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RESUMO

No Brasil encontra-se uma diversidade de gendtipos de café, dentre esses se
destacam a cv. IAPAR 59 e o hibrido Sachimor para as regides do sul e sudeste do
pais. Este trabalho foi realizado com o objetivo de testar o efeito das citocininas
TDZ e BAP na embriogénese somatica da Cv. IAPAR 59 e do hibrido Sachimor. A
maior producéo de embrides do hibrido Sachimor para a Citocinina TDZ foi a
concentracdo inicial de 9,08 uM e para a cv. IAPAR 59, a concentracao de 5,0 uM
de BAP.
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ABSTRACT

There is a diversity of genotypes of coffee in Brazil, and among them cv
IAPAR 59 and the Sachimor hybrid stand out in the Southern and Southeastern
regions of the country. This work was carried out with the aim of testing the effect
of the cytokinins TDZ and BAP on the somatic embryogenesis of cv. IAPAR 59
and the Sachimor hybrid. The biggest production of embryos of the Sachimor hybrid
for cytokinin TDZ was obtained at the initial concentration of 9.08 uM and for cv.
IAPAR 59 at a concentration of 5.0 uM of BAP.
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1. Introducéo 2002).
O café IAPAR 59, recomendado para plantio
O Brasil é o maior produtor e exportador de  desde 1993 no Estado do Parand, tem como principal
Café do mundo, com cerca de 28% da producdo mun-  caracteristica a resisténcia a ferrugem do cafeeiro, eli-
dial e 23% das exportacGes do produto (IAPAR,  minando a necessidade de aplicacéo de produtos qui-
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micos para o controle da doenga, isso propicia a eco-
nomia de investimentos e evita a contaminacéo do am-
biente . No entanto, ha pequeno nimero de plantas
dessa cultivar no mercado e novas tecnologias estao
sendo testadas para que se aumente o nimero de mu-
das fornecidas aos produtores.

Os métodos de cultura in vitro oferecem po-
tencial para obtencdo de taxas de multiplicacdo a par-
tir de segmentos de tecidos somaticos isentos de mi-
crorganismos (Carvalho et al., 1996, Ling et al,
1996).

O primeiro trabalho efetuado com cultura de te-
cidos em Coffea arabica foi publicado por Staritsky
(1970), que obteve éxito na inducéo de calos a partir
de folhas e producao de embrifes somaticos na espé-
cie Coffea canephora.

Sondahletal. (1979) obtiveram alta freqliéncia
de calo embriogénico a partir de explantes foliares de
Coffea arabicacv. Bourbon, utilizando dois meios de
cultura, o condicionante e o estimulante. Os estudos
evoluiram tanto que Neuenschwander e Bumann (1992)
definiram a embriogénese somatica autocontrolada,
guando ocorre uma grande quantidade de embribes
que séo desenvolvidos sequencialmente, diferindo da
alta repetibilidade na embriogénese somatica, que ndo
requerer um meio para maturacdo de embrides. Esse
sucesso na producdo em larga escala de embrides e
de mudas de café despertou o interesse no desenvol-
vimento de protocolos de transferéncia génica (Car-
neiro, 1997; Hatanaka et al., 1999; Spiral et al.,
1993). Uma transformacéo estavel de plantas pode
originar varios embrides provenientes de uma tnica
célulatransformada e as vezes livre de patdgenos como
bactéria, fungos e virus.

Hatanaka et al., 1991, estudando a em-
briogénese somatica em explantes de Coffea
canephora, obtiveram o nimero maximo de embrides
em meio de cultura contendo apenas citocinina. As
citocininas e auxinas sao os reguladores de crescimen-
to mais utilizados na cultura de tecidos (Caldaset al.,
1990). O tipo e a concentragéo influenciam na multi-
plicacdoin vitro, onde normalmente as melhores con-
centracOes giramemtornode 0,5e 5,0 mg. L™

As auxinas testadas, ANA (&cido naftaleno
acético), AlIB (&cido indol-butirico), AlA (&cido indol
acético e 2,4 -D (4cido diclorofenoxiacetico), inibi-

ram a formagao de embrides. A 6tima concentragdo
de citocininas, BAP (6- benzilaminopurina), cinetinae
2- iP (dimetil-alil-amino-purina) para a embriogénese
somatica foi de 5uM. Cada explante formou mais de
100 embridides com pequenos calos e algumas raizes
adventicias. Eles foram formados nas bordas dos
explantes e demonstram que as citocininas estéo con-
centradas perto da parte do explante que esta em con-
tato com o meio de cultura, demonstrando que as cito-
cininas ndo foram transportadas para os tecidos mais
distantes nos explantes.

