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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da alteragdo da concentracao
osmoética do meio de cultura no enraizamento in vitro de embrides somaticos e de
plantulas de Coffea arabica da cultivar Catuai e do hibrido 812, previamente, obtidos
via embriogénese somatica direta. Para tanto, foi utilizado meio de cultura com metade
da concentracdo dos sais de MS e adicao de diferentes doses de sacarose 0, 10, 20,
30 e 40 g/L ou de Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) 0, 10, 20, 30, 40 e 50 g/L.
Realizaram-se quatro experimentos, sendo embriées ou plantulas cultivados em
presenca de sacarose e/ou de PEG 6000, mantidos sob 16 horas de luz, a 25°C. Cada
tratamento constou de quinze repeticbes. Observou-se que as plantulas obtiveram
melhor formacao de raizes nas concentragées de 10 e 30 g/L de sacarose, assim
como os embrides, porém posteriormente os embrides em 10 g/L passaram a oxidar.
Para os experimentos com PEG 6000 verificou-se que as plantulas e os embrides
apresentaram melhor formagéao de raizes em 10, 30 e 40 g/L de PEG 6000, porém os

embrides posteriormente também passaram a oxidar.
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ABSTRACT

The objective this study was to assess the effect of changing the osmotic concentration
of the culture medium on in vitro rooting of somatic embryos and seedlings of Coffea
arabica cultivar Catuai and the hybrid 812 were used from the experiments somatic
embryogenesis direct. It was used culture medium with half-strength MS salts and
addition of sucrose 0, 5, 10, 20, 30 and 40 g/L and PEG 6000 (polyethylene glycol
6000) 0, 10, 20, 30, 40 and 50 g/L. Through were four experiments: embryos or
seedlings cultivated with sucrose and PEG 6000, maintain under 16 hours of light and
25 °C. For each treatament it was prepared fifteen repetitions. It was observed that the
seedlings had better root formation at concentrations of 10 and 30 g/L sucrose, as well
as embryos, but later the embryos at 10 g/L started to oxidize. For the experiments with
PEG 6000 it was showed that seedlings and embryos had better root formation in 10,
30 and 40 g/L PEG 6000, but later the embryos began to rust.

INTRODUGAO

Ao longo do desenvolvimento do embrido somatico até o estadio de plantula,
ocorre 0 enraizamento sendo que a formagao de raizes pode ocorrer a partir do
embrido somatico ou posteriormente na plantula em condi¢ao in vitro ou ex vitro. O
enraizamento na fase in vitro € mais desejavel, devido ao melhor controle das
condigbes de crescimento e desenvolvimento, 0 que leva a obtengdo de alto
percentual de sobrevivéncia das plantulas micropropagadas quando transferidas para
o ambiente ex vitro.

O desenvolvimento das raizes de plantas cultivadas in vitro pode ser
influenciado por varios fatores, como os componentes do meio de cultura, a
temperatura, a iluminagéo, os reguladores de crescimento e outros (MANTELL et al.
1994). Fatores de estresse tem sido associados a inducao de diferentes eventos de
crescimento e desenvolvimento nas plantas. Tecidos vegetais cultivados in vitro estao
sujeitos a uma quantidade variavel de estresses, que o0 proprio ambiente de cultivo
causa como a injuria mecanica, choque osmoético e o desequilibrio hormonal
(DESJARDINS et al., 2009). O estresse osmotico estd associado a substancias
quimicas que alteram a concentragdo osmética do tecido vivo.

A sacarose é um dissacarideo conhecido desde o ano 200 A.C., sendo o
carboidrato cristalino mais abundante na natureza, e produzido em larga escala por
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diversos paises (100.000 ton/ano), principalmente o Brasil (FERREIRA, 2001). No
cultivo in vitro este carboidrato é um fator importante e necessario para o crescimento
6timo do tecido vegetal. Culturas de embrides nos estagios iniciais de
desenvolvimento necessitam de concentracbes elevadas de sacarose, entre 12-18 %
(CALDAS, 1990).

O Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) é uma molécula grande, formada por
6xido de etileno constituido de polimeros com diferentes graus de polimerizagao. E
uma substancia com alta solubilidade e devido a sua estrutura laminar, pode ser
utilizada na industria quimica, na preparacao de pilulas e como agente umectante na
fabricacdo de maquiagem, sabao e outros. Em meio de cultura esta substancia reduz
a contaminacao por fungos, pois provoca estresse hidrico (MEXAL & REID 1973 apud
CARVALHO, J. C. B. 2001)

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da alteragdo da concentracao
osmotica do meio de cultura, por meio da adicao de sacarose ou de PEG 6000, no
enraizamento in vitro de embrides somaticos ou de plantulas de genoétipos de Coffea
arabica.

MATERIAL E METODOS
Material
Foram utilizados embrides e plantulas de C. arabica da cultivar Catuai e do

hibrido 812 obtidos, previamente, via embriogénese somatica direta. As plantulas
utilizadas apresentavam até dois pares de folhas e auséncia de raizes. Os embrides
se encontravam em estadio de eixo embrionario, com a presenca definida dos apices

apical e radicular, e coloracao verde.

Meio de cultura
Foi utilizado meio de cultura que consistiu da metade da concentragdo dos sais

de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado por SONDHAL & SHARP (1977)
sem reguladores de crescimento de planta, com adigdo de 0, 10, 20, 30 e 40 g/L de
sacarose ou de PEG 6000, sendo 0, 10, 20, 30, 40 e 50 g/L. No meio de cultura com
PEG 6000 também foi adicionado 20 g de sacarose. O pH do meio foi ajustado para
5,8 e gelificado com agar (5 g/L). O meio foi autoclavado a 121 °C e 1,5 atm por vinte
minutos.

Foram realizados quatro experimentos, sendo embrides ou plantulas cultivados

em presencga de sacarose e/ou de PEG 6000. Para todos os experimentos foi adotado
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repeticdes. Todos os experimentos foram avaliados semanalmente quanto a presenca

o delineamento inteiramente casualizado. Cada tratamento constou de quinze

inoculados com

foram

de raiz e comprimento da raiz principal.
estes

Ensaios Experimentais
Para os experimentos com embrides,
posicionamento horizontal em relacdo a superficie do meio de cultura, e para os
tratamentos com plantulas, as mesmas foram introduzidas em posicao vertical em
relacdo ao meio de cultura. (FIGURA 1). Todos os experimentos com embrides e

plantulas foram mantidos em presenca de 16 horas luz, sob 25 °C, por cerca de 90

dias de cultivo.

SN C
antulas de Coffea.

‘ Al
vitro de embrides e pl
A. Embrido com raiz B. Embrido sem raiz C. plantula com raiz D. plantula sem raiz

FIGURA 1: Enraizamento in
RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1. Embrides somaticos em meio de cultura com adi¢ao de sacarose
Os embrides apresentaram melhor formacao de raizes nas concentragdes de

10, 20 e 30 g/L de sacarose (FIGURA 2A). Por outro lado, para o comprimento da raiz
a melhor resposta ocorreu em 30 g/L de sacarose (FIGURA 2B). Observou-se que os

embrides utilizados em estadio mais avancado de desenvolvimento, eixo embrionario,
apresentaram melhor formagao de raizes do que embrides mais jovens em estadio de

torpedo.
Experimento 2. Plantulas em meio de cultura com adicao de sacarose
As plantulas atingiram melhores respostas de formacdo de raizes nas
concentracdes de 10, 20 e 40 g/L de sacarose (FIGURA 3A). As raizes formadas
todas

nessas plantulas apresentaram comprimento médio semelhante em

concentracdes de sacarose, exceto em 0 g/L (FIGURA 3B).



oNAL
Wt ey,
o On

N
RS

114,’

egyavyd

52 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC 2011

9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

-

Prosangade ralz (%)
oo NEALBIREE

i 14 21 28 35 43 49 58 65 F2 O
Dias apds o infcio do expenmenta

—&— 10
—— 20
—0— 30

3 D—D/‘D/,/D 10
T

-
1

Comprimerio do relz (em)

58 65 F2 O
has apds o infcio do expernimenta

FIGURA 2: Efeito da adicdo de diferentes concentracdes de
sacarose no enraizamento de embrides somaticos de C. arabica cv
Catuai mantidos em presenca de 16 horas de luz, sob 25 °C. A.

