4mg.L"") = 145,85 + 69,59X R?=0,92

FIGURA 11. Peso da matéria fresca de calos (mg), formados em explantes
foliares de C. arabica cv. Obatd em concentragdes de BAP ¢ 2,4-
D. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Didmetro de Calos

Para a varidvel didmetro de calos, houve efeito significativo tanto para
BAP como para a auxina 2,4-D (Figura 12). Com relagéio as concentragGes de

BAP, observa-se que os maiores valores para esta varidvel foram obtidos &
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medida que aumentaram as concentragdes de BAP. Analisando a Figura 13,
verifica-se que o maior didmetro de calos foi obtido com a adigdo de 3,15 mg.L”
de 2,4-D ao meio de cultura.

Os resultados concordam com os obtidos por Almeida et al. (2000), que
observaram os maiores didmetros de calos em explantes foliares de C. arabica,
mantidos em auséncia de luminosidade e em meio de cultura contendo 2,4-D ¢
cinetina simultancamente. No presente experimento, as concentragdes de 2,4-D e

da citocinina BAP niio apresentaram interagdio significativa.

2 -

Diametro de Calos
(cm)
- o

0,5 -
0 1] 1 L 1
0 2 4 6 8
BAP (mg.L")
Y = 0,80 + 0,07X R%=0,99

FIGURA 12. Didmetro de calos (cm), formados em explantes foliares de C.
arabica cv. Obatd, em diferentes concentragdes de BAP. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 13. Didmetro de calos (cm), em explantes foliares de C. arabica cv.
Obaté, em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA, Lavras-MG,

2001.
4,2.2 Concentracdes de 2,4-D na diferenciacio de calos em diferentes
cultivares.

Os resultados da analise de varidncia, para as caracteristicas avaliadas,
estdo apresentados na Tabela 5. Verifica-se que houve efeito significativo da

interagdo entre os fatores para todas as varidveis.

TABELA 5. Anilise de variancia para as caracteristicas porcentagem de calos
embriogénicos (%CE), de calos embriogénicos fridvies (%CEF),
peso da matéria fresca de calos (PMFC) e didmetro de calos.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio

Causas de Difimetro

Variagio GL % CE % CEF PMFC de Calos
2.4-D 3 12403,64** 2632,81**  71136,62**  0,722**
Cultivares 4 167,96ns 66,40ns 4074,50%* 0,161ns
2.4-DxCult. 12 1016,92** 243 48** 2173,83* 0,195*
Erro 60 346,35 75,52 951,21 0,089
C.V. (%) 33,65 89,71 30,38 31,61

* e **, significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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Porcentagem de Calos Embriogénicos

De acordo com a Figura 14, observa-se que & medida que aumentam as
concentragdes de 2,4-D no meio de cultura, consequentemente aumentam
também as freqiiéncias de CE’s para as cultivares Tupi e Catucai Vermelho.
Evidencia-se, assim, a importincia da auxina para a formacdo de calos
embriogéncios em explantes foliares provenientes de bart&s aéreas
micropropagadas de C. arabica.

Estes resultados mostram a competéncia dos explantes foliares obtidos
in vitro na formagdio de CE’s, apresentando uma freqiiéncia de 87%,
concordando com Cordeiro (1999) quando afirma que os explantes foliares de
partes aéreas micropropagadas exigem menos tempo para produgio de calos
embriogénicos, quando comparados aos explantes retirados de plantas mantidas
no campo. Este mesmo autor, estudando a reagdo calogénica de explantes
foliares do dipl6éide DH; obtidos in vitro, revelou que aos trés meses da indugéo,
praticamente 100% dos calos eram embriogénicos e cerca de 35% eram também

fridveis.
Porcentagem de Calos Embriogénicos Fridveis

Analisando as curvas de regressdo (Figura 15), observa-se que houve
uma mesma tendéncia no comportamento das cultivares Obatd, Katipd, Tupi e
Catucai Amarelo em relagéio as concentragdes de 2,4-D. Contudo, os melhores
resultados foram obtidos com as cultivares Tupi e Obatd, que apresentaram uma

freqiiéncia de 25% quando se utilizou 0,9 mg.L™ de 2,4-D.
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2,4-D (mg.L™")

