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EXTRATO

CORDEIRO, Antônio Teixeira, D.S., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro
de 1999. Embriogênese somática indireta e fusão interespecífica de
protoplastos em Coffea. Orientador: Laércio Zambolim. Conselheiros: Paulo
Roberto Mosquim e Vincent Pétiard.

Esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de verificar a exeqüibilidade

da fusão protoplástica interespecífica como ferramenta no melhoramento

parassexual em Coffea. Para tanto, pretendeu-se a introgressão das resistências

aos nematóides Meloidogyne incognita e M. exigua, do cultivar canéfora Apoatã,

nos genótipos arábicas diplóide DH3 e tetraplóides Catimor e Catuaí Amarelo.

Com vistas à obtenção dos protoplastos, foi dado início a suspensões celulares

embriogênicas a partir de calos friáveis embriogênicos induzidos de explantes

foliares. Posteriormente foram estudadas, nas suspensões celulares Apoatã e

DH3, as cinéticas do crescimento e do rendimento protoplástico em função do

tempo pós-subcultura, bem como as condições de digestão enzimática da parede

celular de seus agregados celulares. Foram realizados, ainda, estudos para a

seleção dos heterofusionados. Embora todos os genótipos testados tenham

reagido favoravelmente à formação de tecido embriogênico friável, apenas os

arábicas DH3 e Catuaí Vermelho requereram a ação conjunta de auxina e
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citocinina. Os demais Apoatã, Catimor e Catuaí Amarelo reagiram mais

favoravelmente quando o regulador de crescimento foi apenas a citocinina BAP.

As maiores freqüências de explantes com calos friáveis verificadas para os

genótipos canéfora Apoatã e arábicas DH3, Catimor, Catuaí Amarelo e Catuaí

Vermelho foram, respectivamente, 80, 60, 40, 40 e 20%. A diferenciação

embriogênica dos agregados celulares, em cultura líquida, rendeu cerca de

241.000, 72.870 e 121.760 embriões g-1 MF de agregados celulares Apoatã,

Catimor e DH3, respectivamente. As suspensões celulares Apoatã e DH3

revelaram, imediatamente após a subcultura, uma fase exponencial de

crescimento celular até um ponto de inflexão, a partir do qual as taxas de

crescimento reduziram progressivamente para atingir um peso de matéria fresca

dos agregados celulares assintótico. Coincidentemente, os menores rendimentos

protoplásticos foram observados para tempos pós-subcultura superiores àquele

do ponto de inflexão. A pré-plasmólise, a seleção dos agregados celulares de

diâmetro inferior a 1 mm e a adição de cisteína 0,83 mM, durante a digestão

enzimática, não interferiram no rendimento protoplástico das suspensões

celulares Apoatã e DH3, ao contrário das concentrações das enzimas pectinases e

celulase. De maneira geral, o rendimento protoplástico Apoatã, sempre inferior

àquele DH3, foi maior quando as duas pectinases, pectoliase e macerozima,

estiveram associadas à celulase, as três nas maiores concentrações testadas. Os

12 meios de cultivo de protoplastos testados não permitiram distinguir os

protoplastos parentais Apoatã e DH3 em nível de crescimento dos microcalos.

Alternativamente, os inibidores metabólicos iodoacetamida e rodamina, nas

respectivas concentrações de 2 e de 0,9 mM, mostraram-se eficazes em inibir a

regeneração dos protoplastos parentais em microcalos. Seu aproveitamento

permitiu a realização de 23 ensaios de eletrofusão interespecífica, cujos produtos,

aparentemente justificados pela complementação metabólica, encontram-se em

desenvolvimento com vistas à diferenciação embriogênica e regeneração de

plantas. Esta última permitirá análises para verificação do potencial da fusão

protoplástica no melhoramento parassexual em Coffea.
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ABSTRACT

CORDEIRO, Antônio Teixeira, D.S., Universidade Federal de Viçosa, February,
1999. Indirect somatic embryogenesis and interspecific fusion of
protoplasts in Coffea. Adviser: Laércio Zambolim. Committee Members:
Paulo Roberto Mosquim and Vincent Pétiard.

The aim of the present work was to evaluate the feasibility of interspecific

protoplast fusion as a tool in the parassexual improvement in Coffea.

Introgression of nematode resistance from Coffea canephora cv. Apoatã was

attempted in diploid (DH3) and tetraploid (Catimor and Catuaí Amarelo) C.

arabica genotypes by protoplast fusion. Protoplasts were isolated from

embryogenic cell suspensions initiated from leaf explants-derived friable

embryogenic calli. For Apoatã and DH3 cell suspensions the kinetics of growth

and protoplast yield was evaluated as affected by the intervals of subcultures and

the conditions of enzymatic digestion of the cell walls of their small cell

aggregates. Investigations aiming at selection of protoplast heterofused-derived

cell aggregates were also accomplished. All genotypes studied reacted favorably

to the formation of friable embryogenic calli. C. arabica genotypes, DH3 and

Catuaí Vermelho, however, required the use of both auxin and cytokinin.

Conversely, Apoatã, Catimor and Catuaí Amarelo presented similar
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morphogenetic responses when induction media were supplemented with BAP

only. Frequencies of friable embryogenic calli of 80, 60, 40, 40 and 20% were

obtained for Apoatã, DH3, Catimor, Catuaí Amarelo and Catuaí Vermelho,

respectively. Embryogenic differentiation from cell aggregates, in liquid culture,

produced about 241.000, 72.870 and 121.760 embryos g-1 FW for Apoatã,

Catimor and DH3, respectively. Immediately to the subculture, Apoatã and DH3

cell suspensions revealed a typical sigmoidal growth curve. Coincidentally, the

lowest protoplast yields were observed for post-subculture intervals above the

inflection point. The pre-plasmolysis, the size of the aggregates (smaller than 1

mm diameter) and the addition of cysteine 0.83 mM, during the enzymatic

digestion, did not affect protoplast yield of Apoatã and DH3 cell suspensions,

unlike the concentrations of the pectinases and cellulase enzymes. In general,

protoplast yields of Apoatã were always inferior to that DH3. High yields were

achieved when the two pectinases (pectolyase and macerozyme) were combined

to cellulase, at the highest tested concentrations. The twelve protoplast culture

media tested did not allow any distinction between parental protoplasts Apoatã

and DH3, at microcalli growth stages. Alternatively, the metabolic inhibitors

iodoacetamide and rhodamine, at the concentrations 2 and 0.9 mM, respectively,

were effective in inhibiting microcalli formation from cultured parental

protoplasts. Its use allowed the accomplishment of 23 independent interspecific

electrofusion assessments whose products led to the development of

embryogenic differentiation. Further work will be carried out in order to

characterize the putative heterofused regenerants and to examine the potential of

somatic hybridization as a tool for parassexual improvement in Coffea.
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1. INTRODUÇÃO

O Brasil, embora seja o principal produtor e exportador mundial de café,

possui, atualmente, produtividade média situada na faixa de 8 a 10 sacas

beneficiadas por hectare, uma das mais baixas entre os vários países produtores

(GONÇALVES e MARTINS, 1993). A maior parte dos cultivares plantados no

Brasil pertence à espécie Coffea arabica L., cujo produto possui aspecto e

qualidade de bebida superiores àquele do genérico cafeeiro Robusta (Coffea

canephora Pierre), que é explorado em regiões de temperaturas mais elevadas

nos Estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso,

Rondônia, Acre e sul da Bahia. Como as várias outras espécies de café, à exceção

de C. arabica, C. canephora é diplóide (2n = 22 cromossomos) e multiplica-se

exclusivamente por fecundação cruzada (BERTHAUD, 1980; CONAGIN e

MENDES, 1961). Sua auto-incompatibilidade foi determinada como sendo do

tipo gametofítica (BERTHAUD e CHARRIER, 1985; FAZUOLI, 1986),

controlada por um único locus S (LASHERMES et al., 1996a). Diferentemente, a

espécie C. arabica é tetraplóide (2n = 44 cromossomos) e multiplica-se

predominantemente por autofecundação (FAZUOLI, 1986).

Inúmeros são os fatores que contribuem para a extremamente baixa

produtividade brasileira. Dentre aqueles de natureza fitossanitária, destacam-se

as doenças causadas por nematóides, principalmente aqueles do gênero
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Meloidogyne, que têm sido responsáveis por 15% da redução total da nossa

produção de café (CAMPOS et al., 1985). Os danos causados pelos nematóides

do gênero Meloidogyne às raízes incluem, segundo CAMPOS et al. (1985), a

formação de galhas e o fendilhamento e a escamação dos tecidos corticais,

reduzindo, sobremaneira, o volume do sistema radicular. Tal redução promove

franco declínio da parte aérea da planta em decorrência do desfolhamento

precoce, da clorose foliar e da deficiência nutricional, podendo causar-lhe a

morte em situação de estresse, como seca prolongada e frio (CAMPOS e LIMA,

1986). Assim, os prejuízos produzidos pelos nematóides das galhas vão desde a

redução da produção e falta de resposta à adubação até a morte das plantas.

Levantamentos realizados para estudar a presença e a freqüência com

que as espécies de Meloidogyne ocorrem nos cafezais dos principais estados

produtores têm revelado que M. exigua e, principalmente, M. incognita, são as

espécies que mais limitam tanto a implantação como a manutenção da cultura

(CAMPOS et al., 1985; GONÇALVES e MARTINS, 1993; LIMA, 1993). Essa

maior agressividade de M. incognita tem sido atribuída por GONÇALVES e

MARTINS (1993) à sua variação em patogenicidade e à intolerância de nossos

cultivares de café tipo arábica. Quanto à variação em patogenicidade, quatro

raças fisiológicas de M. incognita já foram caracterizadas (TAYLOR e SASSER,

1978), contudo, presume-se que no cafeeiro desenvolvem-se apenas as raças 2 e

3 (FAZUOLI et al., 1982). Embora o parasitismo de M. exigua cause danos ao

cafeeiro, a convivência entre ambos torna-se economicamente viável desde que

ocorra em solos de boa fertilidade e sem deficiência hídrica (GONÇALVES e

MARTINS, 1993).

As principais estratégias utilizadas para o manejo de fitonematóides na

cafeicultura têm sido a adoção de técnicas para evitar a sua disseminação e

contaminação em solos, águas e culturas, e a identificação de germoplasmas de

Coffea L. resistentes a Meloidogyne visando ao seu aproveitamento, a curto

prazo, como porta-enxerto para o cafeeiro arábica e, a longo prazo, como fonte

de resistência a ser transferida para cultivares de Coffea arabica L. É importante

considerar que a erradicação de nematóides é prática impossível em cafezais
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implantados em solos infestados, e que os diversos métodos de controle

utilizados, incluindo-se aí o controle químico, a adubação verde, orgânica e

química e as práticas conservacionistas do solo, atuam apenas no sentido de

reduzir temporariamente a população desses parasitas (CAMPOS et al., 1985;

GONÇALVES e MARTINS, 1993).

A atuação diligente da pesquisa para obtenção de germoplasmas

resistentes às espécies de Meloidogyne identificou fontes de resistência a M.

exigua em C. canephora, C. congensis, C. euglenoides, C. racemosa, C.

dewrevei (CAMPOS et al., 1985) e em progênies de híbridos interespecíficos

naturais e induzidos de C. canephora com C. arabica, como o Híbrido de Timor

(BERTRAND et al., 1995; PEREIRA et al., 1980) e o Icatu (FAZUOLI et al.,

1987), respectivamente. Com relação a M. incognita, os resultados indicam um

número relativamente restrito de espécies de Coffea envolvidas, sendo as

principais C. canephora e C. arabica. Esta última é representada por progênies

etíopes semi-espontâneas, cujas resistências se tornaram conhecidas após

inoculações das plantas com endoparasitas, sem raça definida, provenientes de

solos contaminados de São Paulo (ANZUETO et al., 1993). Quanto à raça 3 de

M. incognita, foram identificadas fontes em progênies de C. canephora

(GONÇALVES et al., 1987; LIMA et al., 1987;1989), C. congensis e Híbridos

de Timor (GONÇALVES et al., 1987) e, em relação à raça 2, em progênies de C.

canephora (MAZZAFERA et al., 1989). Todavia, estas progênies têm sido

observadas segregar para a resistência, o que pode ser atribuído às características

inerentes da espécie C. canephora, como fecundação cruzada e auto-

incompatibilidade, além do que a resistência a M. incognita, nessa espécie, é

aparentemente uma exceção (CARNEIRO, 1993). Assim, com vistas aos

acréscimos da freqüência gênica para a resistência, ciclos de seleção foram e vêm

sendo utilizados em progênies de cultivares de C. canephora. Tal metodologia

contribuiu para o aparecimento, no Instituto Agronômico de Campinas (IAC), do

cultivar Apoatã, que foi originado a partir da introdução C2258 do germoplasma

C. canephora cv. Robusta (BERTRAND et al., 1995; FAZUOLI, 1986).

Atualmente, o cultivar Apoatã, resistente a M. exigua (FAZUOLI, 1986) e às
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raças 2 (MAZZAFERA et al., 1989) e 3 (LIMA et al., 1987; 1989) de M.

incognita, vem sendo recomendado como porta-enxerto para cultivares de C.

arabica em áreas infestadas por M. incognita (CAMPOS, 1997; LIMA et al.,

1989). A mesma segregação para a resistência (FAZUOLI et al., 1983b), para a

produção (FAZUOLI et al., 1987) e para o porte da planta (FAZUOLI et al.,

1984) é encontrada nas progênies originadas da reprodução sexual de híbridos

interespecíficos como o Híbrido de Timor (FAZUOLI et al., 1983a;

GONÇALVES et al., 1987; 1988) e o Icatu (CARNEIRO FILHO et al., 1989;

FAZUOLI et al., 1984; 1987) com cultivares arábicos em trabalhos visando à

transferência dos genes de resistência para a espécie C. arabica. A perda de vigor

dos cafeeiros após quatro a seis produções é também uma constante,

principalmente naquelas progênies derivadas do Híbrido de Timor (FAZUOLI et

al., 1984). Essa dificuldade de obtenção de linhagens homogêneas reside,

principalmente, na instabilidade cromossômica e genética própria dos híbridos

interespecíficos (BOAVENTURA e CRUZ, 1987) e requer, a exemplo do

ocorrido com o cultivar Apoatã, ciclos de seleção para a fixação das

características genéticas desejáveis. Cada ciclo, no caso específico do cafeeiro,

consome aproximadamente 10 anos, desde o plantio da muda até a obtenção dos

dados da sexta produção para a sua análise genética. Assim, as principais

limitações à obtenção de cultivares arábicas portadores de resistência aos

nematóides M. incognita e M. exigua decorrem da auto-incompatibilidade

inerente a uma das principais fontes de resistência, à instabilidade genética e

cromossômica originada da reprodução sexual entre cafeeiros de diferentes séries

euplóides e ao tempo relativamente longo para se completar um ciclo de seleção.

Tais restrições podem, contudo, ser superadas com o emprego de técnicas

biotecnológicas, graças aos avanços ocorridos, durante a última década, nas áreas

de biologia celular e biologia molecular. Essas ferramentas disponíveis aos

programas de melhoramento genético, que incluem transferências de genes de

resistência via transformação plasmídica, absorção direta e integração de DNA

em protoplastos e hibridação somática de protoplastos (MIKI e IYER, 1990),

permitem aumentar a variabilidade genética independentemente da reprodução
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sexual. Além disso, é possível propagar genótipos que são normalmente instáveis

pela reprodução sexual e reduzir o número, bem como a duração, dos ciclos de

seleção requeridos para a obtenção de novos cultivares (GLIMELIUS et al.,

1991).

A transformação parassexual da resistência, via métodos diretos e

indiretos de transferência do DNA, pressupõe a identificação e o isolamento

prévio do(s) gene(s). Contudo, apesar dos esforços intensos para clonagem de

genes de resistência aos nematóides (BALLVORA et al., 1995; GANAL et al.,

1995; KLEIN-LANKHORST et al., 1994), os primeiros resultados positivos

surgiram, recentemente, do trabalho de CAI et al. (1997), com o gene Hs1pro-1,

que confere a resistência ao nematóide Heterodera schachtii (BCN), causador de

cisto em raízes de plantas de Beta vulgaris L. Esses autores verificaram, ainda,

que a expressão do gene ocorre principalmente nas raízes, é aumentada pela

infecção com o endoparasita, confere resistência a uma progênie de beterraba

suscetível após transformação e codifica, para uma proteína de 282 aminoácidos,

que contém imperfeitas repetições ricas em leucina e domínio hidrofóbico de 17

aminoácidos, aparentemente, transmembrana. Embora a resistência aos

nematóides possa ser ampla (FASSULIOTIS, 1987; TRUDGILL, 1991;

WILLIAMSON e HUSSEY, 1996), decorrente de um mesmo gene ou genes

ligados, como em Glycine max, relativamente a Heterodera glycines e

Rotylenchulus reniformis (REBOIS et al., 1970), e em Solanum sparsipilum, com

relação a Meloidogyne incognita, M. arenaria e M. javanica (GOMES et al.,

1983), não existem registros de fontes genéticas comuns de resistência aos

endoparasitas causadores de galhas e cistos. Além disso, a resistência verificada

em diferentes espécies vegetais a M. incognita não é, aparentemente,

condicionada pelo mesmo número de genes. Assim, embora em plantas de

Nicotiana tabacum ocorra apenas um único gene dominante (FASSULIOTIS,

1987), naquelas de Glycine max e de Solanum sparsipalum apresenta-se um gene

maior acrescido de pelo menos um gene modificador (BOQUET et al., 1976) e

dois genes dominantes (GOMES et al., 1983), respectivamente. Todavia, em

plantas de algodão e feijão, acredita-se que a resistência seja determinada por
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dois ou três genes recessivos (FASSULIOTIS, 1987). No caso específico de

Coffea, ANZUETO et al. (1993) verificaram, por meio da análise genética da

geração F2, oriunda do cruzamento entre plantas arábicas de variedades sensíveis

com progênies etíopes resistentes, que a resistência a M. incognita deve-se à

presença de um gene dominante, complementado ou não de um gene

modificador, ou dois genes dominantes complementares dependendo da progênie

etíope utilizada. Em se tratando da resistência ao mesmo endoparasita em linhas

canéforas, os mesmos autores sugeriram, da análise genética de suas

descendências, a presença de genes menores ou modificadores associados,

provavelmente, a um ou mais genes maiores. Conseqüentemente, o

desconhecimento da identidade do(s) gene(s) responsável(eis) pela resistência a

M. incognita em Coffea, aliado a sua(s) provável(is) natureza(s) poligênica(s),

revelam a alternativa hibridação somática, via fusão protoplástica, como

possibilidade ímpar para introgressão parassexual dos genes de resistência

(JONES, 1988; WAARA e GLIMELIUS, 1995) em cultivares de C. arabica.

