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Resumo

O café Conilon (Coffea canephora Pierre ex Froenher) possui grande importancia econdmica e social,
sendo a espécie mais plantada no Estado do Espirito Santo. A técnica de embriogénese somdtica pode
auxiliar programas de melhoramento do cafeeiro, garantindo a conservagdo, multiplicacdo e
caracterizacdo de genétipos e a producdo de plantas em grande escala e tempo reduzido. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de indu¢do de embriogénese somadtica nos clones 3 V,5V,6 Ve
11 V de café Conilon. Explantes foliares foram inoculados em meio MS contendo % da concentragdo
de macronutrientes, Y2 da concentracdo de micronutrientes € 5 uM/L de BAP. Em todos os clones a
formacdo de embrides somdticos ocorreu nas bordas dos explantes foliares. O Clone 11 V foi o
gendtipo mais responsivo com média superior do nimero de embrides globulares (23). Novos ajustes
devem ser realizados no protocolo de inducio de embriogénese somdtica para os Clones 3 V,5 Ve 6
V.

Introducao

No Brasil, a maioria das lavouras de café, conhecido por Robusta, é da cultivar Conilon (Coffea
canephora Pierre ex Froenher) e o Espirito Santo é o maior produtor nacional. Atualmente, 72,45%
do café robusta nacional s@o produzidos no Espirito Santo (FASSIO; SILVA, 2007).

A utilizacdo de novas tecnologias, como a Biotecnologia, € um dos fatores determinantes para o
alcance de qualidade, sustentabilidade e competitividade do café brasileiro (CBP&DC, 2004).

A adocdo de ferramentas biotecnoldgicas e o desenvolvimento de técnicas de propagacdo
vegetativa in vitro de cafeeiros fortalecem programas de melhoramento, promovendo uma alternativa
vidvel para a conservacdo e caracterizacdo de gendtipos e rapida multiplicagdo de gendétipos elite.
Além disso, fornecem subsidios para a produgdo de plantas transgénicas e permitem a producdo de
plantas relativamente uniformes em grande escala, com garantia de sanidade, em periodo de tempo
mais rapido em relagdo aos métodos convencionais.

Dentre as técnicas utilizadas para a micropropagacdo do cafeeiro, a embriogénese somatica (ES)
demonstra ser o melhor método (KUMAR et al.; 2006). Van Boxtel; Berthouly (1996), Teixeira et al.
(2004) e Santos et al. (2007) relataram que a resposta a indug¢do da ES no cafeeiro é genétipo-
especifica. Isso demonstra a necessidade do desenvolvimento de protocolos especificos para o
trabalho em cultura de tecidos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de indugdo
de ES em quatro clones de café conilon (Coffea canephora).

Material e Métodos

O material vegetal foi constituido pelos Clones 3 V, 5 V, 6 V e 11 V de café Conilon (Coffea
canephora) que compdem a variedade clonal Conilon Vitéria pertencentes ao BAG da Fazenda
Experimental do INCAPER, localizada no Municipio de Marilandia-ES.

Foram realizados dois ensaios preliminares para avaliacdo do potencial embriogénico. Para o
primeiro experimento foram coletadas folhas jovens e totalmente expandidas de plantas do Clone 3 V
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mantidas em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade Federal do Espirito
Santo. As folhas foram armazenadas em saco pléstico por 30 min para fechamento de estomatos. Em
capela de fluxo laminar, as folhas foram imersas em etanol 70% por 3 min, hipoclorito de sédio 2%
por 10 min e lavadas trés vezes com dgua destilada autoclavada. Segmentos foliares (0,5 cm?) foram
inoculados com a face adaxial em contato com o meio de cultura e mantidos durante 90 dias no escuro
em sala de crescimento a 25+1°C.

Foram testados 3 meios: M1-% da concentragdo de macronutrientes do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), V2 da concentragao de micronutrientes do meio MS (DUCOS et al., 2007); M2-Meio
MS com %2 da concentracao dos sais; e M3-meio MS completo.

Todos os meios foram suplementados com vitaminas de MS, 30g/L. de sacarose e 7g/L. de dgar e
SuM/L de BAP e pH ajustado para 5,7 antes de ser autoclavado a 121°C durante 20 min.

Apds 90 dias no escuro, os tubos foram submetidos a fotoperiodo de 16h luz. Depois de 30 dias,
embrides no estddio torpedo foram transferidos para um meio de igual constitui¢do, porém com 0,5
uM/L de BAP. Apés atingir o estddio cotiledonar e coloragio verde, cerca de 4 meses, os embrides
foram transferidos para o meio de enraizamento contendo %2 da concentracgdo de sais de MS, 20 g/L. de
sacarose e 7g/L. de 4gar.