O TDZ (Thidiazuron) foi originalmente desen-
volvido para ser utilizado como desfoliante para o al-
godoeiro. Segundo Souza (1978) citado por Salgado
etal. (2001) essa substancia tem mostrado efeito se-
melhante aos das citocininas, quando aplicado em con-
centracdes muito reduzidas. Na maioria dos casos, 0
TDZ tem apresentado resultados superiores em rela-
¢ao as outras citocininas na inducdo e multiplicacdo de
brotos de varias espécies. O TDZ tem sido usado em
varias espécies de plantas como Psidia arguta (aracd)
(Kodja et al., 1998), Fragaria vesca L (morango)
(Sutter et al., 1997), Vitis rotundifolia (videira)
(Sudarsono e Goldy, 1991), com excelentes resulta-
dos.

No intuito de obter plantas geneticamente idén-
ticas e com grande qualidade e resisténcia a doencas,
foi realizado um ensaio de embriogénese somatica de
Café (Coffea arabica I.) cv IAPAR 59 e hibrido
Sachimor com diferentes fitoreguladores.

2. Material e métodos

No laboratdrio de Biotecnologia \egetal da
Universidade Estadual de Ponta Grossa - PR, foi con-
duzido um experimento com genétipos de café em cul-
tura de tecidos. Utilizou-se para o estudo de em-
briogénese direta de Coffea arabicaa cultivar IAPAR
59 e o hibrido Sachimor.

Os explantes foliares foram retirados do primei-
ro e segundo pares de folhas jovens de plantas da
Cultivar IAPAR 59 e do hibrido Sachimor. Essas fo-
Ihas foram desinfestadas com lavagem manual em agua
corrente, e em seguida foram transferidas para capela
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de fluxo laminar e imersas em etanol 70% (v/v) por 40
segundos, seguida de imersao em solucéo constituida
de hipoclorito de sédio 2% (v/v) e de 1% de Tween
80 durante 15 minutos. Apo6s esta desinfestacdo, o
material foi novamente lavado em agua esterilizada num
intervalo de 5 minutos, repetindose o procedimento por
mais 4 vezes.

Os explantes retirados dessas folhas foram
excisados em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm?
e distribuidos em placas de Petri, com distancias regu-
lares para evitar a interferéncia de um explante com o
outro.

O ensaio foi constituido de 5 placas de Petri com
6 explantes, colocados com a face adaxial em contato
com o meio de culturaem estudo.

O meio de cultura utilizado foi o MS (Murashige
e Skoog, 1962), sendo adicionados os reagentes nas
concentracOes de 7 g.L* de &gar, 30 g.L* de sacarose,
33 mg.L 1 de cisteinae 0,5¢.L" de MES em cada tra-
tamento. O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,9 com NaOH 0,1N, antes da adicao de agar e, em
seguida, 0 meio foi esterilizado para evitar contamina-
c¢ao de bactérias, fungos e virus.

Os ensaios foram constituidos de 8 tratamen-
tos, sendo os tratamentos 1 a 3 com BAP nas con-
centragdes 5,0; 7,0 e 10,0 uM para Coffea arabica
cv. IAPAR 59 e os tratamentos 4, 5, 6, 7 e 8 com
TDZ nas concentragdes de 2,27; 4,54; 6,81; 9,08 e
13,62 uM para Coffea arabicahibrido Sachimor.