Além de permitir a combinação completa (GAIKWAD et al., 1996; GROSSER

et al., 1988a, 1988b; MORIKAWA et al. 1987; OHGAWARA et al., 1985;

SATO et al., 1996) ou parcial (FAHLESON et al., 1997; KAO, 1977) de dois

genomas nucleares, a fusão de protoplastos apresenta-se ainda como ferramenta

permissiva à recombinação do DNA citoplasmático entre duas células parentais,

haja vista que, na reprodução sexuada, a herança materna deste genoma é o caso

mais freqüente entre as espécies cultivadas (GLIMELIUS et al., 1991;

PELLETIER, 1991). Em Coffea, a hibridação somática oferece, então,

possibilidades adicionais de obtenção de novas combinações genotípicas não

permitidas pela via sexuada, uma vez que a análise de fragmentos de restrição do

DNA mitocondrial (BERTHOU et al., 1983) e cloroplastídico (BERTHOU et al.,

1983; CORRIVEAU e COLEMAN, 1988; LASHERMES et al., 1996b) de

híbridos interespecíficos Arabusta revelou suas heranças estritamente maternas.

O sucesso final a ser alcançado com a hibridação somática depende de

dois critérios básicos a serem satisfeitos, de acordo com WAARA e

GLIMELIUS (1995): além de seus isolamentos em grandes quantidades, os
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protoplastos devem ser totipotentes, isto é, possuir a habilidade para proliferar e,

finalmente, regenerar plantas. Para tanto, as fontes mais comumente utilizadas

são o mesofilo, axênico ou não, e os calos friáveis cultivados em meio semi-

sólido e, principalmente, líquido (POTRYKUS e SHILLITO, 1986; ROEST e

GILISSEN, 1993). Em Coffea, as tentativas realizadas no sentido de isolar

protoplastos do mesofilo (OROZCO e SCHIEDER, 1984; SÖNDAHL e

MARTINS, 1980) renderam protoplastos em pequenas quantidades, que não

mostraram competência para diferenciação e regeneração de plantas. Todavia, a

totipotência de protoplastos obtidos em grandes quantidades, de diferentes

genótipos de Coffea, tem sido verificada após isolamento dos mesmos a partir da

digestão enzimática de embriões somáticos (SCHOPKE et al., 1987) e de calos

friáveis cultivados em meios semi-sólido (TAHARA et al., 1994) e líquido

(SPIRAL e PETIARD, 1991; ACUÑA e DE PENA, 1991). As suspensões

celulares, quando embriogênicas, são consideradas as fontes ideais para a

produção de protoplastos totipotentes (POTRYKUS e SHILLITO, 1986),

permitindo superar os problemas de baixa reprodutibilidade dos protocolos para

o isolamento, a cultura de protoplastos e a regeneração de plantas (ROEST e

GILISSEN, 1993). Para o estabelecimento de suspensões celulares embriogêni-

cas, faz-se necessária a produção de tecido embriogênico friável cuja indução,

em Coffea, tem variado intra-especificamente (BERTHOULY e MICHAUX-

FERRIERE, 1996; BIEYSSE et al., 1993), principalmente com relação aos

reguladores de crescimento (BIEYSSE et al., 1993; ZAMARRIPA, 1993).

Assim, com vistas à introgressão da resistência canéfora aos nematóides

Meloidogyne incognita e M. exigua em cultivares arábicas pela fusão de

protoplastos, isolados de suspensões celulares embriogênicas, foram testadas

metodologias seqüentes que foram divididas em dois capítulos, a saber:

 I - Embriogênese somática indireta via cultura líquida em Coffea

canephora e C. arabica;

 II - Eletrofusão interespecífica entre protoplastos de Coffea arabica e C.

canephora.
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CAPÍTULO 1

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA INDIRETA VIA CULTURA LÍQUIDA

EM COFFEA CANEPHORA E C. ARABICA

1. INTRODUÇÃO

A embriogênese somática é o processo pelo qual células haplóides ou

somáticas diplóides desenvolvem-se em plantas diferenciadas, pelos estádios

embrionários característicos, sem a fusão de gametas (WILLIAMS e

MAHESWARAN, 1986). Diferentes origens de explantes em Coffea, como

fragmentos caulinares jovens, folhas, cotilédones, endosperma, embrião,

perisperma, antera e óvulo, têm sido testados para a produção de embriões

somáticos (NAKAMURA et al ., 1992). Contudo, este processo de embriogênese

e, posteriormente, a regeneração de plantas, têm sido verificados em seguida à

cultura de fragmentos de entrenós (DUBLIN, 1980; STARITSKY, 1970), folhas

(De PENA, 1983; DUBLIN, 1981; PIERSON et al., 1983; SÖNDAHL e

SHARP, 1977; YASUDA et al., 1985; ZAMARRIPA et al., 1991), folhas

cotiledonares (SÖNDAHL et al., 1985) e protoplastos derivados de embriões

somáticos (SCHOPKE et al ., 1987) ou de suspensões celulares (SPIRAL e

PETIARD, 1991).
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Em explantes foliares, tal via de multiplicação in vitro pode ser direta ou

indireta (DUBLIN, 1981; WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986). Na via direta,

os embriões somáticos surgem de calo apenas cicatricial, sem passar pela fase de

calo indiferenciado. Originam-se, aparentemente, de células embriogênicas pré-

determinadas que requerem apenas um regulador de crescimento ou condições

favoráveis (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986) ou, alternativamente, síntese

de substância indutora ou remoção de substância inibidora (SÖNDAHL et al.,

1985) para a liberação da atividade mitótica e expressão da embriogênese. No

sistema café, tal embriogênese somática direta, sem formação prévia de calos

visíveis, é desencadeada por meios ricos em citocininas e desprovidos de auxinas

(DUBLIN, 1981; HATANAKA et al., 1995).

Na embriogênese somática indireta os embriões surgem de calos

primários não diferenciados, que são formações de coloração marrom, globulares

e mais ou menos compactas situadas nos bordos dos explantes, ou de calos

secundários de segunda geração, que são muito embriogênicos (DUBLIN, 1981;

1984). Enquanto os calos primários, com até 20 embriões por explante,

correspondem aos calos-LFSE, os calos secundários, de estruturas granulosa e

friável e de coloração amarelo-creme, correspondem aos calos-HFSE de

SÖNDAHL e SHARP (1977; 1979). Esses calos secundários embriogênicos

friáveis originam cerca de 100 a 300 embriões por explante cultivado em meio

semi-sólido (SÖNDAHL e SHARP, 1977). Todavia, em cultura líquida, podem

produzir cerca de 12.400 embriões g-1 MF de agregados celulares (NORIEGA e

SÖNDAHL, 1993; Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996). Em se tratando de

genótipos canéforas, esse rendimento tem variado de 120.000 (Van BOXTEL e

BERTHOULY, 1996) a 400.000 (ZAMARRIPA et al., 1991) embriões g-1 MF de

biomassa. Além de permitirem rápida multiplicação em grande escala de

genótipos, quer sejam provenientes de cruzamentos interespecíficos, de espécies

alógamas ou de mutações conferindo melhor desempenho, as culturas celulares

líquidas constituem, ainda, um sistema ideal para o estudo do processo de

desenvolvimento vegetal associado à embriogênese somática (FUJIMURA e

KOMAMINE, 1980). Adicionalmente, funcionam de maneira útil na seleção de
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grupos de células exibindo resistência ou tolerância relativa aos estresses

(KOCHBA et al., 1982) e como única fonte de protoplastos capazes de regenerar

embriões somáticos e plântulas em gramíneas (KARLSSON e VASIL, 1986).

Relativamente ao café, desde os primeiros estudos de SÖNDAHL et al. (1980),

somente SCHOPKE et al. (1987), SPIRAL e PETIARD (1991), ACUÑA e De

PENA (1991) e TAHARA et al . (1994) reportaram a regeneração de plantas a

partir de protoplastos. À exceção de SCHOPKE et al. (1987) e TAHARA et al.

(1994), cuja fonte de protoplastos foram embriões somáticos e calos

embriogênicos, respectivamente, os demais autores utilizaram suspensões

celulares.

Ao contrário da embriogênese somática direta, a indireta, que requer a

redeterminação de células diferenciadas, a proliferação de calos e a indução de

células embriogênicas determinadas, depende da ação de reguladores de

crescimento, não só para a retomada da atividade mitótica mas também para a

determinação do estado embriogênico (SÖNDAHL et al., 1985; WILLIAMS e

MAHESWARAN, 1986). Nesse aspecto, duas estratégias têm sido geralmente

utilizadas para a obtenção de tecido embriogênico em Coffea: a primeira,

unifásica, envolve o cultivo de explantes sobre um único meio, que pode conter

como regulador de crescimento apenas citocinina (YASUDA et al., 1985) ou a

ação combinada de auxina e citocinina (PIERSON et al ., 1983). A segunda

estratégia, bifásica, utiliza o cultivo de explantes sobre um meio primário, tido

como de indução, seguido da transferência dos explantes para um meio

secundário, tido como de diferenciação (DUBLIN, 1984) ou de condicionamento

(SÖNDAHL et al., 1985), que difere do primeiro por possuir menor razão

auxina/citocinina (NORIEGA e SÖNDAHL, 1993; SÖNDAHL et al., 1985;

ZAMARRIPA et al., 1991). Para ambas as espécies C. arabica e C. canephora,

tecido embriogênico friável tem sido, também, isolado a partir desses dois tipos

de cultivo de explantes foliares, em meio semi-sólido. Enquanto no unifásico o

regulador de crescimento empregado é apenas a citocinina BAP (DUCOS,

comunicação pessoal∗ , YASUDA et al., 1985), no cultivo bifásico a reação

                                                                
∗  Jean Paul DUCOS - Centre de Recherche Nestlé, Tours, France.
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calogênica primária inicia-se com a ação combinada de auxina/citocinina no

meio de indução. No meio de condicionamento, a razão auxina/citocinina é

reduzida (BERTHOULY e MICHAUX-FERRIERE, 1996; NORIEGA e

SÖNDAHL, 1993; Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996) ou substituída por

apenas citocinina (DUBLIN, 1981; ZAMARRIPA et al., 1991). Em se tratando

de suspensões celulares, o tecido embriogênico friável, uma vez isolado, é

mantido em meio líquido em estado indiferenciado até o momento da

diferenciação em embriões, o que se verifica, geralmente, com a redução da

densidade celular associada à remoção e ao aumento da concentração de auxina e

citocinina, respectivamente, no meio líquido de indução (NORIEGA e

SÖNDAHL, 1993; Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996; ZAMARRIPA, 1993).

Para ambas as etapas de isolamento e de diferenciação de tecido friável, tem-se

verificado que a competência para a embriogênese somática, além de variar

intraespecificamente (BERTHOULY e MICHAUX-FERRIERE, 1996;

BIEYSSE et al., 1993; MICHAUX-FERRIERE et al., 1989; Van BOXTEL e

BERTHOULY, 1996), é maior em C. canephora relativamente a C. arabica

(Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996; ZAMARRIPA, 1993). Esses resultados,

associados ao fato de que diferentes composições de meio, no que se refere aos

reguladores de crescimento (BIEYSSE et al., 1993; ZAMARRIPA, 1993) e ao

agente gelificante (BIEYSSE et al., 1993), combinadas com diferentes estados

fisiológicos do desenvolvimento (BIEYSSE et al., 1993) e estádios de maturação

do explante (BERTHOULY e MICHAUX-FERRIERE, 1996), alteram a

recalcitrância à embriogênese somática, sugerem que uma maior expressão da

competência de um determinado genótipo para esta via de propagação pode

requerer condições experimentais particulares.

A modulação hormonal da indução de tecido embriogênico friável tem

sido, também, observada variar entre e dentro das classes. Assim, embora a

embriogênese somática em Citrus, a partir de nucelo, seja hormônio-autotrófica

(GAVISH et al., 1991), aquela verificada para as espécies monocotiledôneas

Pennisetum americana (VASIL e VASIL, 1982), Zea mays (VASIL et al., 1984;

VASIL e VASIL, 1986) e Triticum aestivum (RAJYALAKSHMI et al., 1991)
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requerem a adição exógena de 2,4-D num processo de indução/diferenciação

bifásico. Diferentemente, as dicotiledôneas Daucus carota (FUJIMURA e

KOMAMINE, 1980; TSUKAHARA e KOMAMINE, 1997), Theobroma cacao

(ALEMANNO et al., 1996) e Hevea brasiliensis (ETIENNE et al., 1991) além da

auxina 2,4-D, requerem, ainda, a ação exógena de citocinina em uma das fases do

processo de indução/diferenciação.

Diante desses fatos, objetivou-se, neste trabalho, o estabelecimento de

culturas celulares líquidas de quatro genótipos de C. arabica e um de C.

canephora, que apresenta resistência aos nematóides Meloidogyne exigua e M.

incognita, a fim de multiplicar em grande escala esses genótipos, obter

protoplastos de boa qualidade para experimentação posterior de hibridação

interespecífica assexuada e estudar a variação somaclonal dos produtos oriundos

da embriogênese somática.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas como fontes de explantes foliares plantas mantidas em

casa de vegetação e partes aéreas micropropagadas das espécies Coffea

canephora e C. arabica. O genótipo canéfora foi o cultivar Apoatã IAC

LC 2258, resultante da introdução C 2258 do cultivar Robusta após ciclos de

seleção conduzidos no Instituto Agronômico de Campinas, para a resistência a

Meloidogyne exigua (FAZUOLI, 1986) e às raças 2 (MAZZAFERA et al., 1989)

e 3 (LIMA et al., 1987; 1989) de M. incognita. Os arábicas testados, mantidos no

CRN, foram o diplóide DH3, descendente partenogenético espontâneo de

linhagem etíope, e os tetraplóides Catimor (CRN 8661), Catuaí Vermelho (CRN

5267) e Catuaí Amarelo (CRN 5268).

2.2. Obtenção dos explantes foliares

Folhas jovens completamente expandidas, de ramos ortotrópicos

(canéfora Apoatã) e plagiotrópicos (arábicas), após serem lavadas em água

corrente, foram imersas em solução de hipoclorito de cálcio a 5% com o agente

molhante Henkel a 0,04% contida em recipientes plásticos de volume de 500 mL.
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Em seguida à desinfecção durante 20 min, sob agitação moderada, as folhas

foram lavadas três vezes com água bidestilada e autoclavada. Esta última etapa e

as seguintes, até a vedação das placas de Petri com parafilme, foram conduzidas

em câmaras de fluxo de ar laminar. Folhas provenientes de partes aéreas

micropropagadas não requereram desinfecção. Após eliminação da nervura

principal, das extremidades laterais, apicais e basais das folhas doadoras de

explantes, fragmentos nas dimensões de 7 x 7 mm foram obtidos, aproximada-

mente, e então distribuídos, com o lado adaxial em contato com a superfície de

10 mL do meio semi-sólido contidos em placas de Petri de poliestireno cristal de

Ø 55 mm estéreis. Cada placa recebeu, inicialmente, cinco explantes, que foram

repetidos um mínimo de cinco e um máximo de vinte vezes, conforme o ensaio.

As placas de Petri contendo os explantes foram mantidas em sala de crescimento

nas condições de obscuridade e de temperatura de 25 ± 1 ºC.

2.3. Meios indutores

Os procedimentos experimentais utilizados a fim de obter calos

embriogênicos friáveis para o estabelecimento de culturas celulares líquidas,

necessárias à embriogênese somática indireta em grande escala, foram

empreendidos em duas etapas que reuniram o uso de dois ou mais diferentes

meios, em sucessão, ou o uso de um único meio contendo, geralmente, apenas

citocinina como regulador de crescimento. Na primeira etapa, foram utilizados

meios M1 a M3, M6 e M7 (Quadro 1), comumente empregados no CRN para a

embriogênese somática indireta em genótipos canéforas. Na segunda etapa, foi

mantida constante a maioria dos componentes dos meios utilizados para induzir

calogênese em Coffea, sendo permitida a variação dos componentes regulador de

crescimento e macronutrientes que são, aparentemente, os fatores do meio que

mais influenciam a resposta calogênica (A1 a A4 e B1 a B6).

A primeira repicagem com substituição ou não do meio primário ocorreu

aos  30  dias  da indução, e as subseqüentes, a intervalos variando de 30 a 90 dias



15



16

entre si, dependendo da taxa de crescimento do calo. A primeira repicagem

reduziu a dois o número de explantes por placa de Petri.

A reatividade dos explantes era avaliada à época da repicagem ou no

máximo de dois em dois meses, quando eram contados os tipos diferentes de

calos e fazia-se a remoção dos embriões somáticos por ventura existentes no

estádio torpedo ou mais desenvolvido.

2.4. Estabelecimento e manutenção das culturas celulares

Os calos embriogênicos friáveis obtidos foram cultivados em meios

líquidos, que correspondiam àqueles semi-sólidos de suas origens sem o agente

gelificante, contidos em Erlenmeyers fechados com rolhas de celulose recobertas

com papel-alumínio. O conjunto era deixado sobre agitador com movimento

giratório excentrado a 110 rpm e sujeito a um fotoperíodo de 12 h e irradiância

de 5 µmol m-2 s-1. A densidade inicial de biomassa (agregados celulares) foi

mantida em 10 g L-1 de meio (ZAMARRIPA, 1993), e o estabelecimento

envolveu uma sucessão de Erlenmeyers de volumes crescentes: 25, 50, 100 e 250

mL, que continham respectivamente 5, 10, 25 e 50 ou 100 mL de meio líquido. A

transferência da biomassa, com renovação do meio líquido, para Erlenmeyer de

volume imediatamente superior na série, ocorria a intervalos de 14 ou 21 dias

dependendo de sua taxa de crescimento. Uma vez estabelecidas, as suspensões

celulares eram subculturadas em 100 mL de meio contidos em Erlenmeyers de

250 mL, a intervalos de 14 dias.

2.5. Indução da embriogênese

Para a diferenciação de agregados celulares a embriões, foi utilizada a

biomassa recuperada em filtro de náilon com poros de φ de 100 µm autoclavado,

de suspensões celulares em fase de multiplicação, que foi transferida para os

meios líquidos M3, M2 e, ou, M2m (M2-YAS+MS; Tabela 1; DUCOS,
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comunicação pessoal∗), na densidade de 1 g L-1. Após 21 dias, procedia-se à

subcultura, na mesma densidade, em seguida à recuperação dos agregados

celulares com φ superior a 100 µm e pesagem da sua MF. Aos 15 e 30 dias desta

última repicagem, renovou-se o meio líquido após decantação da biomassa,

seguida da vertedura do meio líquido velho. Cerca de nove semanas do início,

aproximadamente, era recuperada a biomassa com embriões em filtros de náilon

de φ de 100 µm autoclavados, e era obtido o peso da sua MF. Em seguida, eram

efetuadas contagens de embriões em três amostras, por Erlenmeyer, de 10-1 g de

biomassa imobilizada em meio semi-sólido, contendo macro-MS meia-força e

GelriteTM 0,3%.

