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EMBRIOGENESE SOMATICA DO CAFEEIRO (Coffea arabica L.) E
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ANATOMICA DAS DIFERENTES
ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO

RESUMO

A cafeicultura é uma atividade de grande expressao no cendario agroindustrial brasileiro,
colocando o Brasil como o0 maior produtor e maior exportador de café do mundo. Coffea
arabica L. (Rubiaceae) é responsavel por 70% de todo o café produzido e
comercializado no mundo. O sucesso dos programas de melhoramento genético do
cafeeiro tem disponibilizado variedades mais adaptadas. Entretanto a propagacédo
convencional do cafeeiro € muito lenta. Dessa forma, a propagacédo clonal da espécie é
fundamental para possibilitar uma répida difusdo de novos genoétipos de interesse.
Sendo assim, a micropropagacao via embriogénese somatica é a melhor op¢édo para a
rapida propagacdo clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, o objetivo do
trabalho foi otimizar as estratégias de clonagem via embriogénese somatica indireta a
partir de folhas jovens do cafeeiro (Coffea arabica L. variedade Catuai Vermelho), além
de compreender as principais etapas do processo, com o0 auxilio de cortes anatdmicos e
analises bioguimicas. Na fase de inducédo de calo, foi avaliada a influéncia de gendtipos
de Coffea arabica (Catuai Vermelho, Mundo Novo, Hibrido 427-2, Hibrido Clone 12),
associados a tipos de folhas fenotipicamente semelhantes; a influéncia do nimero de
explantes por placa de Petri (4, 6, 8 e 10) e tipos de folhas fenotipicamente semelhantes;
o efeito de concentracbes de sacarose (1, 2, 3 e 4%); as combinacBes de caseina
hidrolisada (0 e 100 mg.L™) e extrato de malte (0 e 400 mg.L™); o efeito de tipos de
auxinas (2,4-D e Picloram) e suas concetragdes (2,5; 5; 10 e 20 uM) para as variedades
Catuai Vermelho e Mundo Novo, além da citocinina 2-iP (5, 10, 20 e 30 uM). Na fase
de multiplicagéo, foi analisada a influéncia da densidade inicial de calos embriogénicos
(6, 8, 10 e 12 g.L™); volumes de Erlenmeyers (125 e 250 ml), associados ao ajuste ou
ndo da densidade, bem como a presenca e auséncia de luz. Experimentos também foram
efetuados na fase de regeneracdo, maturacdo e germinacdo de embrides, onde foram
testados o numero de calos embriogénicos por placa de Petri (4, 6, 8 e 10), o efeito da
luz e escuro, associado ao tempo de cultivo (30, 60 e 90 dias), além do efeito da luz e
escuro associado a diferentes densidades iniciais de células (1, 5 e 10 g.L™). Para

melhor entender o processo embriogénico, cortes anatdmicos seriados foram realizados
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em explantes foliares com diferentes periodos de cultivo nos meios primario e
secundario (0, 4, 7, 15, 30 dias), calo primério tipo 1, calo primério tipo 2, calo
embriogénico, embrides globulares, embriGes torpedo, embriGes cotiledonares e
embribes zigdticos. Por fim, foram extraidos e quantificados os carboidratos, os
aminoacidos e as proteinas de diversas fases do desenvolvimento embriogénico.
Verificou-se que a variedade Catuai Vermelho é a que melhor responde ao protocolo de
inducdo de calo. A amostragem de folhas e a percentagem de formacéo de calo primario
tipo 2 influenciam a percentagem de formacao de calo embriogénico. A utilizacdo de
seis explantes por placa, a concentracdo de 3% de sacarose, a utilizagdo de caseina
hidrolisada associada ao extrato de malte e a concentragdo de 10 pM de 2-iP
proporcionam os melhores resultados para a formacédo de calo embriogénico. Na fase de
multiplicacdo, o tratamento com densidade inicial de 10 g.L"1 de calo embriogénico, o
uso do frasco de 250 ml de capacidade, com ajuste parcial da densidade e material
cultivado na auséncia de luz responderam com as melhores taxas de multiplicacdo de
calo embriogénico. A etapa de regeneracdo, maturacdo e germinacdo de embrides
somaticos foi otimizada com a inoculacdo de quatro ou seis explantes por placa,
cultivados por 90 dias em meio de regeneragdo e, quando transferidos para o meio de
germinacdo liquido, a densidade inicial de 5 g.L™ proporcionou a maior sincronizagéo
na maturacdo dos embrides. Em relacdo a anatomia das diferentes etapas, foi verificado
que a formacdo de calo priméario acontece aos 7 dias de cultivo e esse calos se
originaram a partir de divisdes sucessivas de células do procambio. Calos primarios tipo
1 e tipo 2 apresentaram morfologia e tipos celulares distintos e o calo embriogénico é
originado do calo primario tipo 1. O metabolismo dos carboidratos, aminoacidos e
proteinas auxiliam para uma melhor interpretacdo e entendimento sobre 0s processos de
inducdo da embriogénese somatica, assim como a regeneracdo, maturacdo e germinacao

