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RESUMO: Na cultura de tecidos a adigdo de reguladores de crescimento ao meio nutritivo é de suma importancia.
Obijetivando avaliar o efeito de IBA e de BAP na fase final de desenvolvimento de embrifes somaticos de Coffea
arabica, foi conduzido um experimento no Laboratdrio de Cultura de Tecidos da Fundacdo Procafé, em Varginha, MG.
Os tratamentos constituiram-se de variacGes no meio de crescimento (PRM) de Teixeira et al. (2004) descritos a seguir:
meio PRM (tratamento 1), meio PRM sem BAP (tratamento 2), meio PRM acrescido de 1,47uM de IBA (tratamento 3)
e meio PRM sem BAP acrescido de 1,47uM de IBA (tratamento 4). Para as analises estatisticas, foi isolado o efeito do
BAP e do IBA e os tratamentos foram arranjados em um esquema fatorial 2 x 2 (presenca e auséncia de BAP, presenca
e auséncia de IBA). Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, com 20 repeti¢cdes. Os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com irradiancia em torno de 32 pmol m? s, temperatura de 25°C+2°C e
fotoperiodo de 16 horas. A avaliacdo do experimento foi realizada trés meses apds a instalagdo, por meio do
comprimento da parte aérea, porcentagem de plantulas normais e porcentagem de plantulas com raizes. Verificou-se
que, no protocolo empregado, ndo ha necessidade da adi¢do de IBA e BAP para a conversdo de embrides somaticos em
estadio cotiledonar para plantulas de Coffea arabica.
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GROWTH REGULATION UPON THE Coffea arabica SOMATICS EMBRYOS
DEVELOPMENT.

ABSTRACT: In tissue culture, the use of growth regulation in culture media is very important. This work was carried
out at the Tissue Culture Laboratory of the Fundagdo Procafé in Varginha, MG, with the objective of evaluating both
the IBA and BAP effect in final development phase of Coffea arabica L. somatic embryos. The treatments consisted of
growth media variations (PRM) in Teixeira et al. (2004), described as follows: PRM medium (treatment 1), PRM media
without the BAP (treatment 2), PRM media added of IBA (1,47uM) (treatment 3) and PRM media without the BAP
added of IBA (1,47uM) (treatment 4). For statistical analyses both BAP and IBA effects were isolated, and the
treatments were arranged in a 2 x 2 factorial scheme (presence and absence of both BAP and IBA). A randomized-block
design with 20 replications was used. The flasks were kept in growth room with radiance level around 32 pmol m? s,
temperature of 25°C+2°C and day-light period of 16 hours. The evaluation was carried out three months after
installation through plant aerial part length, normal plantlets percentage and rooted plantlets percentage. On the ground
of the parameters evaluated, there is no need for IBA or BAP addition for Coffea arabica L. somatic embryos
development.

Key words: coffee, auxin, cytokinin.
INTRODUCAO

Técnicas da biotecnologia, incluindo a cultura de tecidos, tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores. No cafeeiro, os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos foram publicados
por Staritsky (1970), que obteve éxito na inducdo de calos a partir de folhas de vérias espécies e producdo de embrides
somaticos na espécie C. canephora.

Posteriormente, diversos trabalhos envolvendo a espécie C. arabica foram desenvolvidos, no intuito de
aumentar a taxa de inducdo e a multiplicagdo de calos embriogénicos, e a regeneracdo e desenvolvimento de plantulas
(Zamarripa et al., 1991; Neuenschwander & Baumann, 1992; Barry-Etienne et al., 1999; Quiroz-Figueroa et al., 2002).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo controlados por substancias organicas naturais
denominadas fitormonios, as quais sdo sintetizadas em pequenas concentracdes e em determinadas regides das plantas,
sendo distribuidas para diferentes 6rgdos, nos quais exercem suas funcgdes, inibindo ou estimulando processos
fisioldgicos e ou bioquimicos vitais. Substancias com efeitos similares ao de fitorménios podem ser sintetizadas em
laboratério e sdo denominadas reguladores de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger, 2004).
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Na cultura de tecidos, a adicdo de reguladores de crescimento ao meio nutritivo é de suma importancia, pois
reproduz o que ocorre naturalmente na planta. Combinagdes entre essas substancias propiciam melhor crescimento e
desenvolvimento do explante e sua influéncia tem sido estudada na cultura in vitro de embriGes de café (Carvalho et al.,
1999; Pereira et al., 2007).