2.6. Desenvolvimento dos embriões

Os embriões somáticos, independentemente da origem, embriogênese

direta ou indireta, eram semeados em número de dez em placas de Petri

Ø 55 mm, contendo 10 ml do meio semi-sólido M4 (ZAMARRIPA et al., 1991)

constituído de macro e micro-MS, ambos ½ força, Na2EDTA 18,65 mg L-1,

FeSO4.7H2O 13,9 mg L-1, mio-inositol 100 mg L-1, ácido nicotínico 1 mg L-1,

piridoxina-HCl 1 mg L-1, tiamina-HCl 1 mg L-1, biotina 10-2 mg L-1, pantotenato

de cálcio 1 mg L-1, BAP 1 µM, sacarose 10 g L-1 e GelriteTM 3 g L-1, cujo pH era

ajustado a 5,6 anteriormente à autoclavagem. Após quatro semanas de cultura, os

embriões com as folhas cotiledonares eram transferidos para o mesmo meio

anterior desprovido de BAP (M5, ZAMARRIPA et al., 1991). Uma vez surgido o

primeiro par de folhas, as plântulas eram transferidas para o meio de cultivo de

microestacas M6m, de composição semelhante ao meio M6 (Quadro  1)

suplementado com sacarose 40 g L-1 e BAP 1,3 µM.

                                                                
∗  Jean Paul DUCOS - Centre de Recherche Nestlé, Tours, France.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1. Calogênese em genótipo canéfora

Aos trinta dias de indução de explantes foliares do canéfora Apoatã à

calogênese, observou-se que os meios de cultura que continham como regulador

de crescimento apenas citocinina, M2 e M3, induziram as maiores freqüências de

calos diferentes do cicatricial (Figuras 1(A) e 2(A)). Aos sessenta dias, contudo,

a totalidade dos explantes foliares reagiu, verificando-se, de maneira geral, uma

superioridade de calos primários nodulares (CPN’s) relativamente aos calos

primários mistos (CPM’s) (Figura 1(B)). Em cerca de 30% dos explantes

induzidos com o meio M2, foi observada, nas regiões de excisão desprovidas de

calos primários, a presença de embrióides, o que caracterizou a competência

desse genótipo para a embriogênese somática direta, à semelhança dos resultados

de RAMOS et al. (1993) com o mesmo genótipo, de DUBLIN (1981), com

Arabusta, e de HATANAKA et al. (1991, 1995) com outros canéforas. O efeito

inibidor de auxinas sobre a embriogênese somática direta induzida com

citocininas, em Coffea, tem sido observado (DUBLIN, 1981; HATANAKA et

al., 1995).
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Figura 1 - Caracterização temporal (A=30, B=60 e C=240 dias pós-indução) da
reação calogênica de explantes foliares do canéfora Apoatã
submetidos a diferentes seqüências de meios de indução. Cada
seqüência foi representada por dois explantes repetidos cinco vezes
(   calo cicatricial,    calo primário nodular,    calo primário misto,
.....calo embriogênico,     calo embriogênico friável,      calo friável).
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Figura 2 - Reação calogênica induzida em explantes foliares de genótipos de
Coffea: A, calo cicatricial e calo primário apenas nodular em Catimor
aos 35 dias; B, calo primário misto em Catuaí Vermelho aos 60 dias;
C, calo embriogênico friável em Apoatã aos 180 dias; D, calo
embriogênico tipo LFSE em Apoatã aos 150 dias; E, calo
embriogênico tipo HFSE em Apoatã aos 150 dias com embriões
globular e torpedo; e F, calo embriogênico tipo HFSE em Apoatã aos
180 dias com embriões globular e cotiledonar.

A B

C D

E F
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Os CPN’s citados anteriormente referem-se às formações globulares

compactas surgidas em parte ou, menos freqüentemente, na totalidade dos bordos

dos explantes (Figura 2(A)). Aqueles CPM’s, além da reação globular mais ou

menos compacta dos CPN’s, apresentavam, também, formações amorfas de

células alongadas moles ao tato, com aspecto de algodão, e que se caracterizavam

por crescimento visivelmente mais rápido (Figura 2(B)). Todavia, a coloração de

ambos os tipos de calos primários era inicialmente branca ou creme-clara,

tornando-se marrom após quatro a sete semanas de seus aparecimentos. Essa

coloração marrom, que se revelou geralmente mais cedo em calos de explantes

cultivados com 2,4-D, tem sido atribuída à presença de quinonas, produtos da

oxidação de ácidos fenólicos (LOOMIS e BATTAILE, 1966; MONACO et al.,

1977). Concentrações celulares elevadas de compostos fenólicos, tais como os

ácidos clorogênico, cafeico, ferúlico, p-coumárico e trans-cinâmico, são

características de Coffea (SÖNDAHL e SHARP, 1977). Quanto à origem, os

calos primários têm sido associados às células perivasculares (BERTHOULY e

MICHAUX-FERRIERE, 1996; BIEYSSE et al., 1993; MICHAUX-FERRIERE

et al., 1989; 1987) e às do parênquima lacunoso (PIERSON et al., 1983;

SÖNDAHL et al., 1979) do mesofilo. De acordo com BERTHOULY e

MICHAUX-FERRIERE (1996) e SÖNDAHL et al. (1985), as células

mesofílicas, ao retomarem a divisão celular, originam os calos primários, que

podem conter duas distintas populações de células, uma consistindo de células

alongadas e vacuolizadas e a outra de pequenas células cilíndricas com

citoplasma denso, as células embriogênicas. Ao final da cultura primária, essas

células embriogênicas perdem suas características ao tornarem-se vacuolizadas.

Após a subcultura em meio secundário, um processo de desdiferenciação origina

regiões localizadas de células embriogênicas sobre o calo primário. Essas células

friáveis são capazes de se dividir em novas células embriogênicas ou se

diferenciar em embriões globulares. Ambos os tipos de células, alongadas e

esféricas, foram também observadas por VASIL e VASIL (1982) e FUJIMURA

e KOMAMINE (1980) em suspensões celulares de milheto e cenoura,

respectivamente. Estes últimos autores verificaram, por observações
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microscópicas seriadas, que embriões se formaram somente de células esféricas e

densas em citoplasma, não daquelas alongadas e vacuolizadas.

Coerentemente, seis meses após as últimas observações, foram

verificados calos embriogênicos, calos embriogênicos friáveis e calos friáveis

principalmente para as seqüências iniciadas com os meios M3 e M2 (Figura

1(C)). Para aquelas seqüências iniciadas com o meio de cultura M1, foi

verificada a produção de calos embriogênicos friáveis em seguida à repicagem

dos calos primários para meios de diferenciação contendo BAP, principalmente

quando esta se realizou aos 60 dias de indução. Resultados semelhantes foram

observados por ZAMARRIPA et al. (1991) cinco meses após submeterem

explantes foliares de plantas micropropagadas do genótipo canéfora R2 (origem

CIRAD) às mesmas condições experimentais. Além da causa variabilidade

genética, o menor tempo verificado por esses autores para a obtenção de calos

embriogênicos friáveis pode ser explicado pelo declínio da competência para a

organogênese com a maturação (HUANG et al., 1990), haja vista que folhas de

plantas micropropagadas são consideradas mais juvenis que folhas de plantas em

casa de vegetação (NOZERAN, 1978). A variabilidade genotípica envolvendo a

capacidade embriogênica tem sido documentada, podendo-se encontrá-la entre

variedades de Medicago sativa (FUENTES et al., 1993), entre genótipos de

diferentes grupos de origem de cacau (ALEMANNO et al., 1996), entre

variedades e genótipos (BIEYSSE et al., 1993; SÖNDAHL e SHARP, 1979;

VAN BOXTEL e BERTHOULY, 1996) e clones (BERTHOULY e MICHAUX-

FERRIERE, 1996; RAMOS et al., 1993) de café.

Os calos embriogênicos referidos acima são calos primários contendo até

20 embriões somáticos por explante. Quando esses calos apresentam agregados

celulares granulosos, de aproximadamente 1mm de diâmetro, facilmente

destacáveis e de coloração amarelo-creme, são então caracterizados como calos

embriogênicos friáveis (Figura 2(C)). Tais agregados celulares granulosos,

adequados ao estabelecimento de suspensões celulares, podem originar embriões

somáticos numa freqüência tão elevada quanto 400.000 g-1 MF. Os calos

embriogênicos e embriogênicos friáveis correspondem, respectivamente, aos
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calos LFSE (Figura 2(D)) e HFSE (Figuras 2(E) e 2(F)) de SÖNDAHL e SHARP

(1977; 1979). Aqueles calos embriogênicos friáveis desprovidos de embriões são

os calos friáveis.

A repicagem dos calos primários iniciados no meio de cultura M3

(22 µM BAP), para outros meios como B4 (5 µM BAP), B5 (1,5 µM BAP) e B6

(1,5 µM BAP + 0,15 µM 2,4-D), promoveu o aparecimento de calos friáveis.

Levando-se em conta apenas o componente regulador de crescimento nos meios

M3, B4 e B5, pode-se, aparentemente, verificar uma proporcionalidade direta

entre a freqüência de calos embriogênicos e a concentração da citocinina.

Todavia, com relação à friabilidade dos calos, essa associação entre a freqüência

e a concentração de BAP foi inversa, sugerindo, de acordo com BERTHOULY e

MICHAUX-FERRIERE (1996), que BAP acima de 1,5 µM favorece mais a

diferenciação das células embriogênicas que a sua multiplicação, possivelmente

por alterar a polaridade e o plano de divisão da célula (WILLIAMS e

MAHESWARAN, 1986). A adição de 2,4-D 0,15 µM aumentou em cerca de

20% a freqüência de calos friáveis, em detrimento daqueles embriogênicos

friáveis, o que está de acordo com BERTHOULY e MICHAUX-FERRIERE

(1996), que verificaram inibição à produção de embriões globulares na presença

de 2,4-D. Reação diferente foi observada para as seqüências cujo meio de

iniciação foi o M2, em que a repicagem causou aumento na freqüência de calos

apenas embriogênicos e apenas friáveis, em detrimento dos calos embriogênicos

friáveis. Estes resultados consubstanciam a embriogênese somática indireta em

genótipos canéforas sem o estímulo exógeno de auxina, como já verificado por

DUCOS (comunicação pessoal*).

Mantendo-se constantes os vários componentes do meio de cultura como

os macro e micronutrientes, vitaminas etc., e variando-se apenas o balanço e a

concentração dos reguladores de crescimento auxina (2,4-D) e citocinina (KIN e

BAP) nos meios A1, A2, A3 e A4, foi possível reconfirmar, na ausência de

auxina exógena, a embriogênese somática e a produção de calos friáveis em

explantes foliares do canéfora Apoatã (Figura 3).

                                                                
* Jean Paul DUCOS - Centre de Recherche Nestlé, Tours, France.
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Figura 3 - Reação calogênica aos sete meses de indução de explantes foliares do
canéfora Apoatã a diferentes seqüências de meios de cultura. Cada
seqüência  foi  representada  por  dois  explantes repetidos cinco vezes
(     calo primário nodular,     calo primário misto,     calo embriogêni-
co,       calo embriogênico friável,      calo friável).
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Independentemente da(s) época(s) e do(s) regulador(es) de crescimento

utilizado(s) na(s) repicagem(ns), a razão 2,4-D/KIN 5 (A3), no meio primário,

não promoveu o aparecimento de calos embriogênicos ou friáveis, como sugerido

por SÖNDAHL e SHARP (1979) para C. canephora cv. Conilon. Em contraste,

as razões 2,4-D/KIN 1/5 e 1, respectivamente meios A1 e A2, quando

substituídas por BAP na primeira repicagem aos 30 dias de indução, resultaram

na produção de calos apenas embriogênicos e, ou, apenas friáveis. Todavia, suas

freqüências foram sempre menores que aquelas verificadas na ausência de

auxina, condição esta que promoveu, também, o aparecimento de calos

embriogênicos friáveis. Semelhante indução de calos HFSE foi verificada com

outras razões  2,4-D/citocinina  próximas  a  1/5, como aquelas alcançadas com

2,4-D 2,3 µM + AIB 5 µM/2-iP 9,8 µM (BERTHOULY e MICHAUX-

FERRIERE, 1996; Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996) e 2,4-D 1,4 µM/KIN

7 µM (ZAMARRIPA et al., 1991) que foram sucedidas, respectivamente, por

2,4-D 4,5 µM + BAP 17,8 µM e BAP 4,4 µM, no meio secundário. Verifica-se,

portanto, que a competência para a embriogênese somática indireta via HFSE,

em C. canephora, apresenta certa plasticidade relativamente aos reguladores de

crescimento auxina e citocinina e suas concentrações. Considerando-se ainda a

modulação dessa competência por componentes do meio, a Figura 4 revela que o

agente gelificante GelriteTM foi mais eficiente que ágar para induzir reações

embriogênicas e embriogênicas friáveis, principalmente aos quatro e cinco meses

de indução, em explantes foliares de partes aéreas de Apoatã micropropagadas.

Resultados semelhantes foram verificados por GARCIA e MENENDEZ (1987)

com embrióides de Catimor, por BIEYSSE et al. (1993), que conseguiram obter

embrióides em calos de um genótipo recalcitrante à embriogênese somática

somente quando associaram GelriteTM com explantes foliares de plantas

micropropagadas, e por ICHI et al. (1986), com relação ao crescimento de calos

de fumo e à propagação de microestacas de alface e de pepino. De acordo com os

últimos autores, a maior eficiência do GelriteTM pode estar relacionada à presença

de substâncias inibitórias ao crescimento celular no ágar ou, alternativamente, à

presença  de substâncias, no GelriteTM, cujo estímulo ao crescimento pode ou não
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Figura 4 - Caracterização temporal da reação calogênica de explantes foliares do
canéfora Apoatã no meio de cultura M2, tendo como agente
gelificante ágar ou GelriteTM. Cada tratamento foi testado com 50
explantes removidos de partes aéreas micropropagadas (   calo cica-
tricial,    calo primário nodular,    calo embriogênico,    calo embrio-
gênico friável).
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HFSE, em dois genótipos canéforas, coincidia com os estádio de floração e de

frutos chumbinhos.

3.2. Calogênese em genótipos arábicas

3.2.1. Diplóide DH3

Após três meses do início da indução de explantes foliares do arábica

diplóide DH3, com três meios diferentes de cultura (M6, M3 e M2) contendo

como regulador de crescimento apenas a citocinina BAP, e dois meses da

primeira repicagem, quando foram introduzidos os meios A4 e B4, verificou-se

que as maiores freqüências de explantes com apenas calo cicatricial ocorreram

para as seqüências iniciadas com o meio M3, que contém a maior concentração

de BAP (22 µM) (Figura 5). Para todas as combinações de meios, entretanto, os

CPN’s foram praticamente a única reação calogênica diferente daquela

cicatricial. Quatro meses após essas observações, intervalo de tempo no qual

foram feitas duas repicagens com a introdução na primeira delas dos meios B5 e

B6, foi verificada, para as seqüências M2, M2B4B4B4, M2A4A4A4,

M3M2M2M2 e M3B4B4B4, a formação de calos embriogênicos em freqüência

de cerca de 10% (dados não apresentados). Estes resultados sugerem que a

competência embriogênica expressa com apenas citocinina não é afetada pela

variação da concentração dos macro-MS, embora o seja pela concentração de BAP.

Ao serem fixados os demais componentes do meio de cultura,

permitindo-se variar apenas o balanço e a concentração dos reguladores de

crescimento 2,4-D, KIN e BAP em associação à concentração dos macro-MS,

força total e meia-força, foi possível constatar que a embriogênese somática neste

diplóide pode ocorrer aos seis meses do início da indução, tanto na presença

quanto na ausência de auxina (Figura 6). Todavia, a produção de calos friáveis

para o estabelecimento de suspensões celulares somente foi possível quando a

auxina 2,4-D foi adicionada ao meio primário.
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Figura 5 - Reação calogênica aos três e dois meses de indução e da primeira
repicagem, respectivamente, de explantes foliares do arábica diplóide
DH3 submetidos a diferentes seqüências de meios de indução. Cada
seqüência foi representada por quatro explantes repetidos cinco
vezes (   calo cicatricial,    calo primário nodular,     calo embrio-
gênico).
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Figura 6 - Reação calogênica aos seis meses de indução de explantes foliares do
diplóide arábico DH3 submetidos a diferentes razões dos reguladores
de crescimento 2,4-D, KIN e BAP, combinadas com macro-MS força
original e meia-força. Cada seqüência foi representada  por  dois
explantes  repetidos cinco vezes (    calo cicatricial,       calo primário
nodular,     calo primário misto,     calo embriogênico, .....calo embrio-
gênico friável,      calo friável).
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Quando os macro-MS foram supridos em sua força total, grupo A, a

produção de calos friáveis ocorreu quando a razão 2,4-D/KIN no meio primário

foi 1/5 ou 1, associada a uma repicagem para um segundo meio sem auxina.

Contudo, com a diluição dessa concentração de macro-MS à metade, calos

friáveis foram observados para as razões 2,4-D/KIN 1 e 5 sem necessidade de

repicagem para um segundo meio diferente do inicial. Diferentemente da

resposta observada na Figura 5, a concentração dos macro-MS afetou a

reatividade embriogênica dos explantes quando estes foram induzidos com

apenas citocinina.

O estudo temporal da reação calogênica de explantes foliares DH3,

removidos de partes aéreas micropropagadas, revelou que, aos três meses da

indução, praticamente 100% dos explantes eram embriogênicos, e que cerca de

35% deles eram também friáveis (Figura 7). A diminuição da razão 2,4-D/KIN

de 5 para 1, aos quatro meses do início da indução, aumentou a freqüência de

calos friáveis em cerca de 20% quatro meses mais tarde. Esses resultados e

aqueles da Figura 6 confirmam a modulação da reatividade calogênica, em seus

aspectos qualitativos e quantitativos, pelo estado fisiológico do desenvolvimento

verificado com o genótipo canéfora Apoatã, neste trabalho, e com outros

genótipos arábicas (BIEYSSE et al., 1993).