As culturas foram incubadas em camara de cres-
cimento no escuro a temperatura de 25 £1°C. Apos
55 semanas de cultivo, os explantes foram recultivados
para outro meio de cultura, quando foram reduzidas as

_27)

concentracdes de citocinina para 10% da concentra-
cdo inicial, ou seja, nas seguintes concentracoes de 0,5;
0,7 e 1,0 mM de BAP representando os tratamentos
1,2 e 3epara TDZ as concentragdes de 0,227; 0,45;
0,68; 0,908 e 1,362 mM para os tratamentos de 4 a
8. Nesses meios, acrescentou-se 10% da concentra-
¢ao de citocinina.

Na 552semana de cultivo foi efetuada a primei-
raavaliacdo, a segunda na 682 semana e a terceira na
742 semana. Os parametros avaliados foram: porcen-
tagem de explantes com embriGes e 0 nUmero medio
de embrides somaticos em cada avaliagao.

3. Resultados e discussao

Na primeira avaliacdo foi observado, tanto para
a cultivar IAPAR 59 quanto para o hibrido Sachimor,
pegueno numero de embrides somaticos nos tratamen-
tos testados, mesmo apds um periodo de cultivo pro-
longado de 55 semanas (Tabelas 1 e 2). Essa forma-
¢ao de massa celular embriogénica e subsequente for-
macao dos embrides somaticos tambem foram obser-
vadas somente nos bordos dos explantes e nas nervuras,
de acordo com Garcia et al, (1995) nos estudos
histologicos de calos de café Robusta. Hatanaka et
al., (1991) também relata que a embriogénese ocorre
apenas na face do explante em contato coma citocinina,
indicando que esta ndo é absorvida pela epiderme da
folha e, quando absorvida ocorre na face do explante,
néo sendo transportada dentro do tecido foliar.

Tabela 1 - NUmeros de explantes e porcentagem de explantes com embrides durante a primeira avaliacdo (55
semanas), segunda avaliacdo (68 semanas) e terceira avaliacdo (74 semanas) no Experimento com
concentracGes de BAP/ANA na embriogénese direta de Coffea arabica variedade IAPAR 59.

Tratamentos Fitorreguladores NUmeros de  Porcentagem de NUmero médio de
(uM) explantes explantes Embrides
com embrides
BAP/ANA Avaliacdes (semanas)
1% (55) 2% (68) 3% (74)
1 5-0,5/ 0,05 6 33,3 26 204 207
2 7-0,7/ 0,07 8 100 22 211 214
3 10-1/0,1 6 0 0 0 0
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Tabela 2 - Nimeros de explantes e porcentagem de explantes com embrifes durante a primeira avaliagcdo (55
semanas), segunda avaliacdo (68 semanas) e terceira avaliacdo (74 semanas) no Experimento com
TDZ/ANA na embriogénese somatica de Coffea arabica hibrido Sachimor

Tratamentos Fitorreguladores  Numeros  Porcentagem de NUmero médio de
(uM) de explantes Embrides
explantes com embrides
Avaliagbes (semanas)
TDZ/ANA 18 (55) 2% (68) 3 (74)
4 2,27- 0,227/0,023 30 1,87 13 14 24
5 4,54- 0,454/0,046 30 4,54 4 16 25
6 6,81- 0,681/0,068 12 0 0 0 0
7 9,08-0,908/0,091 24 20,85 19 137 139
8 13,62-1,362/0,01 18 16,66 21 102 105

Quando foi realizada a reducao na concentra-
¢dao de citocinina no meio de cultura e acrescentou-se
aauxina (ANA), o aumento do numero de embrides
somaticos foi significativo (Tabelas 1 e 2) da primeira
para a segunda avaliac&o (Figura 1A), e quando com-
parando a segunda avaliacdo com a terceira avaliacdo
né&o houve crescimento significativo para a cultivar
IAPAR 59, com excecao dos tratamentos 4 e 5 com a
citocinina TDZ para o hibrido Sachimor.

