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INTRODUCAO

O café é o segundo maior gerador de riguezas do planeta. O Brasil possui uma area
plantada de 2,7 milhdes de hectares, com aproximadamente seis bilhbes de pés de café. O
setor é responsavel pela geragéo de sete milh6es de empregos e por uma riqueza anual de
cerca de quatro bilhdes de doélares. A espécie Coffea canephora Pierre Ex-Froehner
responde por 27,7% dos dois milhGes de toneladas de grdos beneficiados na safra de 2005
(Embrapa Café, 2007). Essa espécie € cultivada em altitudes inferiores a 500 metros e sua
principal variedade é conhecida como Conilon. O cultivo do café Conilon na Zona da Mata
de Pernambuco traduz-se em importante contribuicdo s6cio-econdmica para o estado uma
vez que a colheita dessa variedade coincide com a entressafra da cana-de-agucar.

C. canephora apresenta auto-incompatibilidade e € estritamente alégama. A
reproducdo por sementes leva a formacdo de lavouras muito heterogéneas com plantas
expressando caracteristicas muito distintas quanto a arquitetura, vigor, uniformidade de
maturacéo dos frutos, etc (Montagnon et al., 1998a; 1998b).

O melhoramento genético dessa espécie compreende uma etapa sexuada que
consiste na selecdo fenotipica de individuos em campos com populacdo heterogénea; e
outra vegetativa, que consiste na clonagem dos genétipos selecionados. A clonagem por
estaquia s6 é feita com ramos ortotropicos, 0 que limita a disponibilidade de estacas e
danifica a arquitetura da planta. Atualmente, a cultura de tecidos é uma etapa requerida na
cultura do café para a propagacdo de gendtipos, para a producdo e selecdo de novos
somaclones e para a transformacdo genética. A embriogénese somatica € um método de
regenerar plantas de café, mas seu éxito depende de diversas condi¢des como, estado
fisiologico, tipo de explante, tempo de subcultivo e gendtipo (Maciel et al., 2003; Brito, 2004).