3.2.2. Catimor

Explantes foliares do genótipo Catimor (Caturra x Híbrido de Timor), ao

serem submetidos a diferentes associações de meios de indução à calogênese,

que possuíam como reguladores de crescimento 2,4-D e KIN 18 µM (M7),

BAP 4,4 µM (M2), 5 µM (M6, A4 e B4) e 22 µM (M3), exibiram, aos oito meses

de indução, reação cicatricial em freqüência de cerca de 20%, apenas quando não

foi utilizada auxina no meio de cultura (Figura 8). Na sua presença prevaleceram,

de maneira geral, os CPM’s. A repicagem para um segundo meio, contendo

BAP 5 µM ao invés de 2,4-D e KIN, associado a macro-MS meia-força, resultou

na  produção  de  calo  friável  em  freqüência de 20%, aproximadamente. Para os
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Figura 7 - Caracterização temporal da reação calogênica de 100 explantes
foliares de partes aéreas micropropagadas do arábica diplóide DH3,

no meio primário de indução B3, repicados aos quatro meses do
início sobre B3 e B2 (    calo primário nodular,     calo primário
misto,      calo embriogênico,     calo embriogênico friável,      calo
friável).

explantes foliares induzidos primariamente com apenas a citocinina BAP, foram

verificados também, além da predominância dos CPN’s, calos embriogênicos,

principalmente quando a concentração de BAP foi diminuída de 22 µM, no meio

primário, a 5 µM, no meio secundário. Esta condição, combinada com macro-MS

meia-força, produziu cerca de 40% de calos embriogênicos friáveis. Quando

foram fixados todos os demais componentes do meio, à exceção do regulador de

crescimento e de macro-MS, como já experimentado para os genótipos Apoatã e

DH3, verificou-se, aos seis meses de indução, que a associação auxina-citocinina

no meio primário promoveu apenas o aparecimento de CPM’s (dados não

apresentados). Todavia, quando os explantes foram cultivados em meio no qual o

regulador de crescimento foi unicamente a citocinina BAP, prevaleceram CPN’s

e, em menor freqüência, calos embriogênicos, cuja reação foi mais favorável com

macro-MS meia-força (Figura 9). As maiores freqüências de calos embriogênicos

e friáveis verificadas em resposta a apenas citocinina, como regulador de

crescimento no meio, são contrárias à assertiva de SÖNDAHL e SHARP (1977)

de  que a ação combinada de auxina-citocinina, principalmente no meio primário,
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Figura 8 - Reação calogênica aos oito meses da indução de explantes foliares do
arábica Catimor submetidos a diferentes seqüências de meios de
cultura representados,  no  mínimo, por  dois  explantes  repetidos
cinco vezes  (     calo  cicatricial,     calo  primário nodular,     calo
primário misto,       calo  embriogênico,     calo  embriogênico friável,
.....calo friável.)
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Figura 9 - Reação calogênica aos seis meses de indução de explantes foliares do
arábica Catimor a diferentes seqüências de meios de cultura. Cada
seqüência foi representada por dois explantes repetidos cinco vezes
(.....calo primário,       calo embriogênico).

é essencial à obtenção de calos HFSE no sistema Coffea, o que foi

posteriormente corroborado por GARCIA e MENENDEZ (1987) com explantes

foliares de Catimor. Estes últimos autores verificaram que a ação combinada de

2,4-D + KIN ou BAP, no meio primário, seguida de sua substituição por ANA +

KIN, no meio secundário de diferenciação, resultaram numa produção quase nula

de calos embriogênicos quando 2,4-D esteve ausente no meio primário.

Observaram, ainda, que a associação 2,4-D + BAP, relativamente à 2,4-D + KIN,

induziu mais calos embriogênicos, e que BAP 18 µM promoveu embriogênese

direta em muito baixa freqüência. Em evidente contraste com essa dependência

auxínica, APONTE ACUÑA (1993), ao avaliar a reatividade calogênica de dois

genótipos Catimor em resposta à indução com citocininas, verificou, em

explantes foliares de ambos os genótipos, que o meio contendo 2iP 5 µM foi

mais eficiente para a produção de tecido embriogênico friável que o meio com

BAP 4,4 µM, à semelhança dos resultados de HATANAKA et al. (1991) em

C. canephora.
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Ao submeterem-se explantes foliares de partes aéreas micropropagadas ao

meio M3 (BAP 22 µM), foi verificado, aos trinta dias de indução, predomínio de

CPN’s e embriogênese direta em cerca de 8% dos calos (Figura 10). Aos três

meses de indução, 54% dos explantes apresentavam calo embriogênico. Cinco

meses mais tarde, embora essa freqüência tenha permanecido praticamente

inalterada, verificou-se a presença de calo embriogênico friável em

aproximadamente 3% dos explantes. Tal freqüência poderia, contudo, ter sido

maior em resposta às diminuições das concentrações de BAP e de macro-MS, no

meio de cultura, aos 30 dias de indução, como sugerido pelos resultados da

Figura 7, ou desde o início. Neste aspecto, BIEYSSE et al. (1993) verificaram

que a recalcitrância à embriogênese no progenitor arábica Caturra do híbrido

interespecífico Catimor, em resposta aos meios de DUBLIN (1981), de

PIERSON et al. (1983) e de YASUDA et al. (1985), todos com gelose, foi

eliminada com o meio de YASUDA et al. (1985) contendo GelriteTM,

principalmente quando os explantes foliares eram originados de partes aéreas

micropropagadas. Os meios referidos acima contém os respectivos reguladores

de crescimento 2,4-D 1,4 µM + KIN 9,3 µM seguidos de BAP 4,4 µM, AIB

25 µM + BAP 4,4 µM e BAP 4,4 µM.

3.2.3. Catuaís vermelho e amarelo

Permitindo-se variar somente os componentes regulador de crescimento

2,4-D, KIN e BAP e macro-MS, força total e meia-força, verificou-se que

explantes foliares do genótipo Catuaí Vermelho produziram calos embriogênicos

aos sete meses de indução, tanto na ausência quanto na presença de auxina

exógena (Figura 11). Contudo, as maiores freqüências desses calos foram

observadas quando a auxina esteve presente na cultura primária juntamente com

KIN, seguida da repicagem para meio com a citocinina BAP associada

(A2A4B6) ou não (A3A3B4, A3A3B5, B2B4B4) a 2,4-D 0,15 µM. Ao serem

comparadas as razões 2,4-D/KIN testadas, verifica-se que a razão 1 foi a única e

a  mais eficiente delas com relação às respectivas produções de calo friável e calo
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Figura 10 - Caracterização temporal da reação calogênica de 100 explantes
foliares, removidos de partes aéreas micropropagadas do genótipo
arábica Catimor, no meio de indução M3 (     calo cicatricial,    calo
primário nodular,      calo embriogênico,      calo embriogênico
friável).

embriogênico (LFSE), quando os explantes foram repicados para meios contendo

apenas BAP nas concentrações 5 µM e 1,5 µM e, ou, ambos os reguladores de

crescimento BAP 1,5 µM e 2,4-D 0,15 µM. Essa mesma razão 2,4-D/citocinina

1, com BAP ao invés de KIN, combinada à macro-MS força total no meio

primário durante três meses, seguida do meio secundário com os reguladores

ANA 0,27 µM e KIN 2,3 µM associados à macro-MS meia força, permitiu a

NEUENSCHWANDER e BAUMANN (1992) a obtenção de calos HFSE em

explantes de Catuaí Vermelho. Todavia, esse tecido proembriônico, como aquele

verificado com o mesmo meio secundário associado ao primário contendo 2,4-D

4,5 µM e KIN 18,5 µM, não se diferenciou em embriões maduros.

Ao reduzirem o tempo de exposição dos explantes ao meio primário citado

para dois meses, esses mesmos autores perceberam, após cinco meses no meio de

cultura secundário líquido, produção elevada e sincronizada de embrióides

Catuaí sem formação de calos HSFE, num processo por eles denominado SCSE.

Com o mesmo meio primário durante dois meses, seguido do meio secundário

semi-sólido ANA  0,54 µM  e  KIN 4,6 µM,  NORIEGA   e   SÖNDAHL  (1993)
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Figura 11 - Reação calogênica, aos sete meses de indução, de explantes foliares
do genótipo arábica Catuaí Vermelho submetidos a diferentes
seqüências de meios de cultura. Cada seqüência foi representada, no
mínimo, por dois explantes repetidos cinco vezes (    calo primário
nodular,      calo primário misto,      calo embriogênico,      calo friável).

0

2 5

5 0

7 5

100

A
1

A
1

A
1

A
1

A
1

B
5

A
1

A
4

A
4

A
1

A
4

B
5

A
1

A
4

B
6

A
1

B
4

B
4

A
1

B
4

B
5

A
1

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

A
2

A
2

A
2

A
2

A
2

B
5

A
2

A
4

A
4

A
2

A
4

B
5

A
2

A
4

B
6

A
2

B
4

B
4

A
2

B
4

B
5

A
2

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

A
3

A
3

B
4

A
3

A
3

B
5

A
3

A
4

A
4

A
3

A
4

B
5

A
3

A
4

B
6

A
3

B
4

B
4

A
3

B
4

B
5

A
3

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

A
4

A
4

A
4

A
4

A
4

B
5

A
4

A
4

B
6

A
4

B
4

B
4

A
4

B
4

B
5

A
4

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

B
1

B
1

B
1

B
1

B
1

B
5

B
1

B
1

B
6

B
1

B
4

B
4

B
1

B
4

B
5

B
1

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

B
2

B
2

B
2

B
2

B
2

B
5

B
2

B
2

B
6

B
2

B
4

B
4

B
2

B
4

B
5

B
2

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

B
3

B
3

B
3

B
3

B
3

B
5

B
3

B
3

B
6

B
3

B
4

B
4

B
3

B
4

B
5

B
3

B
4

B
6

0

2 5

5 0

7 5

100

B
4

B
4

B
4

B
4

B
4

B
6

F
r

e
q

ü
ê

n
c

i
a

 
c

a
l

o
g

ê
n

i
c

a
 

(
%

)

Seqüência de meios de cultura indutivos



37

detectaram, entre 6 e 8 meses de indução, tecido embriogênico friável em

explantes foliares de Catuaí Vermelho. Todavia, nem sempre esse procedimento

indutivo em duas etapas, envolvendo a ação combinada de auxinas e citocininas,

tem resultado em calos HFSE. Neste aspecto, ZAMARRIPA (1993) obteve uma

freqüência quase nula de calos LFSE, sem mencionar aqueles HFSE, ao submeter

explantes foliares de Catuaí Vermelho aos meios primário e secundário sugeridos

por SÖNDAHL e SHARP (1977) para o sistema Coffea. Sem especificar a

linhagem Catuaí utilizada, Van BOXTEL e BERTHOULY (1996) obtiveram

calos HFSE em cerca de 6% dos explantes foliares após cinco meses de indução

consecutiva com os meios primário e secundário, que continham como

reguladores de crescimento, respectivamente, 2,4-D 2,3 µM + IBA 4,9 µM + 2iP

9,8 µM e 2,4-D 4,5 µM + BAP 18 µM.

Quando as mesmas condições experimentais que envolveram o estudo da

influência dos fatores regulador de crescimento e macro-MS sobre a reatividade

embriogênica de explantes foliares dos genótipos Apoatã, DH3, Catimor e Catuaí

Vermelho foram testadas com os mesmos explantes de Catuaí Amarelo,

observou-se, aos sete meses de indução, que o desenvolvimento de calos

embriogênicos ocorreu principalmente quando a auxina 2,4-D esteve ausente do

meio primário (Figura 12), em evidente contraste com CROCOMO et al. (1979).

Sem precisar a linhagem Catuaí utilizada, estes autores concluíram que a auxina

2,4-D e a citocinina cinetina são essenciais à proliferação de calos de explantes

foliares e de entrenós.

De maneira geral, as razões 2,4-D/KIN testadas no meio primário de

indução promoveram a formação de calos secundários, ao contrário de apenas

BAP,  que  promoveu  o  desenvolvimento  de  calos  primários. A diminuição da

concentração de BAP de 5 µM, no meio primário, para 1,5 µM, no meio

secundário, causou o aparecimento de calos embriogênico e embriogênico

friável. A inclusão de 2,4-D 0,15 µM teve efeito negativo sobre a freqüência de

calos embriogênicos friáveis, à semelhança do efeito inibidor do ANA para com

calos embriogênicos friáveis induzidos em explantes foliares da variedade

arábica  Typica,  com  meio  contendo BAP 5 µM (YASUDA et al., 1985). Calos
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Figura 12 - Reação calogênica, aos sete meses de indução, de explantes foliares
do genótipo arábica Catuaí Amarelo submetidos a diferentes
seqüências de meios de cultura. Cada seqüência foi representada, no
mínimo, por dois explantes repetidos cinco vezes (    calo primário
nodular,     calo  primário   misto,       calo embriogênico,       calo
embriogênico friável).
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HFSE induzidos com o mesmo meio contendo BAP 5 µM, em explantes desse

mesmo genótipo arábico, foram também comprovados posteriormente por

TAHARA et al. (1994).

3.3. Embriogênese somática indireta em meio líquido

Calos embriogênicos friáveis (HFSE) obtidos da reação calogênica de

explantes foliares de diferentes genótipos de Coffea foram cultivados, na

densidade de 10 g de MF de agregados celulares L-1 (ZAMARRIPA et al., 1991),

em 100 mL de meio líquido contidos em Erlenmeyer de 250 mL.

Dentre os cinco genótipos estudados, só não foi possível estabelecer

suspensão celular do cultivar Catuaí Vermelho, haja vista que os calos friáveis

obtidos degeneraram rapidamente. As avaliações do potencial embriogênico das

suspensões celulares (Quadro 2), com idade variando de 4 a 14 meses, foram

realizadas cultivando-se os agregados celulares, na densidade de 1g MF L-1

(ZAMARRIPA et al., 1991), em 100 mL do meio utilizado por YASUDA et al.,

(1985), cujo regulador de crescimento é a citocinina BAP 4,4 µM (Figura 13).

Uma variante desse meio foi a substituição de macro-MS ¼ de força, à exceção

de KH2PO4 ½ força, por macro-MS força total.

As diferenças genotípicas relativas ao rendimento embriogênico

confirmam a maior reatividade à embriogênese somática de genótipos canéforas

que de arábicas, como já observado por VAN BOXTEL e BERTHOULY (1996)

e  ZAMARRIPA  (1993).  Contudo,  uma   comparação   entre   os   resultados

do   presente  estudo   e   aqueles   de  outras  referências  sugere  que  parte

dessa maior reatividade canéfora deve-se a uma melhor adequação das condições

experimentais permissivas à expressão máxima do potencial para a embriogênese

somática indireta em genótipos canéforas que em arábicas. Nesse caso, ambas as

espécies poderiam agrupar genótipos possuindo o mesmo potencial de

reatividade, cujas máximas expressões requereriam diferentes condições

experimentais.
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Figura 13 - Embriogênese somática indireta em genótipos de Coffea: embriões
tipo globular de Apoatã (A) e tipo torpedo de Catimor (C) e de DH3

(E) aos 60 dias do início da diferenciação dos agregados celulares
cultivados em meio líquido. Partes aéreas e plântulas de Apoatã (B),
Catimor (D) e DH3 (F) aos 160 dias do início da germinação dos
embriões tipo torpedo.

A B

C D

E F
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4. CONCLUSÕES

Todos os genótipos testados reagiram favoravelmente à formação de

tecido embriogênico friável, embora apenas os arábicas DH3 e Catuaí Vermelho

requisessem a ação combinada de auxina e citocinina. Os demais genótipos –

Apoatã, Catimor e Catuaí Amarelo – reagiram mais favoravelmente quando o

regulador de crescimento foi apenas a citocinina BAP. A indução de calos

embriogênicos e embriogênicos friáveis foi antecipada em dois meses quando os

explantes foliares de Apoatã, DH3 e Catimor eram originados de cultura in vitro.

Nessas condições, o agente gelificante GelriteTM, comparativamente ao ágar, foi

mais favorável à indução de calos embriogênicos, friáveis ou não. As maiores

freqüências de explantes com calos friáveis verificadas para os genótipos

canéfora Apoatã e arábicas DH3, Catimor, Catuaí Amarelo e Catuaí Vermelho

foram, respectivamente, 80 (M3/B4), 60 (A2/M3), 40 (M3/B4), 40 (A4/B5) e

20% (A2/B4/B5). Dentre esses cinco genótipos estudados, só não foi possível

estabelecer culturas líquidas do cultivar Catuaí Vermelho. A diferenciação

embriogênica dos agregados celulares, em cultura líquida, rendeu cerca de

241.000, 72.870 e 121.760 embriões por grama de peso da matéria fresca de

agregados celulares Apoatã, Catimor e DH3, respectivamente.
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CAPÍTULO 2

ELETROFUSÃO INTERESPECÍFICA ENTRE PROTOPLASTOS

DE COFFEA ARABICA E DE C. CANEPHORA

1. INTRODUÇÃO

As células diplóides vegetais desprovidas enzimaticamente de suas

paredes podem ser conduzidas à fusão, química ou elétrica, rendendo híbridos

somáticos de espécies reprodutivamente compatíveis ou incompatíveis, que

podem encerrar combinações genéticas sexualmente impossíveis (GLIMELIUS

et al., 1991; JONES, 1988; KUMAR e COCKING, 1987; WAARA e

GLIMELIUS, 1995). Tais híbridos somáticos podem ser simétricos, por meio da

produção de alopoliplóides em uma só etapa (GAIKWAD et al., 1996; SATO et

al., 1996), ou assimétricos (FAHLESON et al., 1997; KAO, 1977). A assimetria

resulta da eliminação dos cromossomos ao acaso (FAHLESON et al., 1997;

WAARA e GLIMELIUS, 1995), que pode ser espontânea (FAHLESON et al.,

1988; PIJNACKER et al., 1987; SUNDBERG e GLIMELIUS, 1991) ou induzida

por irradiação dos protoplastos doadores com raios-X (BELARMINO et al.,

1996; KISAHA e KAMEYA, 1994) ou raios gama (O’CONNELL e HANSON,

1987; VARDI et al., 1987) e por micronucleação das células-fontes (RAMULU
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et al., 1995; VERHOEVEN et al., 1991) anteriormente à fusão. A eliminação

espontânea tem sido atribuída à distância taxonômica (BABIYCHUK et al.,

1992) e aos diferentes níveis de ploidia (SUNDBERG e GLIMELIUS, 1991) e

atividade mitótica (GLIMELIUS et al., 1991) dos protoplastos parentais

fusionados. Embora BABIYCHUK et al. (1992) tivessem sugerido que híbridos

intergenéricos e, excepcionalmente, mesmo aqueles intersubfamílias, pudessem

conservar ambos os genomas parentais sem sinalizar eliminação cromossômica,

FAHLESON et al. (1988) verificaram híbridos assimétricos intergenéricos férteis

entre Brassica napus e Eruca sativa. Posteriormente, SUNDBERG e

GLIMELIUS (1991) obtiveram uma correlação positiva entre a freqüência de

híbridos somáticos com cromossomos eliminados e a distância genética entre as

espécies envolvidas nas combinações híbridas em Brassicaceae. Os mesmos

autores verificaram, ainda, que cromossomos de genomas diplóides eram

preferencialmente eliminados em híbridos somáticos de espécies alotetraplóides

com espécies diplóides, que apresentaram maior eliminação cromossômica

relativamente aos híbridos entre espécies de mesmo nível de ploidia. No caso de

híbridos assimétricos, os protoplastos recipientes, ao receberem somente parte do

genoma doador contendo a característica desejável, resultam em genótipos

requerendo menor número de etapas de retrocruzamento para remover

características indesejáveis co-introduzidas (WAARA e GLIMELIUS, 1995). A

competência desses protoplastos recipientes, transformados para a expressão da

totipotência é modulada, principalmente, por fatores inerentes ao genótipo, ao

estado ontogenético do tecido-fonte dos protoplastos e às condições

experimentais, como o cultivo da fonte de protoplastos e dos mesmos e a

digestão enzimática da parede (OCHATT et al., 1992; POTRYKUS e

SHILLITO, 1986; ROEST e GILISSEN, 1993).