Com base nos resultados obtidos para o Clone 3 V, foi realizado o segundo experimento, testando
o meio M1 para os demais clones. Foi estabelecido como controle o Clone 3 V. Apds a fase de escuro,
foi realizada andlise quantitativa do nimero de embrides em estddio globular.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 repeti¢des, sendo a unidade
experimental composta por 5 tubos de ensaio, cada tubo contendo 1 explante. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

No primeiro experimento foram obtidos embrides somadticos por via direta nas bordas dos
explantes submetidos ao meio M1, apds 90 dias de cultivo. Ao final dos 120 dias foram obtidos 31
embrides globulares em 80% dos explantes. Todos atingiram o estiddio de torpedo na presenca de 0,5
uM/L de BAP e apds atingirem o estddio cotiledonar, foram transferidos para o meio MS com Y2 da
concentracdo de sais para enraizamento e conversao (Fig. 1a).

Dublin (1981), Yasuda et al., (1985; 1995) e Hatanaka et al., (1991), obtiveram indugdo de ES em
explantes foliares somente com BAP e concluiram que as citocininas sdo reguladores chave no
processo embriogénico e que auxinas parecem inibir respostas morfogénicas no género Coffea.

Nos explantes cultivados nos meios M2 e M3 ndo foram obtidos embrides somaticos, mas foi
observada a diferenciacdo de algumas células nas bordas do explante, que ndo se desenvolveram por
apresentarem-se oxidadas. Provavelmente, o fator determinante na indug¢do de competéncia
embriogénica foi a variagdo na concentracdo de sais, ja que os 3 meios apresentavam BAP.

Foi observado que apds 120 dias de cultivo a maioria dos explantes tornou-se escuro, o que
segundo Quiroz-Figueroa et al.,, (2002) se deve a um excessivo acimulo de compostos fenélicos,
necessario para o processo de embriogénese somdtica em café, assim como observado por
Neuenschwander e Baumann, (1992), Van Boxtel e Berthouly (1996) e Menéndez-Yuffd e De Garcia
(1997).

No segundo experimento, também foram obtidos embrides somaticos por via direta. Para a varidvel
nimero de embrides globulares, os resultados do teste de média estdo descritos na tabela 1.
Comparado a média do Clone 3 V, o Clone 11 V apresentou resultados superiores. Os Clones 5 V e 6
V apresentaram médias de embrides estatisticamente iguais ao controle.

Neste experimento todos os embrides somaticos também foram formados nas bordas dos explantes
foliares, porém com algumas caracteristicas individuais. Os Clones 3 V e 5 V apresentaram embrides
freqiientemente nas bordas, especificamente em locais de nervura (Figura 1b e 1c). Para os Clones 6
Ve 11 V, os embrides foram observados em toda a borda dos explantes (Figura 1d e 1e). No entanto,
o Clone 11 V apresentou uma resposta mais rdpida de inducdo de ES, podendo ser observados
embrides globulares ainda na fase de escuro aos 70 dias de cultivo.

Conclusoes

- O meio M1 com 5 uM/L de BAP induziu ES direta nos Clones 3 V,5V,6 Ve 1l V;



- Todos os clones mostraram a formagao de embrides somaticos nas bordas dos explantes foliares;

- O Clone 11 V apresentou média superior do nimero de embrides globulares, sendo o genétipo mais
responsivo;

- Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, sugere-se novos ajustes no protocolo de inducio
de embriogénese somética para os Clones 3 V,5Ve6 V.
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Tabela 1 — Numero médio de embrides globulares em explantes foliares dos Clones 03, 05, 06 e 11 de
Coffea canephora.

Clones Numero de embrides
Clone 11 23,0 a
Clone 03 13,16 b
Clone 06 983 b
Clone 05 80 b

As médias seguidas por mesmas letras mindsculas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 1 — a) Embrido somatico do Clone 3 obtidos no primeiro experimento apds 8 meses de cultivo.
b) Explante foliar do Clone 03 com embrides globulares (seta). c) Explante foliar do Clone 05 com
embrides globulares (seta). d) Explante foliar do Clone 06 com embrides globulares (seta). e)
Explante foliar do Clone 11 com embrides globulares em cluster (seta). Escala = 0,5 cm.
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Grafico 1 — Numero de embrides globulares aos 120 dias de cultivo.