Segundo Skoog & Miller (1957), um adequado balango entre auxinas e citocininas estabelece eficiente controle
no crescimento e na diferencia¢do das culturas in vitro, sendo, conseqiientemente, os reguladores de crescimento mais
utilizados na cultura de tecidos.

As auxinas promovem divisdo, alongamento e diferenciacdo celular, além de serem responsaveis pela
dominéncia apical (Taiz & Zeiger, 2004). De modo geral, baixas concentra¢des de auxinas favorecem o crescimento
normal de embriBes e o crescimento radicular, enquanto altas concentracBes tanto apresentam efeito inibitdrio quanto
favorecem a formagé&o de calos (Raghavan & Srivastava, 1982, Pilet & Saugy, 1987).

As citocininas também possuem papel essencial no crescimento da parte aérea, uma vez que S0 responsaveis
pelo controle da divisdo celular (Hemerly et al., 1993; Jelenska et al., 2000), sendo necessarias na regulacdo da sintese
de proteinas que estdo diretamente relacionadas com a formacdo de fibras do fuso mitético (George & Sherrington,
1984). Entretanto, alguns autores afirmam que estas substancias inibem o crescimento da parte aérea (Raghavan &
Torrey, 1964) e do sistema radicular (Castro et al., 2007).

No cafeeiro, ¢ comum a adi¢do de BAP para aumentar o crescimento da parte aérea de embrides somaticos em
fase inicial de germinagdo (Pereira, 2005) e da combinacéo de uma citocinina e uma auxina durante a fase cotiledonar
(Andrade et al., 2001), para induzir a formacao de raizes e completar a germinacdo do embrido.

Todavia, a resposta a adicdo de reguladores de crescimento depende das condi¢fes de cultivo a que os
embrides estavam previamente submetidos e, principalmente, da concentracéo e do tipo dos reguladores de crescimento
no meio de cultura. Diante dos fatos, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de IBA e de BAP na
conversdo de embries somaticos em estadio cotiledonar para plantulas de C. arabica.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Fundagdo Procafé, Varginha, MG.
Segmentos de folha do clone 20 (grupo Catucai) foram inoculados em placas de Petri contendo o meio primario (PM) e,
ap6s um més, transferidos para o meio secundario (SM), segundo o protocolo de Teixeira et al. (2004). Aos 180 dias
apos a inoculacdo dos explantes, os setores embriogénicos foram transferidos para o meio de regeneracdo, segundo o
mesmo protocolo, suplementado com 1g.L™ de prolina, onde permaneceram por mais 70 dias, até a formacdo de
embrides globulares. Ao final deste periodo, os embrides permaneceram por 120 dias em biorreatores do tipo RITA®,
contendo o meio de regeneragdo (R) de Boxtel & Berthouly (1996), até que as folhas cotiledonares estivessem bem
desenvolvidas. Esses embrides em estadio cotiledonar foram utilizados como explantes no presente trabalho, a fim de
completarem o desenvolvimento até o estadio de plantulas.

Os tratamentos constituiram das seguintes variagdes no meio de crescimento (PRM) de Teixeira et al. (2004):
meio PRM (tratamento 1), meio PRM sem BAP (tratamento 2), meio PRM acrescido de 1,47uM de IBA (tratamento 3)
e meio PRM sem o BAP acrescido de 1,47uM de IBA (tratamento 4). Dessa forma, para as analises estatisticas, foi
isolado o efeito do BAP e do IBA e os tratamentos foram arranjados em um esquema fatorial 2 x 2 (presenca e auséncia
de BAP, presenca e auséncia de IBA).