O gênero Coffea, no que se refere aos fatores genótipo e estado

ontogenético, tem revelado competência para a regeneração de plantas a partir de

protoplastos obtidos de calos friáveis embriogênicos de progênies de

C. canephora e de híbridos interespecíficos Arabusta e de cultivares de

C. arabica cultivados em meios semi-sólido (TAHARA et al., 1994) ou líquido
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(ACUÑA e DE PENA, 1991; NORIEGA e SÖNDAHL, 1993; SPIRAL e

PETIARD, 1991; Van BOXTEL e BERTHOULY, 1996; ZAMARRIPA et al.,

1991). De maneira geral, as culturas líquidas embriogênicas, além da

uniformidade, da reprodutibilidade de resultados (OCHATT et al., 1992) e da

geração de protoplastos mais resistentes às manipulações de fusão que aqueles de

folhas (TEMPELAAR e JONES, 1985), são consideradas as fontes ideais de

protoplastos totipotentes (POTRYKUS e SHILLITO, 1986). Concomitante-

mente, são muito sensíveis às variações das condições de cultivo, como o

intervalo de subcultura e a geometria do recipiente de cultivo (POTRYKUS e

SHILLITO, 1986), e contêm dois distintos tipos celulares: células maiores

altamente vacuoladas e aquelas menores densamente citoplasmáticas

(KARLSSON e VASIL, 1986; VASIL e VASIL, 1982; 1986). VASIL e VASIL

(1980) comprovaram que protoplastos de células maiores e vacuoladas de

Pennisetum americanum, embora refizessem a parede celular, não possuíam

competência para proliferar como o tipo celular densamente citoplasmático, que

foi verificado por VASIL e VASIL (1986) ser embriogênico em Zea mays. Esses

mesmos autores observaram, ainda, que o tipo celular altamente vacuolado, não-

embriogênico, origina-se do tipo embriogênico e caracteriza-se pela perda da

atividade mitótica e de amido. Tal perda da atividade mitótica contribui, também,

para reduzir as chances de fusão nuclear em híbridos somáticos (NAGATA,

1989). A esse respeito, OKADA et al. (1986) verificaram que protoplastos de

Nicotiana tabacum, obtidos de células nos diferentes estádios do ciclo celular,

apresentaram maior atividade da acetiltransferase do cloranfenicol (CAT), em

seguida à eletroporação com plasmídeos quiméricos, quando provenientes de

células na fase M, o que atribuíram à ausência de membrana nuclear.

Nos dois procedimentos fusógenos mais utilizados, químico e elétrico, os

protoplastos são submetidos, respectivamente, ao tratamento com polietilenogli-

col (PEG) em condições salinas (KAO e MICHYLUK, 1974; WALLIN et al.,

1974) e à seqüência de campos de corrente alternada, de alta freqüência, e de

corrente contínua, com pulsos curtos de alta voltagem (TEMPELAAR e JONES,

1985; ZIMMERMANN e SCHEURICH, 1981). Ambos os processos promovem
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a redistribuição de cargas elétricas na plasmalema tornando-a mais hidrofóbica e,

após lavagem do PEG com altas concentrações de cálcio e aplicação de pulsos

elétricos nos respectivos processos químico e eletrofusão, mais porosa (HAHN-

HÄGERDAL et al., 1986; ZACHRISSON e BORNMAN, 1986). Contudo,

maiores freqüências de fusões têm sido relatadas quando os protoplastos são

eletromanipulados relativamente ao tratamento químico. BATES (1985), em

Nicotiana, e posteriormente, ZACHRISSON e BORNMAN (1986), em Brassica,

obtiveram-nas em números de 37 e 17 e 20 e 5 a 10%, respectivamente.

Comparando os efeitos do PEG e da eletrofusão sobre algumas propriedades da

plasmalema de protoplastos isolados do pecíolo de uma linha dihaplóide de

Brassica napus, HAHN-HÄGERDAL et al. (1986) verificaram vazamento de

aminoácidos, proteínas e DNA de protoplastos tratados com PEG, o que não

observaram em protoplastos-controle e naqueles eletromanipulados. Esses resul-

tados sugeriram aos autores que os poros induzidos com PEG são maiores e, ou,

que os seus fechamentos, e conseqüente restauração da plasmalema, não são tão

rápidos e eficientes relativamente aos dos protoplastos eletromanipulados. De

acordo com ZACHRISSON e BORNMAN (1986), outras vantagens da eletrofu-

são sobre a fusão química incluem a maior reprodutibilidade experimental

decorrente da determinabilidade das características elétricas, o controle sincroni-

zado da fusão, o controle do número de protoplastos envolvidos na fusão bem

como da posição dos poros na plasmalema e a ausência de efeitos tóxicos

colaterais dos agentes químicos promotores de fusão. Neste aspecto, CHAND et

al. (1988) verificaram que a eletroporação estimulou a calogênese e a morfogêne-

se em calos de Solanum dulcamara oriundos de protoplastos eletromanipulados.

Seguindo-se à manipulação de fusão entre duas populações distintas de

protoplastos tem-se, finalmente, protoplastos parentais não fusionados,

homofusões e heterofusões. Estes últimos produtos, que representam geralmente

menos que 10% da mistura total fusionada (WAARA e GLIMELIUS, 1995),

devem ser separados de uma população inicial de aproximadamente 5x105 proto-

plastos. Considerando-se, ainda, a natureza probabilística da obtenção da

combinação genética desejada, a necessidade de aumento da população de
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heterofusionados com vistas ao incremento das chances de sucesso para a

produção do recombinante, mediante a multiplicação das manipulações de fusão,

requer uma metodologia rápida e eficiente para a seleção dos híbridos somáticos.

Tais procedimentos, que se baseiam na complementação genética e fisiológica,

na identificação visual e na restauração da capacidade de crescimento dos

híbridos após fusão de células inativadas, podem ou não ser combinados entre si.

A seleção por complementação genética pressupõe a fusão de células parentais

que sejam deficientes em atividades enzimáticas, como a redutase do nitrato

(GUPTA et al., 1982; LÁZÁR et al., 1983), e em clorofila (LÁZÁR et al., 1981),

e resistentes a drogas como cicloheximida (LÁZÁR et al., 1981) e 6-azauracil

(GLEDDIE et al., 1986). Todavia, sua aplicação generalizada é limitada pela

existência escassa e pela difícil produção de cultivares mutantes (WAARA e

GLIMELIUS, 1995). Também limitada é a complementação fisiológica baseada

na capacidade das células híbridas de sobreviverem e se multiplicarem em

condições de cultura que são inaceitáveis para o crescimento e, ou, diferenciação

das células parentais, como em Petunia (POWER et al., 1977) e Rutaceae

(GROSSER et al., 1988a; 1988b; OHGAWARA et al., 1985). A identificação

visual de híbridos somáticos explora diferenças morfológicas existentes entre os

protoplastos progenitores (WAARA e GLIMELIUS, 1995), bem como a

utilização de marcadores fluorescentes, tais como clorofilas (BROMOVA e

KNOPF, 1991; WAARA et al., 1991), diacetato de fluoresceína (WAARA et al.,

1991), isocianatos de fluoresceína e de rodamina (AUSTIN et al., 1993;

GALBRAITH e MAUCH, 1980) e Hoechst 33258 (MEADOWS e POTRYKUS,

1981), que não interferem no desenvolvimento posterior dos protoplastos

(GALBRAITH e MAUCH, 1980; REICH et al., 1986). As células híbridas

podem então ser isoladas manualmente com pipeta capilar acoplada a

micromanipulador (PATNAIK et al., 1982; WAARA et al., 1991) ou

eletromecanicamente, por citometria de fluxo celular, quando do emprego de

marcadores fluorescentes (BROMOVA e KNOPF, 1991; FAHLESON et al.,

1988). Este último procedimento permite isolar 2.000 heterocários h-1 (GLEBA e

SYTNIK, 1984a), eficiência nitidamente superior àquela manual, que é de 20 a
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30 heterocários h-1 (PATNAIK et al., 1982). Alternativamente, a inativação

irreversível das células tem sido realizada no nível nuclear, mediante a utilização

de irradiação ionizante (SIDOROV et al., 1981; VARDI et al., 1990), no nível

citoplasmático, por meio do tratamento com os inibidores enzimáticos

iodoacetato (AVIV et al., 1984; NEHLS, 1978; VARDI et al., 1987) e

iodoacetamida (BELARMINO et al., 1996; KAMEYA et al., 1989; MATIBIRI e

MANTELL, 1994) e no nível mitocondrial, por meio do inibidor da fosforilação

oxidativa rodamina (AVIV et al., 1986; NEHLS, 1978). A fusão de protoplastos

inativados metabolicamente com protoplastos irradiados (SIDOROV et al., 1981;

VARDI et al., 1990) ou também inativados metabolicamente, mas com inibidor

de atividade distinta do primeiro (BÖTTCHER et al., 1989; NEHLS, 1978),

permite a seleção por complementação metabólica, que libera apenas os

heterofusionados do impedimento ao desenvolvimento. Todavia, a dupla

inativação com irradiação tem produzido mais cíbridos que híbridos

(BÖTTCHER et al., 1989).

Independentemente da estratégia de seleção utilizada, os híbridos

somáticos podem ser confirmados posteriormente por análises citológica

(GROSSER et al., 1992; MORIKAWA et al., 1987; TUSA et al., 1990),

morfológica (LOUZADA et al., 1992; TUSA et al., 1992), de isoenzimas

(BERTHAUD e CHARRIER, 1985; HANDLEY et al., 1986; GROSSER et al.,

1988b) e de marcadores moleculares tipo RFLP (KAMEYA et al., 1989;

SUNDBERG e GLIMELIUS, 1991), RAPD (OTONI et al., 1995) e seqüências

repetitivas de DNA (FAHLESON et al., 1997).

Assim, objetivou-se, neste trabalho, a introgressão das resistências a

Meloidogyne incognita e M. exigua, encontradas na progênie Apoatã de Coffea

canephora, em cultivares arábicas diplóide e tetraplóides mediante a fusão de

protoplastos. Sua exeqüibilidade está consolidada no sucesso alcançado com a

transferência parassexual, via fusão protoplástica, das resistências à mela da batata

(HELGESON et al., 1986), à podridão de Erwinia (AUSTIN et al., 1986) e aos

nematóides Meloidogyne chitwood (AUSTIN et al., 1993) e M. incognita (Gleddie et

al., 1985 citados por FASSULIOTIS, 1987) para cultivares sensíveis em Solanum.
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas como fontes de explantes foliares plantas mantidas em

casa de vegetação e partes aéreas micropropagadas das espécies Coffea

canephora e C. arabica. O genótipo canéfora foi o cultivar Apoatã

IAC LC  2258, resultante da introdução C 2258 do cultivar Robusta após ciclos

de seleção conduzidos no Instituto Agronômico de Campinas, para a resistência a

Meloidogyne exigua (FAZUOLI, 1986) e às raças 2 (MAZZAFERA et al., 1989)

e 3 (LIMA et al., 1987; 1989) de M. incognita. Os arábicas testados, mantidos no

CRN, foram o diplóide DH3, descendente partenogenético espontâneo de

linhagem etíope, e os tetraplóides Catimor (CRN 8661) e Catuaí Amarelo

(CRN 268).

2.2. Estabelecimento e manutenção de culturas líquidas embriogênicas

Para a indução de calos embriogênicos friáveis, folhas jovens

completamente expandidas de ramos ortotrópicos (canéfora Apoatã) e

plagiotrópicos (arábicas), após serem lavadas em água corrente, foram imersas

em solução de hipoclorito de cálcio 5% com o agente molhante Henkel
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0,04% (v/v) contida em recipientes plásticos de volume 500 mL. Em seguida à

desinfecção durante 20 min sob agitação moderada, as folhas foram lavadas três

vezes com água bidestilada autoclavada. Esta última etapa e as seguintes, até a

vedação das placas de Petri com parafilme, foram conduzidas em câmaras de

fluxo de ar laminar. Folhas provenientes de partes aéreas micropropagadas não

requereram desinfecção. Após eliminação da nervura principal, das extremidades

laterais, apicais e basais das folhas doadoras de explantes, foram obtidos

fragmentos nas dimensões de 7 x 7 mm, aproximadamente, os quais foram

distribuídos, então, com o lado adaxial em contato com a superfície de 10 mL do

meio semi-sólido contidos em placa de Petri de Ø 55 mm estéreis. Cada placa

recebeu inicialmente cinco explantes, que foram repetidos cinco a vinte vezes. As

placas de Petri contendo os explantes foram mantidas em condições de

obscuridade à temperatura de 25 ± 1 ºC. Os calos friáveis e embriogênicos

induzidos, em função do genótipo, com um ou mais diferentes meios semi-

sólidos, em sucessão ou com um único meio contendo apenas citocinina como

regulador de crescimento (Quadros 1 e 2), foram, em seguida, utilizados para

estabelecer culturas líquidas contidas em Erlenmeyers. Estes, fechados com

rolhas de celulose recobertas com papel alumínio e contendo agregados celulares

e meio líquido, que geralmente correspondia ao semi-sólido de origem do calo

friável sem o agente gelificante (Quadros 1 e 2), foram deixados sobre agitador

com movimento giratório excentrado a 110 rpm e sujeito a fotoperíodo de 12 h e

irradiância de 5 µmol m-2 s-1. A densidade inicial de biomassa (agregados

celulares) foi mantida em 10 g L-1 de meio (ZAMARRIPA, 1993), e o

estabelecimento envolveu uma sucessão de Erlenmeyers de volume crescente:

25, 50, 100 e 250 mL, que continham, respectivamente, 5, 10, 25 e 50 ou 100 mL

de meio líquido. A transferência da biomassa com renovação do meio líquido,

para Erlenmeyer de volume imediatamente superior na série, ocorria a intervalos

de  14  ou  21 dias,  dependendo  da  sua  taxa  de crescimento. Uma vez estabelecidas,

as suspensões celulares eram subculturadas em 100 mL de meio contidos em

Erlenmeyers   de   250 mL,   a   intervalos  de  14  dias.  O  intervalo  foi  estabelecido



51

Quadro 1 - Meios de cultivo semi-sólidos indutores de calos friáveis e embrio-
gênicos e meios líquidos mantenedores das suspensões celulares dos
diferentes genótipos

Meio de Cultivo
Espécie Genótipo

Indutor Mantenedor

Coffea canephora Diplóide Apoatã IV-D M1 M2
Diplóide Apoatã IV-C M3/B6* B6 ou B11

Diplóide DH3 M8 M8** ou B6 ou B12
B2 B2Coffea arabica

B3 B3

Tetraplóide Catimor B4 B4 ou B6
Tetraplóide Catuaí Amarelo A4/B4/B5 B5

* (/) indica sucessão de meios repicados a cada 30 dias. As repicagens para os mesmos meios ocorreram a
intervalos de 30 a 90 dias.

** Suspensão celular estabelecida e cedida pelo Centro de Pesquisa da Nestlé para avaliação do
rendimento protoplástico em função do tempo pós-subcultura e da pré-plasmólise, e a eficiência de
plaqueamento em função da densidade de plaqueamento.

após estudo preliminar das cinéticas do crescimento e do Rp, em resposta ao

tratamento tempo pós-subcultura, com oito níveis espaçados de 4 a partir de 4

dias, das suspensões celulares M2 e B6 de Apoatã, e M8 de DH3 (Quadro 1). Em

razão da insuficiência de material vegetal que permitisse o emprego de volumes

de 100 mL por unidade experimental repetida três vezes, optou-se pelo uso dos

volumes 50 e 25 mL para estudar o efeito das respectivas diferenças

interespecíficas e aquelas intraespecíficas, relativas aos meios indutor e

mantenedor dos calos friáveis, no crescimento e Rp das culturas líquidas.

2.3. Obtenção de protoplastos da digestão enzimática dos agregados

celulares

Os protoplastos foram obtidos mediante digestão enzimática de

agregados celulares supridos pelas culturas celulares, cujo último subcultivo

ocorrera  entre  10  e  14  dias  antes.  À  exceção  de  quando  se estudou o Rp em
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resposta ao tempo de digestão de 3, 6, 9 e 12 h e à concentração das enzimas

celulase e pectinases (Quadro 3), utilizou-se sempre uma SEOP que continha

celulase Onozuka R-10 2%, macerozima R-10 1%, pectoliase Y-23 0,2%,

CaCl2.2H2O 6 mM, tampão de mMES 3 mM e manitol 0,445 M (SPIRAL e

PETIARD, 1991). A pressão osmótica dessa solução, bem como de todas aquelas

utilizadas com protoplastos, foi fixada em - 1,537 MPa (SÖNDAHL et al., 1980)

com auxílio de um osmômetro baseado no ponto de congelamento, ao se permitir

que apenas a concentração de manitol variasse. O pH das SEOP’s foi corrigido

para 5,6 com KOH ou HCl, anteriormente a suas esterilizações por filtração a

0,20 µm.

Quadro 3 - Concentração percentual (% p/v) das enzimas na solução enzimática
para obtenção de protoplastos (SEOP)

SEOP Celulase R-10 Macerozima R-10 Pectoliase Y-23

  A* 2,0 1,0 0,2
B 2,0 0,5 0,2
C 1,0 0,5 0,2
D 2,0 0,5 0,0
E 1,0 0,0 0,2

* SPIRAL e PETIARD (1991). Todas as SEOP’s possuem CaCl2.2H2O 6 mM e MES 3 mM. As
SEOP’s A, B, C, D e E contém manitol nas concentrações 0,445, 0,471, 0,494, 0,489, e 0,516 M,
respectivamente.