—&—Tupi —a— Catucal Vermelho

YTupi = 23,75+ 31,78X R‘=0,82
YCV. =3250+28.92X R?=1.00

FIGURA 14, Porcentagem de calos embriogénicos (CE), formados em explantes
foliares de C. arabica cvs.: Tupi e Catucai Vermelho, em
diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Estes resultados confirmam aqueles obtidos por Cordeiro (1999),
segundo o qual, a freqliéncia de CEF’s foi menos favordvel, aproximadamente a
metade, em explantes foliares de partes aéreas micropropagadas, quando
comparados com explantes provenientes de plantas cultivadas em campo. Essa
menor freqiiéncia de CEF’s ¢é decorrente do estado fisiolégico de
desenvolvimento observado também por Bieysse, Gofflot e Michaux-Ferriere
(1993), utilizando cultivares de C. arabica. Berthouly e Michaux-Fierrere
(1996), obtiveram maior freqiiéncia de calos embriogénicos de alta freqiiéncia
(CEAF), em C. canephora, utilizando como explantes folhas de cafeeiros nos

estadios de floragéo, coletadas em campo, e de frutos chumbinhos.
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24D (mg.L")

—o—Obata —l—Katipd —&—Tupi —¥—Catucal Amarelo

YObata = 2,38 + 56,13X - 27, 27X‘ R‘ 0,89
YKatipé = 2,04 + 30,45X — 15, 92X R?=0,80
YTupi = 3,75+ 47,50X - 25, 00X R 0,75
YCA. = 1,02+ 40,22X + 20,45X R?=0,96

FIGURA 15. Porcentagem de calos embriogénicos fridveis (CEF), formados em
explantes foliares de C. arabica cvs.: Obatd, Katipd, Tupi, e
Catucai Amarelo, em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Peso da Matéria Fresca de Calos

As cultivares Obatd, Katipd e Catucais Vermelho e Amarelo
apresentaram maior peso da matéria fresca de calos & medida que aumentaram as
concentracdes de 2,4-D (Figura 16). O maior peso para esta caracteristica foi de
aproximadamente 209 mg, apresentando um valor relativamente baixo, quando
comparado com o peso da matéria fresca de calos em explantes oriundos de
plantas cultivadas em condiges de campo (Figura 11). Neste caso, a maioria dos
calos formados foram embriogénicos e apresentaram um volume visivelmente
inferior ao dos calos embriogénicos fridveis formados, em maior freqiiéncia no

experimento anterior dessa etapa.
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YObata = 20,86 + 63,25X R*= 0,91
YKatipo = 48,69 + 55,70X R?=0,68
YCV. =094,01+ 63,93X - 60,94X> R%*=0,98
YC.A. = 37,88+ 78,43X R?=0,97

FIGURA 16. Peso da matéria fresca de calos formados em explantes foliares de
C. arabica cvs.: Obata, Katipo, Catucai Vermelho e Catucai

Amarelo, em diferentes concentracdes de 2,4-D. UFLA, Lavras-
MG, 2001.

Diimetro de Calos

Analisando a Figura 17, observa-se que 1do concentragdes
crescentes de 2,4-D para a cultivar Tupi. cro de calos aumentou
significativamente, sugerindo um increment: nas concentragdes de auxina, com
o objetivo de aumentar o didmetro desta varidvel. No entanto, Almeida et al.
(2000) observaram maior didmetro de calos em explante foliares de C. arabica
quando cultivados em meio de cultura contendo 2,4-D associado a cinetina.

Estes resultados apresentam um didmetro relativamente semelhante,
quando comparado aqueles calos oriundos de explantes foliares de plantas
cultivadas em campo, ou seja, o estado fisiologico dos explantes ndo apresentou

qualquer influéncia evidente para esta varidvel.
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FIGURA 17. Didmetro de calos (cm), formados em explantes foliares de C.
arabica cv. Tupi, em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

4.3 Formagiio de embrides a partir de calos em cultivares de C. arabica L.

4.3.1 Concentragdes de BAP e sacarose na formagiio de embrides a partir de

calos da cultivar Obata.
O resumo da andlise de variincia para as caracteristicas avaliadas estd

apresentado na Tabela 6, mostrando que a interagiio entre os fatores foi

significativa ao nivel de 1% de probabilidade para todas as varidveis.
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TABELA 6. Anidlise de varidncia para as caracteristicas nimero de embrides
globulares (NEG), niimero de embrides torpedos (NET) e niimero
de embrides cotiledonares (NEC). UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio

Causas de

Variacfio GL NEG NET NEC
BAP 3 55932,45%* 18865,71** 1011,12%+*
Sacarose 4 9467,77** 10980,94** 453,97%+
BAPxSacarose 12 10893,63** 3642,41** 500,80**
Erro 40 185,01 125,10 17,00
C.V. (%) 19,56 30,76 75,19

**, significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Numero de Embrides Globulares

Analisando a Figura 18, pode-se observar que a utilizagdo de 30 gL de
sacarose a0 meio de cultura promoveu uma média de 202 de embrides
globulares até o nivel méximo de 3,3 mg.L"' de BAP, registrando-se redugdo na
presenga de concentra¢les mais elevadas.

Confirma-se assim, a importincia da utilizagdo de uma fonte de
carboidrato no meio de cultura, sendo que a sacarose influencia diretamente os
processos de iniciagdo e diferenciagdo dos embrides somdticos (Guerra, Torres e
Teixeira, 1999). Estes resultados também sdo coerentes com aqueles
apresentados por Berthouly e Etienne (2000), que obtiveram formagéio de
embrides somiticos a partir de calos embriogénicos fridveis cultivados em meio

secundério contendo apenas BAP.
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FIGURA 18. Numero de embrides globulares, formados em calos de C. arabica
cv. Obatd, em diferentes concentragdes de BAP e Sacarose.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Nimero de Embrides Torpedos

A concentragio de 30 g.L"' de sacarose, assim como na varidve! anterior,
proporcionou o maior nimero de embrides torpedos quando associada a 3 mgL*
de BAP (Figura 19). Com a adigio ao meio de 15 g.L™' de sacarose, houve uma
pequena redugdo no nimero de embrides quando comparado com o dobro desta
concentragdo. A sacarose tem sido a fonte de carboidrato mais recomendada na
embriogénese somdtica. Normalmente a concentragio de 3% de sacarose €
satisfatoria para a iniciacdo e diferenciagdio dos embrides sométicos (Guerra,
Torres e Teixeira, 1999), evidenciando, assim, os resultados obtidos para esta

varidvel.
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FIGURA 19. Nimero de embrides torpedos, formados em calos de C. arabica
cv. Obatd, em diferentes concentragdes de BAP ¢ sacarose.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Nimero de Embrides Cotiledonares

O maior nimero de embrides cotiledonares foi obtido quando da
utilizagio de 45 g.L"' de sacarose combinados com 2 mg.L”' da citocinina BAP
(Figura 20). A curva, apés atingir o ponto méximo em relagio as concentragdes
de BAP, apresentou queda bastante acentuada, chegando a ndo apresentar
formagdio de embrides quando atingiu 4 mg.L™! de BAP.

A formacdo de embrides, de uma maneira geral, foi obtida neste
experimento quando foram utilizados como explantes calos embriogénicos
fridveis, que tiveram como explantes primirios folhas provenientes de plantas

cultivadas em campo. Resultados semelhantes foram obtidos por Sondahl e
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Sharp (1977), segundo os quais CEF’s originam cerca de 100 a 300 embrides

por explante cultivado em meio semi-sélido.
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Ysacarose(15g.L") = -0,00 + 50,83X — 21,45X* + 2,18X°> R*=1,00
Ysacarose.(30q.L™") = -0,00 + 80,75X — 33,20X* + 3,20X> R?=1,00

FIGURA 20. Nimero de embrides cotiledonares, formados em calos de C.
arabica cv. Obatd, em diferentes concentragdes de BAP e
Sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2001.