Figura 1A - Embrides globulares do hibrido Sachimor

De acordo com a Tabela 2, o crescimento de
embrides do hibrido Sachimor da primeira para a se-
gunda avaliacéo foi o seguinte: no tratamento 4 prati-
camente ndo houve crescimento, no tratamento 5 qua-
druplicou, no tratamento 6 ndo foi observada a pro-
ducéo de embriGes, no tratamento 7 cresceu 7 vezes,
e no tratamento 8, 0 numero de embrides aumentou 5

vezes. Analisando o crescimento de embrifes da 682
semana para 742 semana de cultivo, os resultados ob-
tidos foram os seguintes: nos tratamentos 4 e 5 aumen-
taram quase duas vezes, nos tratamentos 7 e 8 prati-
camente ndo houve aumento de embrides, enquanto o
tratamento 6 ndo apresentou a formacao de embrides.

Na embriogénese da cultivar IAPAR 59 testada
com trés concentracdes da citocinina BAP, a resposta
positiva ocorreu com as menores doses de BAP, indi-
cando que a dosagem de 1,0uM de BAP é toxica para
o explante (Figura 2). O crescimento de embrides no
tratamento 1, comparando a 1* com a 2% avaliagédo
aumentou 8 vezes e no tratamento 2 aumentou 10 ve-
zes; enquanto da 22 para a 3*avaliacdo, o crescimento
foi quase nulo, utilizando o tratamento 3 ou insignifi-
cante utilizando os tratamentos 1 e 2.

y = -437,63x + 461,26
R’=0,7247

=N W
o 8 8 8

N° Médio de
o |
o

Embrides

0,7 0,8 0,9 1

Doses de BAP (uM)

0,6

Figura 2 - Embriogénese direta de café cultivar IAPAR
59 em funcdo de 3 doses do fitorreguladores
BAP com 74 semanas de cultivo

Quandofoi executada a terceira avaliacdo, fo-
ram observados os embrides na fase torpedo e cora-
c¢do. O que néo foi observado na primeira avaliagéo,
onde se verificou a presenca somente de embrides no
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estagio globular (Figura 1A). Notou-se que 0 nimero
de explantes com embrides permaneceu constante, mas
os embriBes se desenvolveram mais (Figura 1B), em
seguida estes foram isolados e transferidos para meio
MS com metade da concentracdo normal e sem
horménios (Figura 1C). Hatanakaet al., (1991) culti-
varam explantes foliares de Coffea canephora em meio
de cultura na presenca de vérios reguladores de cres-
cimento com diferentes concentragdes, principalmen-
te, as citocininas 2iP, BA e Ki e as auxinas ANA, AIB,
AlA e 2,4-D. Esses autores observaram que ndo era
necessario auxinas em todos os tratamentos, entretan-
to as citocininas eram essenciais naembriogénese, cuja
concentracéo 6tima era 5uM em todos os tratamentos
estudados com fitohormanios.

Figura 1B - Embrides em desenvolvimento no meio
solido

Figura 1C - Plantulas desenvolvendo em meio com
metade da concentragdo e sem fitor-
monios.

29)

Nos tratamentos realizados com BAP para o
hibrido Sachimor e TDZ para o IAPAR 59 nédo foram
observados desenvolvimento embriogénico. Porém,
notou-se que 0 TDZ apresentou maior desenvolvimento
embriogénico para hibrido Sachimor (Figura 3) e para
Cultivar IAPAR 59 nas menores doses de BAP (Fi-
gura2).

150 y = -11,11+95,96x
R’= 0,70 *
3 100 h
£
w
2 50
o
3 * .
§ OI T T T T T 1
0 0,227 0,454 0,681 0,908 1,135 1,362
Doses de TDZ(mM)

Figura 3 - Embriogénese direta de café hibrido Sachimor
em fungdo de cinco doses do fitorregulador
TDZ com 74 semanas de cultivo.

4. Conclustes

Existe uma relacéo especifica entre o gen6tipo e
acitocinina para a inducéo da embriogénese somatica.

As melhores concentrages para desenvolvimen-
to de embrides de plantula de café foram 9,08mM de
TDZ para o hibrido Sachimor e 5uM BAP paraacv.
IAPAR 59.
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