A digestão enzimática ocorria em placas de Petri de Ø 90 mm

autoclavadas, contendo cerca de 250 a 500 mg de MF de agregados celulares,

filtrados ou não em filtro de náilon de Ø de 1 mm, e 12 mL da SEOP, acrescida

de cisteína nas concentrações de 0 ou 100 mg L-1. A pré-plasmólise em SF

durante 1 h, anteriormente à digestão, constituiu objeto de estudo. O conjunto era

deixado sobre agitador rotatório a 50 rpm durante quatro a seis horas, sob

temperatura ambiente de 25ºC. Na experimentação envolvendo os inibidores

metabólicos rodamina (0 a 600 µM) e iodoacetamida (0 a 20 mM), estes eram

adicionados quando faltavam 30 min para o término da digestão. Suas soluções
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foram esterilizadas por filtração a 0,20 µm. Após o tempo de digestão, a SEOP,

contendo restos celulares, protoplastos e agregados celulares não digeridos, era

filtrada através de filtro de náilon com poros de Ø de 25 µm, autoclavado. O

filtrado era, então, coletado em tubos de poliestireno estéreis de 12 mL com

tampa e centrifugado a 750 rpm durante cinco minutos, seguindo-se a lavagem

dos protoplastos. Esta era realizada uma vez com solução contendo KH2PO4

0,2 mM, KNO3 1 mM, MgSO4 1 mM, CaCl2 6 mM, KI 1 µM, CuSO4 0,1 µM e

manitol 0,548 M (FREARSON et al., 1973), seguida por duas lavagens com a

mesma solução utilizada durante o processo de eletrofusão de protoplastos, SF,

que continha CaCl2 0,2 mM e manitol 0,566 M. Ambas as soluções de lavagem

eram esterilizadas em autoclave após correção do pH para 5,6 com NaOH. Em

seguida à centrifugação da última lavagem, o precipitado era dissolvido

novamente em um volume da SF, após o que se retirava uma amostra para

contagem dos protoplastos em lâmina de Malassez, com auxílio de um

microscópio invertido Olympus.

2.4. Eletrofusão interespecífica de protoplastos

A câmara de fusão consistiu num sistema multieletrodo contendo 14

filamentos de cobre, revestidos com ouro, em paralelo e espaçados em 2 mm,

conectado a um gerador de corrente alternada com amplitude de 41 Vpp a 0,38–

1,08 Mhz, e de pulsos quadrados de corrente contínua, de comprimento variando

de 0 a 100 µs e com amplitudes até 300 V, à semelhança do aparelho utilizado

por SIHACHAKR et al. (1988). Para a eletrofusão interespecífica, visualizada

com microscópio invertido Olympus, reuniam-se em uma placa de Petri de Ø de

60 mm, estéril, duas populações de protoplastos, na densidade de 1,4x106 mL-1,

contidas cada uma em 250 µL. Os eletrodos, previamente esterilizados com

etanol absoluto durante 15 min, eram colocados sobre uma suspensão de 500 µL

de protoplastos, ao que se seguia a aplicação de um campo de corrente alternada

de 125 V cm-1 a 1 Mhz, durante 15 s, para alinhamento dos protoplastos. Uma

vez alinhadas, as cadeias de protoplastos eram submetidas a 1, 2 ou 3 pulsos
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quadrados de 35 µs de corrente contínua de 1.200 V cm-1. Durante o processo de

eletroporação o campo de corrente alternada era removido automaticamente. O

efeito da aplicação dos campos elétricos, para a eletrofusão, foi avaliado sobre a

regeneração de protoplastos Apoatã e DH3.

2.5. Cultivo dos protoplastos

Imediatamente após a eletrofusão ou contagem dos protoplastos, nos

demais ensaios, adicionava-se aos 500 µL da suspensão protoplástica (7x105

protoplastos em SF) 3 mL do meio E (Quadro 4), previamente autoclavado e

conservado no estado líquido em banho de água a 38 ºC. Seguindo-se a uma

rápida mistura, distribuía-se o volume final de 3,5 mL entre seis placas de Petri

de Ø de 55 mm estéreis. Após a gelatinização da agarose, adicionava-se 3 mL do

meio líquido F3, que é o meio F (Quadro 4) associado aos reguladores de

crescimento 2,4-D 0,15 µM e BAP 1,5 µM (associação 3 no Quadro 5). Neste

aspecto, os meios E e F foram combinados com as associações de reguladores de

crescimento (Quadro 5) com vistas à possível seleção dos produtos da eletrofusão

interespecífica. Assim, os protoplastos encontravam-se dispersos na fase semi-

sólida do meio E e imersos na fase líquida do meio F3 (Figura 1).

Uma vez vedadas com duas voltas de parafilme e, em seqüência, com

duas voltas de filme plástico, para reduzir a perda evaporativa de água, as placas

de Petri eram conduzidas à obscuridade, onde permaneciam durante 21 dias sob a

temperatura de 25 °C. Decorrido esse tempo, substituía-se 1 mL do meio líquido,

sobre a fase semi-sólida, por igual volume do meio F3, mas com os carboidratos

glucose e sacarose suprimido e aumentado para 30 g L-1, respectivamente. As

placas eram, então, transferidas para ambiente com luz difusa, na mesma

temperatura de 25 °C, e a intervalos subseqüentes de 21 dias renovava-se 1 mL

do meio líquido utilizando o meio F3 modificado.
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Quadro 4 - Composição dos meios de cultura de regeneração dos protoplastos

Componentes E F

Macroelementos YAS* YAS
Microelementos YAS YAS
Na2EDTA (mg L-1) 37,3 37,3
FeSO4.7H2O (mg L-1) 27,8 27,8
Pantotenato de Cálcio (mg L-1) 1M -
Mio-inositol (mg L-1) 100M 100G

Ácido nicotínico (mg L-1) 1M 1G

Piridoxina-HCl (mg L-1) 1M 1G

Tiamina-HCl (mg L-1) 1M 10G

Biotina (mg L-1) 0,01M -
Cisteína (mg L-1) 20 20
Sacarose (g L-1) 20 20
Glucose (g L-1) 84,6 84,6
Agarose (g L-1) 16 -

* YASUDA et al. (1985), M-vitaminas de MOREL e WETMORE (1951) e G-vitaminas de GAMBORG
et al. (1968). Todos os meios foram preparados com água bidestilada. O pH era corrigido para 5,6
com HCl ou NaOH, posteriormente à adição (E) ou não (F) do agente gelificante, após o que os meios
eram autoclavados durante 20 min, à temperatura de 115 ºC e pressão de 12 psi (1,5 atm), e filtrados a
0,20 µm.

Quadro 5 - Associações de auxinas (µM) e de citocininas (µM) testadas nos
meios E e F de regeneração dos protoplastos

Auxina Citocinina
Associação*

2,4-D ANA AIB BAP KIN

1 - - - 1,50 -
2 - - - 5,00 -
3 0,15 - - 1,50 -
4 2,26 2,69 - - 2,32
5 - 2,50 - - 10,00..
6 - - 4,92 22,20.. -

* (1) B5, (2) YASUDA et al. (1985), (3) B6, (4) SCHÖPKE et al. (1987), (5) SÖNDAHL et al. (1980) e
(6) M8/Centre de Recherche Nestlé.
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Figura 1 - Cultura de protoplastos (   ) dispersos na fase semi-sólida E e imersos
na fase líquida F.

2.6. Avaliação dos resultados

De maneira geral, as respostas aos tratamentos induzidos às unidades

experimentais, distribuídas em blocos ao acaso, foram avaliadas mediante

contagem, com auxílio de um microscópio invertido Olympus, de protoplastos ou

de microcalos regenerados dos protoplastos plaqueados. A contagem de

microcalos foi parcial ou total. No primeiro caso, os resultados por unidade

experimental referem-se ao número médio de microcalos contados em um

mínimo de três campos microscópicos distintos. No segundo caso, as contagens

abrangeram todos os microcalos regenerados de populações plaqueadas, da

ordem de 3 a 7x105 protoplastos.

Para avaliação dos ensaios de eletrofusão, foram contados todos os

microcalos regenerados de protoplastos parentais, inativados e não-inativados

metabolicamente (controles), e de protoplastos parentais inativados metabolica-

mente que foram expostos à eletrofusão. Os calos emergentes foram induzidos à

diferenciação embriogênica com o meio semi-sólido B6 (Quadro 2) acrescido de

asparagina 10 mM (NISHIBATA et al., 1995). Os embriões estão sendo

cultivados, seqüencialmente, nos meios M4 e M5 de ZAMARRIPA et al. (1991),

para o seu desenvolvimento.

Nos casos em que os fatores em estudo eram qualitativos, os efeitos

principais e as interações foram testados pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Para os fatores quantitativos, os dados foram avaliados por meio de regressão

linear, Rp função de rodamina e função do tempo de digestão, e por meio da

F

Fase Semi-sólida E
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regressão não linear: sigmoidal (ALDER e ROESSLER, 1964), para o acúmulo

de matéria fresca em função do tempo pós-subcultura, e exponencial, para

microcalos regenerados em função de rodamina. Com o objetivo de verificar se

as equações estimadas, para os diferentes genótipos ou SEOP’s, poderiam ser

representadas por uma equação comum, aplicou-se um teste para identidade de

modelos (REGAZZI, 1993; Apêndice).
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1. Crescimento das suspensões celulares

A cinética do crescimento de culturas líquidas dos genótipos arábica

diplóide DH3 e canéfora Apoatã foi estudada a fim de identificar o tempo pós-

subcultura quando a maioria dos agregados celulares encontrar-se-ia em divisão

celular. Além da importância das condições e da idade da suspensão celular no

isolamento protoplástico (OCHATT e POWER, 1992; ORDAS et al., 1991), os

protoplastos na fase M do ciclo celular aceitam mais facilmente DNA em razão

da ausência de membrana nuclear (NAGATA, 1989). Ambos os genótipos

revelaram, imediatamente após a subcultura, uma fase exponencial de

crescimento celular até um ponto de inflexão (ti), a partir do qual as taxas de

crescimento reduziram progressivamente para atingir um peso de matéria fresca

de agregados celulares assintótico (Figura 2). Essas curvas, cujas equações

ajustadas pelo modelo logístico MF=k/(1+b.e-at) de ALDER e ROESSLER

(1964) e testadas para a identidade de modelos (REGAZZI, 1993) encontram-se

no Quadro 6, revelaram uma diferença aproximada de quatro dias entre os ti’s

(lnb/a) das suspensões celulares DH3 e Apoatã IV-D. Os parâmetros b e a foram

significativamente diferentes entre os modelos pelo teste de t a 10 e 1% de

probabilidade, respectivamente.
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Figura 2 - Acúmulo de matéria fresca de agregados celulares dos genótipos
arábica diplóide DH3 (      ) e canéfora Apoatã (     ) em resposta ao
tempo pós-subcultura. Os agregados celulares foram cultivados em
meio líquido na densidade inicial 10g L-1, em volumes de 50 (       ,
IV-D) e 25 mL (       , IV-C) contidos em Erlenmeyers de volumes de
250 e 100 mL, respectivamente.

Quadro 6 - Equações de regressão ajustadas para a produção de matéria fresca
(MF) de suspensões celulares cultivadas em diferentes volumes de
meio líquido, em função do tempo pós-subcultura (t) e do tempo
gasto para atingir o ponto de inflexão (ti)

Genótipo
Volume do

meio líquido
(mL)

Equações ajustadas R2 ti

(dias)

Diplóide DH3 50 MF=3806,58/(1+7,9789.e-0,1903t) 0,994 10,9
Apoatã IV-D 50 MF=3098,83/(1+5,3780.e-0,1227t) 0,995 13,7
Apoatã IV-C 25 MF=5825,28/(1+21,4399.e-0,055t) 0,995 55,8
Apoatã IV-C* 50 MF=15018,27/(1+27,8603.e-0,059t) 0,999 56,4

* estimativa realizada apenas com os níveis 0, 8, 20 e 32 do fator tempo.
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Diferença maior entre os ti’s foi verificada, contudo, entre as duas cepas

de Apoatã, IV-D e IV-C, embora apenas o parâmetro a diferisse pelo teste de

t(0,1%), provavelmente em decorrência de variações entre os meios líquidos,

respectivamente M2 e B6. A redução do volume do meio de cultura de 50 para

25 mL não é, aparentemente, responsável pela diferença entre os ti’s das duas

cepas de Apoatã, haja vista que o ti estimado com apenas quatro níveis do fator

tempo para a cepa IV-C, cultivada em um volume de 50 mL, foi praticamente o

mesmo que aquele verificado com 25 mL. Considerando-se apenas os

reguladores de crescimento, M2 contém BAP 4,4 µM e B6 encerra BAP 1,5 µM

+ 2,4-D 0,15 µM. Neste caso, a redução da concentração de citocinina e, ou, a

inclusão de auxina aumentaram a duração da fase exponencial por meio de uma

provável interferência na duração do ciclo celular e, ou, na proporção de células

embriogênicas:células não-embriogênicas. Semelhantemente, ao estudar a

produção de matéria fresca de uma suspensão celular de genótipo arábica em

função do tempo pós-subcultura, GRÈZES et al. (1994) verificaram uma fase

lag, nos três primeiros dias, que foi sucedida por um crescimento exponencial

nos sete dias subseqüentes. Durante esta segunda fase exponencial, o

metabolismo avaliado pela respiração e síntese protéica foi máximo. Após o

décimo dia, quando não foi verificado nenhum aumento do peso da matéria

fresca, o Rp e a atividade mitótica decresceram.

A fase inicial exponencial, neste trabalho, parece sugerir que apenas uma

fração das células participa do crescimento da suspensão celular, em

concordância com as observações de VASIL e VASIL (1982, 1986). Estes

autores verificaram, em suspensões celulares de milho e milheto, a presença de

dois tipos principais de células: as embriogênicas e as não-embriogênicas. As

primeiras são caracteristicamente pequenas, com citoplasma denso, parede

celular delgada e vacúolos pequenos, e ricas em pequenos grãos de amido que

dão origem às segundas, numa proporção de 10 a 20% em milho (VASIL e

VASIL, 1986), Ao elongarem-se rapidamente, concomitantemente aumentam em

espessura da parede celular e perdem amido e a habilidade para divisão celular.

SCHÖPKE et al. (1987) também obtiveram dois tipos de protoplastos de uma
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suspensão celular canéfora: os menores (Ø 10-25 µm), com citoplasma denso, e

os maiores (Ø 30-50 µm), bastante vacuolados. Em Pennisetum americanum, os

protoplastos maiores, bastante vacuolados, embora refizessem a parede celular,

não possuíam competência para proliferar como o tipo celular densamente

citoplasmático (VASIL e VASIL, 1980), que foi verificado embriogênico em

Zea  mays (VASIL e VASIL, 1986). Em decorrência, subculturas realizadas a

intervalos de tempo próximos aos ti’s tenderiam a maximizar a razão células

embriogênicas:células não-embriogênicas.

Além do ponto de inflexão, algum fator, provavelmente um componente

integrante do meio líquido ou liberado para este pelas células em cultivo,

começou a limitar o crescimento das culturas celulares. Coincidentemente,

menores rendimentos protoplásticos (Rp’s) a partir de suspensões celulares dos

dois genótipos foram também observados para tempos pós-subcultura superiores

ao ti, embora a amplitude entre esses dois tempos tenha sido maior para o

genótipo arábica (Figura 3). De maneira geral, o Rp nesse genótipo foi cerca de

dez vezes maior que naquele do canéfora Apoatã IV-D. Independentemente do

genótipo e das condições metodológicas utilizadas para a obtenção de

protoplastos em Coffea, rendimentos da ordem de 105 (ACUÑA e DE PENA,

1991; SCHÖPKE et al., 1987; SÖNDAHL et al., 1980) e 107 (TAHARA et al.,

1994) têm sido relatados.

3.2. Rendimento protoplástico

Para obtenção de maiores quantidades de protoplastos de boa qualidade e

conseqüente diminuição de restos celulares, foi estudado o efeito de duas

pectinases, pectoliase e macerozima, de diferentes concentrações enzimáticas, do

tempo de digestão, da pré-plasmólise, das dimensões dos agregados celulares e

da ação da cisteína durante a etapa digestiva de agregados celulares das

suspensões celulares Apoatã IV-D e DH3.
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Figura 3- Rendimento protoplástico (Rp) de suspensões celulares dos genótipos
arábica diplóide DH3 (   ) e canéfora Apoatã IV-D (    ) em função do
tempo pós-subcultura. As barras indicam o erro padrão da média de
três repetições.

3.2.1. Enzimas digestivas e tempo de digestão

Em confirmação aos resultados anteriores, o Rp da suspensão celular do

diplóide arábica, independentemente das enzimas testadas, foi sempre maior

relativamente àquele do canéfora Apoatã (Figura 4, Quadro 7). Para ambos os

genótipos, as curvas-respostas das associações enzimáticas no período de doze

horas revelaram-se distintas quando testadas para a identidade de modelos

(REGAZZI, 1993). Assim, considerando-se o final das três primeiras horas de

digestão dos agregados celulares Apoatã, a ação conjunta das enzimas celulase,

macerozima e pectoliase, nas maiores concentrações, promoveu o maior Rp,

revelando, ainda, um sinergismo entre as pectinases. Os tratamentos C2M0,5,

menor Rp e C1P0,2 sugerem que a pectoliase foi mais eficiente que a macerozima

para obtenção de protoplastos Apoatã. A utilização de duas pectinases, além da

celulase, para obtenção de protoplastos a partir de suspensões celulares em

Coffea, tem sido prática comum entre os pesquisadores (Quadro 8).
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Figura 4 - Rendimento protoplástico (Rp) a partir de suspensões celulares de
Apoatã IV-D (A) e DH3 (B) em função do tempo de digestão e da
concentração enzimática de celulase C (2e 1%), de macerozima M (1;
0,5 e 0%) e de pectoliase P (0,2 e 0%) (C2M1P0,2       ; C2M0,5P0,2       ;
C1M0,5P0,2       ; C2M0,5       ; C1P0,2       ).

Quadro 7- Equações de regressão ajustadas para o rendimento protoplástico (Rp,
x106 protoplastos g-1 MF) a partir de suspensões celulares do canéfora
Apoatã IV-D e do arábica DH3 em função do tempo de digestão (td) e
da concentração enzimática

Genótipo Enzimas Equações ajustadas R2

C2M1P0,2* Rp=7,50+1,02.td 0,758
C2M0,5P0,2 Rp=3,05+0,57.td 0,884
C1M0,5P0,2 Rp=1,95+0,41.td 0,855

C2M0,5 Rp=0,85 -
Apoatã IV-D

C1P0,2 Rp=-0,25+0,93.td 0,866

C2M1P0,2 Rp=57,70 -
C2M0,5P0,2 Rp=26,9+13,00.td-0,74.td

2 0,967
C1M0,5P0,2 Rp=-12,88+21,26.td-1,25.td

2 0,908
C2M0,5 Rp=-63,63+32,50.td-1,66.td

2 0,989
Diplóide DH3

C1P0,2 Rp=8,90+23,29.td-1,55.td
2 0,993

* C celulase (2 e 1%), M macerozima (1; 0,5 e 0%), P pectoliase (0,2 e 0%).
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Quadro 8 - Enzimas digestivas, tempo de digestão e rendimento protoplástico
(Rp, x106 protoplastos g-1 MF) de suspensões celulares de genótipos
de Coffea

Genótipo Enzimas
digestivas*

Rp
Tempo de

digestão (h)
Referência

Arábica Caturra C2D0,2P0,2 0,6 4-6 ACUÑA e PENA (1991)

Arábica Catimor
C. canephora

C. racemosa

C. salvatrix

C1D1Pe0,2 0,4-0,8 3-6 SCHÖPKE et al. (1987)

C. arabica C1D0,5M0,8 ...nm** 15 GRÈZES et al. (1993)

Arábica Caturra
C. canephora
Híbrido Arabusta

C2M1P0,2 nm 6 SPIRAL e PETIARD
(1991)

* C celulase (2 e 1%), D driselase (0,2 – 3,5%), Pe pectinase (0,2 e 2,5%), P pectoliase (0,2%) e M
macerozima (0,8 e 1%); ** nm não mencionado.