4.3.2 Concentragdes de BAP na formagfo de embrides a partir de calos em

diferentes cultivares

O resultado da anélise de varidncia ¢ apresentado na Tabela 7. Observa-
se que para as caracteristicas nimero de embrides globulares ¢ nimero de
embrides cotiledonares, houve efeito significativo da interagdo entre os fatores a
nivel de 1% de probabilidade. Para a caracteristica nimero de embriGes
torpedos, houve efeito significativo apenas para cultivares e concentragSes de
BAP.
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TABELA 7. Anilise de varidncia para as caracteristicas nimero de embrides
globulares (NEG), nimero de embrides torpedos (NET) e niimero
de embrides cotiledonares NEC). UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio

Causas de

Variagfio GL NEG NET NEC
BAP 3 164,46** 135,86** 6,63**
Cultivares 4 80,79** 68,43** 3,22%*
BAPxCultivares 12 39,11** 18,92ns 2,62**
Erro 40 12,71 12,63 0,43
C.V. (%) 55,57 70,15 48,76

**, significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Numero de Embrides Globulares

Analisando a Figura 21, verifica-se que as cultivares Tupi e Catucai
Amarelo apresentaram tendéncias semelhantes em relagfio as concentragdes de
BAP. Pode-se observar que a cultivar Catucai Amarelo apresentou 15
embrides/explante, quando foram acrescentados ao meio de cultura 2 mg.L" de
BAP, assim como para a cultivar Tupi. Estes resultados assemelham-se aqueles
apresentados por Berthouly e Etienne (2000), que obtiveram embrides somaticos

em C. arabica em meio de cultura acrescido de BAP.
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FIGURA 21. Namero de embrides globulares, formados em calos de C. arabica
cvs.: Tupi e Catucai Amarelo, em diferentes concentragdes de

BAP. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Numero de Embriges Torpedos

A influéncia das cultivares no niimero de embriGes torpedos pode ser
observada na Figura 22. As cultivares Obatd, Tupi, Catucais Vermelho e
Amarelo apresentaram formagdo de maior nimero de embrides por explante,
quando comparadas a cultivar Katip6. Esta diferenca de comportamento entre as
cultivares provavelmente esté relacionada a fatores genéticos, concordando com
Cordeiro (1999) e Zamarripa (1993), que tém verificado que a competéncia para
embriogénese somatica indireta varia inter e intraespecificamente (Berthouly e

Michaux-Fierrere, 1996; Bieysse, Gofflot e Michaux-Ferriere (1993).
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FIGURA 22. Numero de embrides torpedos, formados em calos de C. arabica
cvs.: Obatd, Katipd, Tupi e Catucais Amarelo e Vermelho.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Nimero de Embrides Cotiledonares

Analisando a Figura 23, pode-se verificar o comportamento distinto
entre as cultivares Obatd e Tupi. A maior formagio de embrides cotiledonares
para a cultivar Tupi ocorreu quando foram adicionados ao meio de cultura 2,5
mg.L"' de BAP. Para a cultivar Obatd a diferenciagio de embrides cotiledonares
se elevou & medida que as concéntracc‘)es de BAP aumentaram.

Neste experimento, verifica-se, de um modo geral, que os embrides
somaticos foram formados a partir de calos embriogénicos tendo como explantes
primérios folhas de partes aéreas micropropagadas. Segundo Cordeiro (1999), os
CE’s s@io calos primérios contendo até 20 embrides somaticos por explante,

concordando com os resultados apresentados.
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FIGURA 23. Namero de embrides cotiledonares, formados em calos de C.
arabica cvs.: Obatd e Tupi, em diferentes concentragbes de BAP.

UFLA, Lavras-MG, 2001.
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5 CONCLUSOES

o

As cultivares de C. arabica reagem favoravelmente ¢ de maneira distinta

a embriogénese somatica.

A agdio combinada entre 2,4-D ¢ Cinetina ¢ necessdria para indugdo de

calos primarios mistos.

Os explantes foliares provenientes de plantas da cultivar Obatd,
cultivadas em condigdes de campo, induzem:
- maior diferenciagio de calos embriogénicos fridveis quando se utiliza
BAP (8mg.L™") associado ou nio com 2,4-D;
- maior formagiio de embrides a partir de calos embriogénicos fridveis, em

meio de cultura acrescido BAP e sacarose.

Os explantes foliares oriundos de partes aéreas micropropagadas das
cultivares Obatd, Katipo, Tupi e Catucais Vermelho e Amarelo, induzem:
- comportamento distinto entre as cultivares;
- maior diferenciagio dos calos em calos embriogénicos, para as
cultivares Tupi e Catucai Vermelho, com adigio de 2 mg.L" de 2,4-D em meio
de cultura;
- formagiio de baixo nimero de embrides/explante;
- maior nimero de embrides formados para as cultivares Tupi, Catucai Amarelo
¢ Obata.
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