O meio PRM de Teixeira et al. (2004) é composto por metade dos sais DKW (Driver & Kuniyuki, 1984),
porém, no presente trabalho, estes sais foram substituidos pelos sais MS (Murashige & Skoog, 1962). Os demais
reagentes que compdem o meio foram mantidos, ou seja, tiamina (10mg L™), piridoxina (1mg L™), glicina (Img L™),
4cido nicotinico (1mg L™), mio-inositol (100mg L™), BAP (1,33uM), sacarose (5g L™) e glicose (10g L™). Os meios
foram suplementados com 3,4g.L™ de Phytagel®.

Os meios de cultura tiveram seu pH ajustado para 5,8+0,1, utilizando NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. Em seguida,
50mL de cada meio foram vertidos em frascos de vidro com 10cm de altura e capacidade para 250mL, antes do
processo de autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm, por 20 minutos. Apds o resfriamento, os frascos foram levados
para camara de fluxo laminar, onde foram inseridos quatro embrides em estadio cotiledonar em cada frasco. Os frascos
foram vedados com parafilme e mantidos em sala de crescimento com irradiancia em torno de 32 Cmol n¥ s,
temperatura de 25°C+2°C e fotoperiodo de 16 horas.

A avaliagdo do experimento foi realizada trés meses ap6s a instalagdo, analisando-se as varidveis comprimento
da parte aérea, porcentagem de plantulas com raizes e porcentagem de plantulas normais. Foram contabilizadas como
plantas normais somente aquelas que apresentaram aspecto normal, ou seja, fendtipo semelhante ao de plantas
provenientes de sementes e parte aérea bem desenvolvida e vigorosa (Figura 1C).

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 20 repeti¢es por tratamento. A analise
de variancia foi realizada utilizando-se o procedimento GLM" e, quando detectadas diferencas significativas entre os
tratamentos e entre as interagdes, as médias foram comparadas entre si, pelo teste t de Student, a 5% de significancia.

Os valores relativos a porcentagem de plantulas normais foram transformados por arcsen (+/ X ), por ndo apresentarem
homogeneidade das variancias.

* Aplicativo computacional SAS® (SAS, 1990)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comprimento da parte aérea

N&o houve significancia para os efeitos principais da presenca de BAP e IBA nos meios de cultura sobre o
comprimento da parte aérea. A interacdo entre estes fatores foi significativa, 0 que mostra um comportamento
diferenciado dos niveis do fator BAP em cada nivel do fator IBA e do fator IBA em cada nivel do fator BAP.

Na presenga de BAP, o comprimento da parte aérea foi estatisticamente igual na presenca ou na auséncia de
IBA e, na auséncia de BAP, este comprimento foi estatisticamente superior na auséncia de IBA do que na sua presencga
(Tabela 1). Da mesma forma, na presenca de IBA, o comprimento médio das plantas € estatisticamente igual ao
comprimento na presenca ou na auséncia de BAP. Na auséncia de IBA, o comprimento foi estatisticamente superior na
auséncia de BAP.

Tabela 1 Valores médios do comprimento da parte aérea de plantas de C. arabica, segundo os tratamentos estudados.
BAP (1,33uM)

IBA (1,47uM) Com Semn
Com 1,92a A 1,87b A
Sem 1,81aB 2,44a A

! Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste t de
Student, a 5% de significancia.

Verifica-se, ainda na Tabela 1, que houve maior comprimento da parte aérea na auséncia de ambos os
reguladores de crescimento. Segundo Guerra et al. (1999), o efeito das auxinas no desenvolvimento de embrides
somaticos é primariamente inibitdrio e se manifesta nos estadios subsequientes ao globular. Isso foi demonstrado pelo
trabalho de Newcomb & Wetherell (1970) em cenoura, os quais verificaram que, na presenca apenas de 2,4-D, 0s
embrides somaticos se desenvolviam até o estddio de pré-embrido. Desenvolvimento posterior para os estadios
globular, cordiforme, cotiledonar e plantas adultas s6 ocorria em meio desprovido de 2,4-D. Da mesma forma,
Raghavan & Torrey (1964) observaram a inibi¢do do crescimento em orquidea com a utilizagéo de citocininas.