Dentre esses autores, apenas GREZES et al. (1993) não relataram a

regeneração de plântulas a partir de protoplastos, à semelhança de SÖNDAHL et

al. (1980) ao submeterem calos friáveis de C. arabica, cultivados em meio semi-

sólido, à ação digestiva de driselase 3,5% e pectinase 2,5%. Todavia, TAHARA

et al. (1994), utilizando apenas a pectinase pectoliase, na concentração de 0,2%,

associada à celulase 1%, obtiveram, após 2-3 h de digestão, Rp de 90 x 106

protoplastos g-1 MF, dos quais alguns protoplastos regeneraram plântulas

somáticas seis meses mais tarde. Considerando-se ainda o genótipo canéfora e

excetuando-se o tratamento C2M0,5, cujo Rp manteve-se inalterado após três horas

de digestão, o Rp para as demais associações enzimáticas aumentou linearmente

ao longo do tempo de digestão. O sinergismo entre pectinases e a supremacia

pectolítica verificados para a obtenção de protoplastos Apoatã foram

substituídos, no caso de protoplastos DH3, por antagonismo e eficácias similares

entre as pectinases testadas. Os maiores Rp’s (x106 protoplastos g-1 MF) foram

alcançados com C2M0,5 (95) e C1P0,2 (97) após 9,8 e 7,5 h de digestão,

respectivamente. De maneira geral, o Rp de todas as associações enzimáticas
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estudadas, à exceção de C2M1P0,2, que se manteve inalterado ao longo das 12 h

de digestão, aumentou com o tempo de digestão até um valor máximo, depois do

qual diminuiu. Esses resultados contrastantes em seguida à digestão enzimática

dos agregados celulares Apoatã e DH3 sugerem diferenças genotípicas quanto a

estrutura de parede e, ou, membrana celular.

3.2.2. Pré-plasmólise e dimensões dos agregados celulares

A pré-plasmólise e a filtração dos agregados celulares com peneira de

1000 µm não influenciaram o Rp das suspensões celulares dos genótipos arábica

DH3 e canéfora Apoatã (Quadro 9). O único efeito significativo foi o genotípico,

que confirmou um maior Rp arábica (95 x 106 protoplastos g-1 MF) relativamente

ao canéfora (23 x 106 protoplastos g-1 MF). A pré-plasmólise, que também não

influenciou o Rp de folhas de Theobroma cacao (THOMPSON et al., 1987), tem

sido sugerida por GRÈZES et al. (1993) e SCHÖPKE et al. (1987) para aumentar

o Rp de boa qualidade a partir de suspensões celulares de C. arabica e embriões

somáticos de C. canephora, respectivamente. GRÈZES et al. (1994) concluíram

que a pré-plasmólise anterior à digestão enzimática, além de reduzir o volume

protoplástico, desfaz as conexões plasmodesmata entre células adjacentes e reduz

o efeito tóxico de pectinases, prevenindo o estouro dos protoplastos. Segundo

ISHII (1988), o efeito tóxico de pectinases está associado, aparentemente, à

produção de espécies ativas de O2, que causariam a peroxidação de lipídios de

membranas, tornando-as mais permeáveis.

3.2.3. Cisteína

A adição de cisteína 0,83 mM durante a etapa de digestão enzimática dos

agregados celulares não aumentou o número de microcalos regenerados de

protoplastos dos genótipos arábica DH3 e canéfora Apoatã (Figura 5).

Ao  relatar uma função linear positiva entre as eficiências de

plaqueamento  (Ep =  no de  microcalos  x  100/no  de  protoplastos em cultivo) de
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Quadro 9 - Resumo da análise de variância para o efeito das dimensões dos
agregados celulares e da pré-plasmólise no rendimento protoplástico
dos genótipos arábica DH3 e canéfora Apoatã

Fonte de Variação GL Quadrado Médio

Genótipo (G) 1 31.755,3751*

Dimensões agregados celulares (D) 1 133,4817*

GxD 1 17,0016*

Pré-plasmólise (P) 1 2,2817*

GxP 1 54,6016*

DxP 1 17,0017*

GxDxP 1 3,6817*

Blocos 2 2.325,6380*

Resíduo 14 209,3684*

C.V. (%) 24,5

* significativo a 0,005 de probabilidade pelo teste F.

Figura 5 - Microcalos regenerados de 4 x 105 protoplastos cultivados dos
genótipos arábica DH3 e canéfora Apoatã quatro meses após serem
tratados com cisteína, 0 e 0,83 mM, durante a etapa de digestão
enzimática.
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protoplastos de café e concentração de cisteína no meio de cultura, de 0 a

1,66  µM, GRÈZES et al. (1993) justificaram-na pela ação benéfica do

aminoácido para a conservação da viabilidade celular. Neste caso, a duração e as

condições de digestão dos agregados celulares para a obtenção de protoplastos de

café não os inviabilizam para o desenvolvimento posterior, o que pode ser

relevante na experimentação de eletrofusão, cujo alinhamento dieletroforético

dos protoplastos requer meios relativamente não-condutivos (JONES, 1988).

Curiosamente, a Ep, ao contrário do Rp, foi maior para o genótipo Apoatã

(0,77%), relativamente ao arábica DH3 (0,54%).

3.3. Homoeletrofusão

Protoplastos dos genótipos canéfora Apoatã e arábica diplóide DH3

foram submetidos às condições experimentais de eletrofusão, com o objetivo de

verificar se o processo físico interfere no desenvolvimento posterior dos

protoplastos. A análise de variância dos resultados mostrou que aquele processo

em si não afeta o desenvolvimento pós-fusão dos protoplastos (Quadro 10), e que

o número de microcalos regenerados de protoplastos Apoatã, 2.604, foi maior

que aqueles DH3, 1.817. Considerando a densidade de plaqueamento inicial de

3x105 protoplastos mL-1, as Ep’s foram de 0,87 e 0,61, respectivamente.

3.4. Densidade de plaqueamento

O número de microcalos regenerados de protoplastos do genótipo arábica

diplóide DH3 aumentou quase exponencialmente com incrementos na Dp até 17 x

104 protoplastos mL-1, após o que permaneceu inalterado (Figura 6). Esses

resultados são coerentes com a habilidade limitada das células vegetais de

crescerem em baixas densidades populacionais.

Tem-se verificado, para a maioria das espécies, densidades celulares

ótimas na faixa de 104 a 105 células mL-1 (GLEBA e SYTNIK, 1984; OCHATT

et al.,  1992).  Essa  habilidade  limitada,  de  acordo  com KAO e MICHAYLUK
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Quadro 10 - Resumo da análise de variância para o efeito das condições de
eletrofusão na regeneração protoplástica dos genótipos arábica
DH3 e canéfora Apoatã

Fonte de Variação GL Quadrado Médio

Genótipo (G) 1 1.859.681,0*
Eletrofusão (E) 1 229.633,3

GxE 1 322.752,0
Bloco 2 494.274,1

Resíduo 6 180.669,3

C.V. (%) 19

* significativo a 0,025 de probabilidade pelo teste F.

Figura 6 - Número de microcalos (média de nove campos) regenerados de
protoplastos DH3, aos quatro meses de cultivo, em resposta a sua
densidade de plaqueamento (Dp). A barra indica o erro padrão da
média de três repetições, CV 12%.
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(1975), não está associada, aparentemente, com quaisquer interações celulares

específicas, mas sim com a perda de alguns metabólitos essenciais pelas células

individuais. Em Coffea, as densidades de cultivo têm variado de 105 (ACUÑA e

PENA, 1991; SCHÖPKE et al., 1987; SÖNDAHL et al., 1980) a 2 x 105

(GRÈZES et al.. 1993; SPIRAL e PETIARD, 1991), embora GRÈZES et al.

(1993) tenham verificado aumentos praticamente lineares na Ep inicial, de 15

dias, em resposta aos incrementos na densidade de cultivo até 8 x 105

protoplastos mL-1. Em Citrus, VARDI et al. (1975) relataram que colônias

obtidas com Dp de 4x105 protoplastos mL-1 eram muito pequenas e logo paravam

de crescer.

O aumento da Dp para níveis maiores, como 3, 5 e 7 x 105, embora não

tenha praticamente afetado a Ep de protoplastos DH3, elevou-a para protoplastos

Apoatã, que revelaram a maior e a menor Ep nas Dp’s de 5 e 7 x 105 protoplas-

tos mL-1, respectivamente (Figura 7). À exceção da Dp de 7 x 105 protoplas-

tos mL-1, que promoveu igualdade entre as Ep’s dos dois genótipos, nos outros

dois níveis, 3 e 5 x 105, a Ep Apoatã foi sempre maior que aquela verificada para

o arábica DH3. Eficiências de plaqueamento de no mínimo 30 dias, de 0,25 a 1,25

(GRÈZES et al., 1993), 0,25 a 1,8 (TAHARA et al., 1994) e 10% (ACUÑA e

PENA, 1991), têm sido relatadas para protoplastos de genótipos de café arábica.

Esta última Ep significou a obtenção de 35 plantas (0,0175%) enraizadas do

cultivar Caturra. Em outros gêneros, têm-se obtido Ep’s variando de 3,6 a 9,

como em Citrus (VARDI et al., 1975), e de 0,23 a 0,56, como em Passiflora

(OTONI, 1994).

3.5. Seleção dos heterofusionados

3.5.1. Meio de cultura

Resultados preliminares envolvendo o cultivo de protoplastos parentais,

DH3 e Apoatã, e aqueles provenientes de eletrofusão no meio de YASUDA et al.

(1985),  sem  controle  para  impedir  a  regeneração  de  protoplastos  parentais e
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Figura 7 - Eficiência de plaqueamento (Ep) de protoplastos dos genótipos arábica
diplóide DH3 (     ) e canéfora Apoatã (     )  após três meses de cultivo,
em função da densidade de plaqueamento (Dp). As barras indicam o
erro padrão da média obtida com 7, 2 e 9 repetições para as respectivas
Dp’s em ordem crescente.

homofusionados, revelaram, ao contrário dos protoplastos parentais DH3 e

aqueles provenientes do ensaio de fusão, desenvolvimento pobre dos protoplastos

parentais Apoatã (Figura 8). Resultados semelhantes já foram observados por

OHGAWARA et al. (1985), ao obterem o primeiro híbrido parassexual em

Rutacea,  e por POWER et al. (1977), com protoplastos de Petunia. Os primeiros

autores verificaram que protoplastos foliares de Poncirus trifoliata eram

incapazes de reassumir a divisão celular nas mesmas condições de cultivo que o

faziam protoplastos de Citrus sinensis. Diferentemente, os últimos autores, ao

testarem várias combinações de Rc’s, desenvolveram um meio no qual somente

protoplastos de híbridos sexuais interespecíficos poderiam se desenvolver.

Todavia, ao se estudar o efeito fatorial de diferentes concentrações e associações

de Rc’s com as vitaminas de MOREL e WETMORE (1951)  e  de  GAMBORG

et al. (1968) no cultivo de protoplastos DH3 e Apoatã, não foi possível confirmar

os  resultados  preliminares  nem  identificar  outra   possibilidade  de  seleção  de

protoplastos  com  os  meios  de  cultura  testados  (Quadro  11).  Para  ambos  os
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Figura 8 - Microcalos regenerados após 90 dias de cultivo de protoplastos Apoatã
(A), protoplastos DH3 (B) e uma mistura de populações iguais de
protoplastos Apoatã e protoplastos DH3 eletrofusionada (C).

Quadro 11 - Resumo da análise de variância para o efeito de diferentes meios de
cultura na regeneração protoplástica dos genótipos arábica DH3 e
canéfora Apoatã

Fonte de Variação GL Quadrado Médio

Genótipo (G) 1 316,68078
Reg. Crescimento (Rg) 5 104,71393

GxRg 5 13,5138
Vitamina (V) 1 1.005,0141*

GxV 1 13,3470
RgxV 5 118,8471

GxRgxV 5 47,7806
Bloco 2 522,889

Resíduo 46 204,99033

C.V. (%) 64

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

2 mm
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protoplastos, DH3  e Apoatã, as vitaminas de Morel induziram a um maior

número de microcalos campo-1 que as vitaminas de Gamborg (26 vs. 18) cerca de

dois meses após o início do cultivo, sugerindo efeito benéfico de pantotenato de cálcio

e, ou, de biotina, ou efeito tóxico de tiamina-HCl na concentração de 10 mg L-1.

3.5.2. Iodoacetamida

Aos 30 dias de cultivo de protoplastos submetidos, durante os últimos 30

minutos da digestão enzimática dos agregados celulares, à ação do reagente

sulfidrílico iodoacetamida (WRIGHT, 1978) nas concentrações de 0; 2,5; 5; 7,5 e

10 mM, foi verificada a ocorrência de algumas divisões celulares nos níveis 10 e

7,5 para os genótipos DH3 e Apoatã, respectivamente (dados não apresentados).

Contudo, 30 dias após essas observações, a presença de microcalos foi verificada

somente para aqueles protoplastos que não foram tratados com iodoacetamida.

Diferentemente, ao testarem a faixa de 0 a 20 mM desse inibidor, BELARMINO

et al. (1996) reportaram a presença de microcalos de dois genótipos de Ipomoea

em até 5 mM e sua ausência em resposta às concentrações igual e superiores a

10 mM. Concentrações mais elevadas como 16, 30 e 50 mM têm sido utilizadas

para inibir os respectivos protoplastos parentais de Nicotiana (MATIBIRI e

MANTELL, 1994), Daucus carota (LÁZÁR et al., 1981) e Volvariella

bombycina (ZHAO e CHANG, 1997).

A maior sensibilidade à ação de iodoacetamida em Coffea, relativamente

às espécies referidas acima, foi confirmada com os genótipos arábicas DH3 e

Catimor e canéfora Apoatã, cujos protoplastos foram totalmente impedidos ao

desenvolvimento celular com 2 mM do inibidor (Figura 9). Contudo, essa

sensibilidade parece variar entre os genótipos de Coffea, diferentemente dos

resultados verificados por BELARMINO et al. (1996) com dois cultivares de

Ipomoea, haja vista que o aumento da concentração de iodoacetamida de 0 a

0,5 mM promoveu uma inibição de cerca de 45 e 100% na regeneração de

protoplastos DH3 (Figura 10) e naqueles do genótipo tetraplóide Catuaí Amarelo

(dados não apresentados), respectivamente.
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Figura 9 - Número de microcalos regenerados de protoplastos dos genótipos
canéfora Apoatã (Ap) e arábicas diplóide DH3 e tetraplóide Catimor
(Cat), três meses após terem sido submetidos às concentrações 0 e 2
mM de iodoacetamida, durante os 30 min finais da digestão
enzimática dos agregados celulares. As barras indicam o erro padrão
da média de três repetições.

Figura 10 - Número de microcalos do arábica diplóide DH3, regenerados após
dois meses de tratamento de protoplastos com concentrações
crescentes de iodoacetamida, durante os 30 min finais da digestão
enzimática dos agregados celulares. As barras indicam o erro padrão
da média obtida de duas repetições.
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3.5.3. Rodamina

O aumento da concentração de rodamina, de 0 a 100 µM, diminuiu

linearmente, sem inibir totalmente, o número de células em divisão originadas de

protoplastos dos genótipos Apoatã e DH3, aos 21 e 60 dias de cultivo (Figura 11

e Quadro 12). Embora os parâmetros do efeito linear nos modelos ajustados para

os dois genótipos não tenham diferido entre si aos 21 dias, aos 60 dias esse

parâmetro foi menor na curva-resposta DH3 pelo teste de t(0,05), revelando maior

sensibilidade relativa de protoplastos deste genótipo arábica à ação inibitória de

rodamina. Concentrações deste inibidor metabólico, de 11 µM/12 h

(BÖTTCHER et al., 1989), 33 µM/18 h (AVIV et al., 1986) e 73 µM durante

cinco minutos (MATIBIRI e MANTELL, 1994) e 30 min (BÖTTCHER et al.,

1989), têm tido eficiência verificada para inibir totalmente a divisão de

protoplastos parentais sem afetar o desenvolvimento de protoplastos híbridos

interespecíficos em Nicotiana.

Figura 11 - Número de células em divisão regeneradas de protoplastos dos
genótipos canéfora Apoatã (    ) e arábica diplóide DH3 (     )
tratados com concentrações crescentes de rodamina. As contagens
por campo microscópico foram realizadas aos 21 (A) e 60 (B) dias
de cultivo.
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Quadro 12 - Equações de regressão ajustadas para o número de células (Nc

campo-1) regeneradas de protoplastos dos genótipos canéfora
Apoatã e arábica DH3, aos 21 e 60 dias de cultivo, em função da
concentração de rodamina (Rho)

Genótipo Dias de Cultivo Equações Ajustadas R2

Apoatã Nc =   8,8667-0,0360 Rho 0,880
DH3

21 Nc =   4,3333-0,0320 Rho 0,770

Apoatã Nc =   6,3200-0,0389 Rho 0,751
DH3

60
Nc = 11,6667-0,0855 Rho 0,946

A maior sensibilidade à ação de rodamina dos protoplastos DH3,

relativamente àqueles do canéfora Apoatã, foi também confirmada com

protoplastos de outros cultivares arábicas, Catimor e Catuaí Amarelo, cerca de

três meses após suas exposições aos níveis 0 e 100 do inibidor (Figura 12).

Todavia, ao aumentar-se a magnitude do espaço experimental até 600 µM, as

curvas de resposta lineares foram substituídas por curvas decrescentes de

tendência exponencial que revelaram uma maior sensibilidade de protoplastos

Apoatã, relativamente àqueles DH3, aos 100 e 140 dias da exposição ao inibidor

(Figura 13 e Quadro 13). Aos 75 dias, as curvas-respostas do número de células

em divisão ao aumento da concentração de rodamina não diferiram quando

testadas para a identidade de modelos (REGAZZI, 1993), e indicaram que o

aparecimento de apenas um microcalo campo -1 poderia ser controlado com

248 µM de rodamina. Aos 100 dias, contudo, as curvas estimadas revelaram que

tal escape verificar-se-ia com 323 µM para protoplastos DH3 e 218 µM para

protoplastos Apoatã. Quando todos os microcalos foram contados, aos 140 dias

de cultivo, essas concentrações aumentaram para 883 e 462 µM, respectiva-

mente, sugerindo que avaliações parciais da resposta de protoplastos à ação de

rodamina subestimam aquelas concentrações do inibidor necessárias ao controle

do desenvolvimento de protoplastos parentais.
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Figura 12 - Índice percentual de inibição verificado em microcalos regenerados
de protoplastos dos genótipos canéfora Apoatã e arábicas DH3,
Catimor e Catuaí Amarelo, após cerca de três meses de suas
exposições a rodamina 0 e 100 µM. As barras indicam o erro padrão
da média obtida de quatro repetições, à exceção de Catuaí, obtida
com duas repetições.