A partir de gendtipo de C. canephora selecionado na Zona da Mata de Pernambuco,
foram realizados ajustes de protocolo para embriogénese somatica.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
UFRPE. Foi utilizada a planta UFRPE-08 selecionada em cafezal mantido no campus da
UFRPE em Recife. Foram retiradas folhas da segunda axila do terceiro ramo plagiotrépico,
com comprimento médio de 9,0 cm, segundo metodologia de Brito (2004). As folhas foram
levadas para o laboratorio, lavadas com detergente neutro e enxaguadas em agua corrente
durante 60 minutos. Apés a lavagem, foram submetidas a assepsia, em camara de fluxo
laminar, colocadas em frascos de vidro previamente autoclavados e imersas em solugéo
comercial de hipoclorito de sddio (2,0-2,5% de cloro ativo), por 30 minutos sob agitagdo. Em
seguida, as folhas foram enxaguadas por quatro vezes com agua destilada esterilizada,
durante dois, trés, quatro e cinco minutos cada enxagie. Discos com 0,7 cm de diametro
foram retirados com auxilio de instrumento perfurador. Cada disco era composto de limbo
foliar e parte de nervura secundaria. Os explantes foram inoculados com a face adaxial em
contato com o meio de cultura (30 mL), em frascos com capacidade para 270 mL e 8 cm de
diametro, fechados com filme plastico. O meio de inducéo de calo (meios M1) consistiu do
meio basal MS (Murashig & Skoog, 1962) suplementado com 30 g.L™ de sacarose e 0,037
g.L* de cisteina, e gelificado com 2,4 g.L" de Phytagel. Os tratamentos consistiram de
combinagbes entre 6-benzilaminopurina (BAP: 0,5; 1,0 e 1,5 uM) e acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D: 2,0 e 4,0 uM), num fatorial 3x2 (B0,5D2; B1D2; B1,5D2; B0,5D4;
B1D4; B1,5D4) e 10 repeticbes, com cinco explantes por frasco. Avaliaram-se os indices de
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formacgéo de calos e de oxidacdo dos explantes. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento, a 25°C + 2°C em auséncia de luz. Apds quatro semanas nos meios M1, os
calos formados nos tratamentos com 2,0 uM de 2,4-D foram separados dos explantes e
transferidos para meios de inducdo de embrides sométicos (meios M2). Os calos dos
tratamentos com 4,0 uM de 2,4-D foram transferidos juntamente com o explante, uma vez
gque durante a manipulacdo os calos se desestruturavam. Os meios M2 consistiram do meio
M1, com modificagbes nas combinacdes de BAP e 2,4-D. Ao acaso, metade dos frascos de
cada tratamento teve os calos transferidos para meios com as concentracbes de BAP
quadruplicadas e as de 2,4-D reduzidas a ¥ da original (B2D0,5; B4DO0,5; B6D0,5; B2D1;
B4D1; B6D1). A outra metade dos calos foi transferida para meios sem alteracdo na
concentracdo de BAP e com supressédo do 2,4-D (B0,5D0; B1DO; B1,5D0; B0,5D0; B1DO;
B1,5D0). Apdés a transferéncia, os calos foram mantidos nas condicdes descritas
anteriormente. Foi avaliada a formacdo de calo secundario embriogénico e de regibes
embriogénicas. A partir do surgimento dos embries somaticos, os calos foram transferidos
para meio de conversédo de embrides, que consistiu do meio MS completo sem reguladores
de crescimento e transferidos para luz branca fria a 47,6 umol m? s™, com fotoperiodo de 16
horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos seis tratamentos utilizados para inducéo de calogénese (meios M1),
todos proporcionaram a formacdo de calo em todos os explantes (Figura 1), por volta da
primeira semana ap6s a inoculacdo, ndo havendo oxida¢cdo em nenhum explante.

Figural: Calos formados em explantes foliares de C. canephora. (A) A calogénese ocorreu
nas bordas do explante, com destaque para a regido da nervura (setas), a partir do 7° dia
apos a inoculacdo nos meios de inducdo de calo. (B) Explantes apés quatro semanas de
incubacdo em meios de inducdo de calos: tratamentos com 2,0 uM de 2,4-D, destacando
formag®es globulares na superficie dos calos; (C) tratamentos com 4,0 uM de 2,4-D, calos
com aspecto aquoso caracteristico de hiperidricidade.

O aspecto dos calos variou em funcdo da concentracdo de 2,4-D. Observaram-se
calos de textura mais densa e coloragdo mais amarelada, com formagdes globulares na
superficie, nos tratamentos com 2,0 uM de 2,4-D, independente da concentracdo de BAP.
Resposta semelhante foi observada por Sanson (2006), que obteve calos amarelos friaveis
em C. canephora e C. arabica em meio de cultura primario contendo 2,25 uM de 2,4-D.

Os calos formados nos tratamentos com 4,0 uM de 2,4-D apresentavam aspecto
aquoso e translicido caracteristico de hiperhidricidade (Figura 1C). Esse aspecto reflete a
deficiéncia de clorofila e o elevado conteddo de &gua, localizado principalmente no
apoplasto (Franck et al., 2001). A hiperidricidade € uma anomalia tipica do cultivo in vitro de
tecidos vegetais e que embora possa ocorrer reversdo do estado de hiperidratacdo, apds
transferéncia para meio ou ambiente ndo vitrificante (Kevers et al., 2004), também pode
evoluir e levar a perda de competéncia dos tecidos (Camara & Willadino, 2005). A
hiperidricidade se constitui numa sindrome desencadeada pelo desequilibrio dos
componentes do meio de cultura, em especial dos reguladores de crescimento (Joyce et al.,
2003). O aumento da concentracdo do 2,4-D de 2,0 para 4,0 uM pode ter disparado o
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processo de hiperidratacdo nesses calos. A hiperidricidade dos calos néo reverteu com a
reducado da concentracdo da auxina, mesmo apds 10 semanas de cultivo (Figura 2C e 2D).