Porcentagem de formacao de raiz; B. Comprimento médio de raiz

b
!

—a— 10

Pregerga de ralz |%)

f 14 2 28 3 42 49 ] 63 0 i
Dias apas o inicio do expermeantn

B ——0
—=— 10

25
—— 70

20

i
&\

|

b
L 4

49 a6 70 7

Comprirmente ce relz jom)
[T |

Dias desde ¢ inicio do tratamente

FIGURA 3: Efeito da adicdo de diferentes concentragdes de sacarose
no enraizamento de plantulas de C. arabica hibrido 812 mantidas em
presenca de 16 horas de luz, sob 25 °C. A. Porcentagem de formagao

de raiz; B. Comprimento médio de raiz
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Verifica-se que inicialmente 20 g de sacarose favoreceu a iniciacdo da
formacao raizes, porém, posteriormente, o tratamento com 40 g também causou efeito
semelhante. No entanto, nota-se que 40 g/L de sacarose também tendeu a promover
maior crescimento de raizes nas plantulas (FIGURA 3B).

Para o enraizamento de embrides e plantulas de Coffea, em geral, utilizam-se
20 g/L de sacarose. No entanto, os resultados deste estudo indicam que,
possivelmente, a melhor eficiéncia do enraizamento de Coffea pode ser atingida com o

uso de concentragdes mais elevadas de sacarose.

Experimento 3. Embrides somaticos em meio de cultura com adicao de PEG 6000

Na FIGURA 4 verifica-se o efeito de PEG 6000 no enraizamento de embrides
de Coffea. Na FIGURA 4A nota-se que o tratamento com 10 g/L de PEG 6000
favoreceu maior porcentagem de formacao de raizes seguido das concentracdes de
20 e 30 g/L, respectivamente. Por outro lado a concentracdo mais elevada, 50 g/L,
inibiu este processo. Para o comprimento de raiz nota-se maior crescimento em 10 g/L

do que nas outras concentragdes (Figura 4B).
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FIGURA 4: Efeito da adicao de diferentes concentracdes de PEG 6000
no enraizamento de embrides somaticos de C. arabica cultivar Catuai
mantidos em presencga de 16 horas de luz sob 25°C. A. Porcentagem

de formagéao de raiz; B. Comprimento médio de raiz



52 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

Experimento 4. Plantulas em meio de cultura com adicao de PEG 6000

A FIGURA 5 apresenta o efeito de PEG 6000 no enraizamento de plantulas de
Coffea. Na FIGURA 5A nota-se que 0 g/L de PEG 6000 favoreceu maior porcentagem
de formagdo de raizes seguido da concentracdo de 10 g¢/L, enquanto as
concentragdes mais elevadas tenderam a inibir este processo. Para o comprimento de
raiz nota-se que as concentragdes de 0 e 10 g/L de PEG 6000 também favoreceram o
maior crescimento (FIGURA 5B).
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FIGURA 5: Efeito da adicao de diferentes concentracdes de PEG
6000 no enraizamento de plantulas de C. arabica cultivar Catuai
mantidas em presenca de 16 horas de luz e sob 25°C. A.

Porcentagem de formacgéao de raiz; B. Comprimento médio de raiz

CONCLUSAO

Dos dados obtidos observou-se que as concentragdes mais altas de sacarose
favoreceram o enraizamento dos embrides e das plantulas tanto em relagédo a
porcentagem de formacdo das raizes quanto de seu comprimento. Os resultados
obtidos com PEG 6000 indicam que as concentragdes mais elevadas favoreceram a
ocorréncia de maior porcentagem de emissao de raizes, porém, neste caso, estas nao
atingiram maior comprimento.
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