3.6. Eletrofusão interespecífica de protoplastos

Foram realizados 96 ensaios de eletrofusão interespecífica, envolvendo os

genótipos parentais Apoatã com os arábicas parentais diplóide DH3 (Figura

14(F)) e tetraplóides Catuaí Amarelo (Figura 14(G)) e Catimor. Dentre estes, 42

(44% de 96) foram causa de insucesso, em razão da concentração inadequada de

rodamina no controle do desenvolvimento de protoplastos parentais, principal-

mente DH3 e Apoatã, e 23 (24% de 96) causa de sucesso, atribuível em grande

parte à sensibilidade diferencial dos arábicas face à ação inibitória de rodamina

(Quadro 14 e Figura 12). Assim, a maior sensibilidade dos arábicas tetraplóides a

esse  inibidor  metabólico  significou  os   maiores  percentuais  de  sucesso dentre

as três combinações parentais testadas. As concentrações adequadas dos

inibidores no controle do desenvolvimento de protoplastos, principalmente no

que se refere à rodamina, somente puderam ser conhecidas no período final da

parte  experimental,  quando  já não havia tempo hábil para a realização de novas
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Figura 13 - Número de microcalos regenerados de protoplastos dos genótipos
canéfora Apoatã (      ) e arábica diplóide DH3 (      ) tratados com
concentrações crescentes de rodamina. Contagens parciais de
microcalos foram realizadas aos 75 (A), quando os modelos
estatísticos não diferiram entre si (     ), 100 dias (B) e de microcalos
totais aos 140 dias (C).
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Quadro 13 - Equações de regressão ajustadas para o número de microcalos (µC)
regenerados de protoplastos dos genótipos canéfora Apoatã e
arábica DH3 submetidos a concentrações crescentes de rodamina
(Rho). Os microcalos foram contados aos 75 (µC campo -1), 100
(µC campo -1) e 140 dias (µC x 103) de cultivo

Genótipo Dias de cultivo Equações ajustadas R2

Apoatã
DH3

75 µC =    13,835 e-0,011Rho 0,996

Apoatã µC =     18,082 e-0,013Rho 0,997
DH3

100
µC =     14,118 e-0,008Rho 0,984

Apoatã µC = 2.572,586 e-0,017.Rho 0,996
DH3

140 µC = 1.168,846 e-0,008Rho 0,989

eletrofusões. Somente o seu conhecimento seria suficiente para elevar a

freqüência de ensaios com sucesso no controle do desenvolvimento de

protoplastos parentais e daqueles provenientes de homofusões de 23 (24%) a 65

(~ 70%).

Cerca de 19 e 14% dos ensaios perderam-se em razão das respectivas

contaminação posterior de microcalos regenerantes e má qualidade de

protoplastos, evidenciada durante e após as eletrofusões (Quadro 14). Além da

boa qualidade das suspensões celulares, e conseqüentemente bons protoplastos, o

sucesso na experimentação de eletrofusão parece ser também muito dependente

do caráter embriogênico das culturas líquidas. Assim, as várias tentativas feitas

no  sentido  de  promover  a diferenciação embriogênica de calos regenerantes de

protoplastos obtidos de culturas líquidas do diplóide DH3, aparentemente não-

embriogênicas, foram infrutíferas, confirmando que a competência de uma

suspensão celular para a divisão contínua não inclui automaticamente a

competência para a diferenciação e regeneração de plantas (POTRYKUS e

SHILLITO, 1986). Neste aspecto, suspensões celulares embriogênicas do

cultivar Apoatã produziram protoplastos que regeneraram posteriormente calos

embriogênicos (Figura 14(D)).



80

A B

C D

E F

G H

50 µm

25 µm

500 µm

25 µm

50 µm

50 µm



81

Quadro 14 - Caracterização numérica dos ensaios de eletrofusão envolvendo
diferentes combinações parentais relativamente aos sucessos e
insucessos e suas causas: contaminação, concentração inadequada
do inibidor metabólico rodamina (CIMR) e má qualidade dos
protoplastos (MQP)

Insucesso
Genótipos Parentais Sucesso

Contaminação CIMR MQP

Apoatã + diplóide DH3 6 14 31 1
Apoatã + Catuaí Amarelo 6 2 5 12
Apoatã + Catimor 11 2 6 -

Total 23 18 42 13

Os resultados dos 23 ensaios que se destacaram pelo aparente sucesso no

controle do desenvolvimento de protoplastos parentais e daqueles provenientes

de homofusões encontram-se na Figura 15. Sua eficiência e a inferioridade

numérica dos microcalos regenerantes de protoplastos parentais tratados com os

inibidores metabólicos, relativamente aos microcalos regenerantes dos mesmos

protoplastos eletrofundidos, sugerem que esta diferença em microcalos é

decorrente da fusão interespecífica de protoplastos, que se desenvolveram graças

à complementação metabólica.

Essa complementação permitiu a BÖTTCHER et al. (1989), após a fusão

de protoplastos de Nicotiana tabacum, tratados com iodoacetato, com aqueles da

linha híbrida entre N. sylvestris e N. undulata, tratados com rodamina, a obtenção

de  híbridos  e  cíbridos  somáticos.  Dentre  os  dois  inibidores  iodoacetamida  e

rodamina, este último foi o que permitiu, de maneira geral, o maior número de

escapes, que são aqueles microcalos regenerados de protoplastos parentais,

tratados com os inibidores metabólicos, que foram cultivados individualmente (A

a H) ou em mistura em partes iguais sem passar por eletrofusões (F a H).

Aos 13 meses da identificação dos 23 ensaios de eletrofusão

interespecífica de protoplastos, que se destacaram pelo aparente sucesso no

controle  do  desenvolvimento  dos  protoplastos  parentais,  foram avaliadas suas
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Figura 15 - Microcalos regenerados de protoplastos parentais dos genótipos C.

canephora cv. Apoatã (AP) e C. arabica DH3, Catimor (CAT) e
Catuaí Amarelo (CA), tratados com os inibidores metabólicos
rodamina (rho) e iodoacetamida (iod) seguidos (+) ou não (    ) de
eletrofusão. Os microcalos foram contados com auxílio de
microscópio luminoso após 2 (F,G e H), 2 e meio (C, D e E) ou 3
(A e B) meses de cultivo.
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capacidades calogênica e embriogênica. Dentre esses 23 ensaios, 13 revelaram

sobrevivência de calos (Quadro 15). Esta sobrevivência foi, contudo, maior

quando o parental arábica utilizado foi o Catimor (64%) relativamente aos outros

arábicas DH3 e Catuaí Amarelo (50%). No que se refere à capacidade

embriogênica, cerca de 45% dos ensaios envolvendo protoplastos Catimor, como

parental arábica, revelaram-se embriogênicos (Quadro 15 e Figura 16). Para os

arábicas DH3 e Catuaí Amarelo, estas freqüências foram de 33 e 0%,

respectivamente.

Quadro 15 - Capacidade calogênica, aos três e 16 meses da eletrofusão, e
embriogênica, aos 16 meses da eletrofusão, avaliada nos calos
emergentes dos 23 ensaios de eletrofusão interespecífica de
protoplastos, que se destacaram pelo aparente sucesso no controle
do desenvolvimento dos protoplastos parentais

Capacidade Calogênica Capacidade Embriogênica
Genótipos parentais

3 meses 16 meses 16 meses

Apoatã + diplóide DH3 6 3 2
Apoatã + Catuaí Amarelo 6 3 0
Apoatã + Catimor 11 7 5

Total 23 13 7

No momento, os calos regenerantes vivos que não ainda expressaram sua

capacidade embriogênica vêm sendo repicados com vistas àquela diferenciação.

Os embriões produzidos vêm sendo transferidos, seqüencialmente, para os meios

M4 e M5, utilizados por ZAMARRIPA et al. (1991) para regeneração de plantas.

Essas plantas permitirão caracterizar a eficiência do método de seleção utilizado,

bem como o potencial da fusão protoplástica para a produção de híbridos

somáticos em Coffea.
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Figura 16 - Calos embriogênicos aos 16 meses da eletrofusão interespecífica
entre protoplastos Apoatã, pré-tratados com iodoacetamida 2 mM, e
protoplastos Catimor, pré-tratados com rodamina 100 µM (A, B e
C), e entre protoplastos Apoatã, pré-tratados com rodamina
200 µM, e protoplastos DH3, pré-tratados com iodoacetamida
1,5 mM (D). Barra: 2 mm.

2 mm 2 mm

2 mm 2 mm

A B

C D
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4. CONCLUSÕES

As suspensões celulares Apoatã e DH3 revelaram, imediatamente após a

subcultura, uma fase exponencial de crescimento celular até um ponto de

inflexão, a partir do qual as taxas de crescimento reduziram progressivamente

para atingir um peso de matéria fresca dos agregados celulares assintótico.

Coincidentemente, os menores rendimentos protoplásticos foram observados

para tempos pós-subcultura superiores àquele do ponto de inflexão. A pré-

plasmólise, a seleção dos agregados celulares de diâmetro inferior a 1 mm e a

adição de cisteína 0,83 mM, durante a digestão enzimática, não interferiram no

rendimento protoplástico das suspensões celulares Apoatã e DH3, ao contrário

das concentrações das enzimas pectinases e celulase. De maneira geral, o

rendimento protoplástico Apoatã, sempre inferior àquele DH3, foi maior quando

as duas pectinases, pectoliase e macerozima, estiveram associadas à celulase, as

três nas maiores concentrações testadas. Diferentemente, para o diplóide DH3,

esse sinergismo entre as pectinases foi substituído por um aparente antagonismo.

Os 12 meios de cultivo de protoplastos testados, envolvendo seis associações dos

reguladores de crescimento auxina e citocinina com dois complexos vitamínicos,

de Gamborg e de Morel, não permitiram distinguir os protoplastos parentais

Apoatã e DH3 quanto ao crescimento dos microcalos. Alternativamente, os

inibidores metabólicos iodoacetamida e rodamina, nas respectivas concentrações
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de 2 e de 0,9 mM, mostraram-se eficazes em inibir a regeneração dos

protoplastos parentais em microcalos. Seu aproveitamento permitiu a realização

de 23 ensaios de eletrofusão interespecífica, cujos produtos, aparentemente

justificados pela complementação metabólica, encontram-se em desenvolvimento

com vistas à diferenciação embriogênica e regeneração de plantas. Esta última

permitirá análises para verificação do potencial de fusão protoplástica no

melhoramento parassexual em Coffea.
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2. RESUMO E CONCLUSÕES

Esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de verificar a exeqüibilidade

da fusão protoplástica interespecífica como ferramenta no melhoramento

parassexual em Coffea. Para tanto, pretendeu-se a introgressão das resistências,

aos nematóides Meloidogyne incognita e M. exigua, do cultivar canéfora Apoatã,

nos genótipos arábicas diplóide DH3 e tetraplóides Catimor e Catuaí Amarelo.

Com vistas à obtenção dos protoplastos, foram iniciadas suspensões celulares

embriogênicas a partir de calos friáveis embriogênicos induzidos de explantes

foliares. Posteriormente foram estudadas, nas suspensões celulares Apoatã e

DH3, as cinéticas do crescimento e do rendimento protoplástico em função do

tempo pós-subcultura, bem como as condições de digestão de seus agregados

celulares. Foram realizados, ainda, estudos para a seleção dos heterofusionados.

De maneira geral, explantes de todos os genótipos estudados reagiram

favoravelmente à formação de tecido embriogênico friável. Contudo, apenas os

genótipos arábicas DH3 e Catuaí Vermelho requereram, no meio de indução, a

ação combinada da auxina 2,4-D e da citocinina KIN para a sua obtenção. Os

demais genótipos reagiram mais favoravelmente quando o regulador de

crescimento foi apenas a citocinina BAP. O surgimento de calos embriogênicos e

embriogênicos friáveis foi antecipado, em cerca de dois meses, quando os

explantes foliares de Apoatã, DH3 e Catimor foram removidos de partes aéreas
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micropropagadas relativamente às plantas mantidas em casa de vegetação.

Diferentemente, o agente gelificante GelriteTM, em comparação ao ágar,

aumentou a freqüência de ambos os calos embriogênico e embriogênico friável

em explantes foliares de partes aéreas micropropagadas de Apoatã. As maiores

freqüências de explantes com calos friáveis verificadas para os genótipos

canéfora Apoatã e arábicas DH3, Catimor, Catuaí Amarelo e Catuaí Vermelho

foram respectivamente 80 (M3/B4), 60 (A2/M3), 40 (M3/B4), 40 (A4/M3) e

20% (A2/B4/B5). A diferenciação embriogênica dos agregados celulares, em

cultura líquida, rendeu cerca de 241.000, 72.870 e 121.760 embriões por grama

de peso da matéria fresca de agregados celulares Apoatã, Catimor e DH3,

respectivamente.

Ambos os genótipos Apoatã e DH3 revelaram, imediatamente após a

subcultura, uma fase exponencial de crescimento celular até um ponto de

inflexão, a partir do qual as taxas de crescimento reduziram progressivamente

para atingir um peso de matéria fresca dos agregados celulares assintótico.

Coincidentemente, os menores rendimentos protoplásticos foram observados

para tempos pós-subcultura superiores àquele do ponto de inflexão. Embora a

pré-plasmólise e a não-utilização dos agregados celulares de diâmetro superior a

1 mm, bem como a adição de cisteína 0,83 mM durante a digestão enzimática,

não interferissem no rendimento protoplástico das suspensões celulares Apoatã e

DH3, as concentrações das enzimas pectinases e celulase o influenciou. De

maneira geral, o rendimento protoplástico Apoatã, sempre inferior àquele DH3,

foi maior quando as duas pectinases, pectoliase e macerozima, estiveram

associadas à celulase, as três nas maiores concentrações testadas. Diferentemente,

para o diplóide DH3, esse sinergismo entre as pectinases foi substituído por um

aparente antagonismo. Tendo como objetivo uma possível seleção de

heterofusionados com o meio de cultivo dos protoplastos, os 12 meios testados,

envolvendo seis associações dos reguladores de crescimento auxina e citocinina

com dois complexos vitamínicos, de Gamborg e de Morel, não permitiram

distinguir os protoplastos parentais Apoatã e DH3 quanto ao crescimento dos

microcalos. Alternativamente, os inibidores metabólicos iodoacetamida e
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rodamina, nas respectivas concentrações de 2 e de 0,9 mM, mostraram-se

eficazes em inibir a regeneração dos protoplastos parentais em microcalos. Seu

aproveitamento permitiu a realização de 23 ensaios de eletrofusão interespecífica,

cujos produtos, aparentemente justificados pela complementação metabólica,

encontram-se em desenvolvimento com vistas à diferenciação embriogênica e à

regeneração de plantas. Esta última permitirá análises para verificação do

potencial da fusão protoplástica no melhoramento parassexual em Coffea.
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Quadro 1A - Análise  de  variância  relativa  ao  teste  de  hipótese Ho: βDH3 =
βApoatã IV-D (as equações MF f(t) são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (6) (96.987.606)
Parâmetros (θ) 3 93.976.868
Redução (Ho) 3 3.010.738 1.003.579,3 105*
Resíduo 12 114.516 9.543

Total 18 97.102.122

* Significativo a 0,005 de probabilidade.

Quadro 2A - Análise de  variância  relativa  ao  teste de hipótese Ho: βApoatã IV-C =
βApoatã IV-D (as equações MF f(t) são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (6) (36.798.314)
Parâmetros (θ) 3 30.707.583
Redução (Ho) 3 6.090.731 2.030.243,7 676*
Resíduo 12 35.999,7 2.999,975

Total 18 36.834.314

* Significativo a 0,005 de probabilidade.

Quadro 3A - Análise de variância relativa ao teste de hipótese Ho: β1 =  β2 = β3 =
β4 = β5 (as equações Rp f(td) para o canéfora Apoatã são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (10) (1.523,848)
Parâmetros (θ) 2 1.061,656
Redução (Ho) 8 462,192 57,77395 23,88*
Resíduo 10 21,192 2,41920

Total 20 1.548,04

* Significativo a 0,005 de probabilidade.
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Quadro 4A - Análise de variância relativa ao teste de hipótese Ho: β1 =  β2 = β3 =
β4 = β5 (as equações Rp f(td) para o arábica DH3 são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (10) (99.590,289)
Parâmetros (θ) 2 96.073,842
Redução (Ho) 8 3.516,447 439,5559 26,50*
Resíduo 10 165,823 16,5823

Total 20 99.756,112

* Significativo a 0,005 de probabilidade.

Quadro 5A - Análise  de  variância  relativa  ao teste de  hipótese Ho: βDH3 =
βApoatã (as equações Nc f(Rho) aos 21 dias de cultivo são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (4) (301,5459)
Parâmetros (θ) 2 254,5500
Redução (Ho) 2 46,9959 23,4979 46*
Resíduo 6 3,0111 0,5019

Total 10 304,557

* Significativo a 0,005 de probabilidade.

Quadro 6A - Análise  de  variância relativa ao  teste de  hipótese Ho: βDH3 =
βApoatã (as equações Nc f(Rho) ao 60 dias de cultivo são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (4) (424,0604)
Parâmetros (θ) 2 394,4927
Redução (Ho) 2 29,5677 14,7839 15,44*
Resíduo 6 5,7435 0,9572

Total 10 429,8039

* Significativo a 0,005 de probabilidade.
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Quadro 7A - Análise  de variância relativa ao teste de hipótese Ho: βDH3 = βApoatã

(as equações µC f(Rho) aos 75 dias de cultivo são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (4) (402,3968)
Parâmetros (θ) 2 399,3350
Redução (Ho) 2 3,0618 1,5309 3,37ns

Resíduo 6 2,7181 0,4530

Total 10 405,1149
ns  não-significativo.

Quadro 8A - Análise  de  variância  relativa  ao  teste  hipótese  Ho: βDH3 = βApoatã

(as equações µC f(Rho) aos 100 dias de cultivo são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (4) (551,3551)
Parâmetros (θ) 2 542,1424
Redução (Ho) 2 9,2127 4,6063 7,92*
Resíduo 6 3,4876 0,5813

Total 10 554,8427

* significativo a 0,025 de probabilidade.

Quadro 9A - Análise  de  variância  relativa ao teste de hipótese Ho: βDH3 = βApoatã

(as equações µC f(Rho) aos 140 dias de cultivo são iguais)

Fontes de Variação GL SQ QM F

Parâmetros (β) (4) (8.158.224,9)
Parâmetros (θ) 2 7.167.665,1
Redução (Ho) 2 990.559,8 495.279,9 87*
Resíduo 6 33.836,8 5.639,5

Total 10 8.192.061,7

* significativo a 0,005 de probabilidade.