Na oitava semana ap0s a inoculagdo nos meios M2, ocorreu oxidacao generalizada
dos calos primarios provenientes dos meios com 2,0 uM de 2,4-D. Observou-se a formagéo
de calo secundéario sobre o tecido oxidado dos calos subcultivados nos tratamentos B2D0,5;
B4DO0,5 e B6D0,5 (Figura 2B). Essa formacéao de calos secundéarios também foi constatada
por Brito (2004), que observou que os primeiros calos surgidos dos explantes de C.
canephora adquiriam coloracdo marron-escura e produziam calos secundarios
embriogénicos. A oxidacdo pode ter sido resultante de uma condi¢@o estressante capaz de
provocar a rediferenciacdo celular necessaria a formacdo de um calo secundario e
desenvolvimento de embrides somaticos. No entanto, essas regides oxidaram sem qualquer
desenvolvimento posterior, talvez por néo ter sido suprimido completamente o 2,4-D.

Nos tratamentos B0,5D0; B1,0D0 e B1,5D0 vindos dos meios com 2,0 uM de 2,4-D,
a oxidacdo permaneceu até a 19% semana ap6s a inoculacdo, quando surgiram regiées
embriogénicas brancas e embribes sométicos. Embrides de formato globular, torpedo,
cordiforme e cotiledonar, formaram-se tanto nas extremidades como acima dos calos
primarios, formados em meio M1 com 1,5 uM de BAP e 2,0 uM de 2,4-D. Essa diferenciacéo
se deu 15 semanas apOs o0 subcultivo para meio M2 com 1,5 pM de BAP. Os calos
adquiriram um aspecto friavel e as estruturas eram facilmente destacaveis (Figura 2E e 2F).
Baixas concentracbes de citocininas sdo necessdarias para embriogénese somatica na
maioria das culturas de células de dicotiledéneas e ap6és a iniciagdo, a auxina, em particular
0 2,4-D, inibe o desenvolvimento subsequiente dos embrides (Guerra et al. 1999). A
transferéncia para meio MS sem fitorreguladores promoveu o desenvolvimento de embrides
e a conversao em plantas (Figura 4), como sugerido por Brito (2004).

Figura 2: Calos formados em discos foliares de C. canephora. (A) Calo apds a 4% semana,
em meio MS com 1,0 uM de BAP e 2,0 uM de 2,4-D (B1D2,); (B) Calos secundarios (setas)
formados sobre calos primarios oxidados, provenientes do meio B1D2, na 102 semana em
meio MS com 4,0 uM de BAP e 0,5 uM de 2,4-D; (C) Calos formados em explantes incubados
por quatro semanas em meio MS com 1,0 uM de BAP e 4,0 uM de 2,4-D; (D) Calos do
tratamento B1D4, na 10* semana em meio MS com 4,0 uM de BAP e 1,0 uM de 2,4-D
(figuras com aumento de 30x).

Figura 4: (A) Embrides formados apds 15 semanas no meio MS com 1,5 uM de BAP
sobre calos primarios provenientes do meio MS com 1,5 uM de BAP e 2,0 uM de 2,4-D
(aumento de 40x). (B) Conversédo de embrides soméaticos de C. canephora em meio MS
sem reguladores de crescimento(aumento de 30x).
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CONCLUSAO

A concentracdo de 4,0 uM de 2,4-D em meio MS inibe a formagédo de calos com
regibes embriogénicas e favorece a hiperidricidade em discos foliares de C. canephora
incubados no escuro. O meio mais promissor para indu¢do de calo secundéario e de
embrides somaticos € o meio MS com 1,5 uM de BAP isento de 2,4-D. A conversao dos
embrides se da com a supressao dos reguladores de crescimento e transferéncia para luz.
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