Porcentagem de plantulas com raizes

Os efeitos principais da adicdo de IBA e de BAP ao meio de cultura foram significativos. Observa-se, pelos
dados da Tabela 2, que o Tratamento 3, constituido pelo meio PRM acrescido de 1,47uM de IBA, ndo apresentou
formacdo de sistema radicular, sendo estatisticamente inferior aos demais tratamentos estudados. Os resultados
corroboram as observagfes de Hu & Ferreira (1998), os quais afirmam que reguladores de crescimento ndo necessitam
ser adicionados ao meio de cultura de embrides, exceto quando o objetivo do trabalho € a multiplicagdo rapida.

Esse resultado pode ser atribuido a possibilidade de que os niveis naturais de auxina e citocinina das plantas
tenham sido suficientes para proporcionar o desenvolvimento de raizes. Para Lane & Mc Dougald (1982), a necessidade
de fornecimento de reguladores de crescimento aos meios de cultura esta relacionada com a quantidade endégena que
cada cultivar e cada explante possui e é também dependente do meio, da eficiéncia de transporte do regulador e do
metabolismo deste.

No presente trabalho é possivel também que os reguladores de crescimento utilizados nos meios anteriores a
fase de formacdo de plantulas tenham condicionado um efeito residual, proporcionando condi¢Bes adequadas ao
desenvolvimento de raizes, dispensando o uso de reguladores nesta fase de desenvolvimento dos embrifes somaticos.

Tabela 2 Valores médios de plantas de C. arabica com raizes, segundo os tratamentos estudados.
1
IBA (1,47uM) BAP (1,33uM)

Com Sem
Com 0,00b B 39,44a A
Sem 4269a A 54,64 a A

! Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t de Student,
a 5% de significancia.

Em contrapartida, alguns autores que afirmam que auxinas e citocininas sdo necessarias em pequenas
concentracdes, para haver crescimento normal da parte aérea (Andrade et al., 2001) e do sistema radicular (Pilet &
Saugy, 1987). Por exemplo, em abetos (Pinaceae), 12% dos calos com embrides formaram plantas quando transferidos
para 0 meio MS, contendo 5,0uM de 2,4-D e 5,0uM de cinetina (Hakman & Arnold, 1985). Em mandioca, o cultivo de
embrides somaticos com 4mm de comprimento, em meio MS suplementado com 0,44uM de BAP e 0,04uM de 2,4-D,
favoreceu a formac&o rapida de raizes e de partes aéreas (Stamp & Henshaw, 1982).
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Porcentagem de plantulas normais

Cerca de 60% dos embrides cotiledonares colocados nos meios em estudo ndo se desenvolveram bem,
formando plantulas muito pequenas, com baixo desenvolvimento da parte aérea ou plantulas anormais. Esses resultados
se aproximam dos de Ducos et al. (2007), os quais obtiveram uma taxa de conversdo de embrides somaticos de café
robusta em plantas estimada em 46%, apds a germinagdo completa em casa de vegetacdo. Da mesma forma, Barrueto
Cid & Cruz (2002), ao transferirem embrides somaticos de C. arabica cv. Rubi, Catuai Vermelho 81 e lapar 59 para o
meio SP de germinacéo e crescimento observaram a auséncia de desenvolvimento de raiz ou parte aérea. Estes embrides
foram caracterizados como anormais, ocorrendo em, aproximadamente, 33% dos casos.

A adicdo de IBA e de BAP, isoladamente, ou em conjunto, ndo aumentou a formagdo de plantulas normais.
Na auséncia do BAP, houve desenvolvimento de 44,84% de plantulas normais e, na presencga deste regulador, esta
porcentagem foi de 36,50%. Esta porcentagem foi bastante semelhante quando considerados os niveis de IBA (40,53%
e 40,81% de plantulas normais na presenca e na auséncia do regulador, respectivamente) Dessa forma justifica-se a
utilizacdo do meio de cultura sem a adigdo desses reguladores, com o objetivo de reducéo dos custos.Vale ressaltar que
as plantulas normais obtidas no presente trabalho foram transferidas para casa de vegetacdo, apresentando
desenvolvimento normal e fenétipo idéntico ao de plantas originadas por sementes.

CONCLUSOES

No protocolo empregado ndo ha necessidade da adicéo de IBA e BAP para a conversdo de embrides somaticos
em estadio cotiledonar para plantulas de C. arabica.
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