dos embrides somaticos.

Palavras-chave: Anatomia vegetal, bioquimica vegetal, ontogénese.



SOMATIC EMBRYOGENESIS OF COFFEE (Coffea arabica L.) AND
HISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF THE DIFFERENT
STAGES INVOLVED IN THE PROCESS

ABSTRACT

Coffee cultivation is a very important activity for Brazilian agroindustry, positioning
Brazil as the largest producer and exporter of coffee in the world. Coffea arabica L.
(Rubiaceae) is responsible for seventy percent of all the coffee produced and sold
worldwide. The success of programs for the genetic improvement of coffee has resulted
in the availability of better-adapted varieties. However, conventional propagation of the
coffee plant is very slow. Thus, clonal propagation of the species is fundamental to
enable rapid proliferation of new genotypes of interest. Micropropagation via somatic
embryogenesis is the best option for rapid, large-scale clonal propagation of this
species. In this context, this work aimed to optimize cloning strategies via indirect
somatic embryogenesis, using young leaves of coffee plants (Coffea arabica L. variety
Catuai Vermelho), and to understand the key steps in the process, with the aid of
anatomical sections and biochemical analyses. In the callus induction phase, we
evaluated the influence of genotypes of Coffea arabica (Catuai Vermelho, Mundo
Novo, Hibrido 427-2, Hibrido Clone 12), associated with phenotypically similar leaf
types; the influence of the number of explants per Petri dish (4, 6, 8, and 10) and
phenotypically similar leaf types; the effect of sucrose concentrations (1, 2, 3, and 4%);
combinations of hydrolyzed casein (0 and 100 mg/L) and malt extract (0 and 400
mg/L); the effect of auxin types (2,4-D and Picloram) and their concentrations (2.5, 5,
10, and 20uM) for the Catuai Vermelho and Mundo Novo varieties, as well as cytokinin
2-iP (5, 10, 20, and 30puM). In the multiplication phase, we analyzed the influence of the
initial density of the embryogenic calli (6, 8, 10, and 12 g/L); the volumes of the
Erlenmeyer flasks (125 and 250 ml), associated with the adjustment or non-adjustment
of density, as well as the presence or absence of light. Experiments were also conducted
in the regeneration, maturation, and embryo-germination phase to test the number of
embryogenic calli per Petri dish (4, 6. 8, 10), the effect of light and dark associated with
cultivation time (30, 60, and 90 days), in addition to the effect of light and dark
associated with the different initial densities of the cells (1, 5, and 10 g/L). In order to

gain a better understanding of the embryogenic process, series of anatomical sections
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were prepared from foliar explants at different stages of growth in primary and
secondary media (0, 4, 7, 15, and 30 days): primary callus type 1, primary callus type 2,
embryogenic callus, globular embryos, torpedo embryos, cotyledonary embryos, and
zygotic embryos. Finally, carbohydrates, amino acids, and proteins from various phases
of embryogenic development were extracted and quantified. It was found that the Catuai
Vermelho variety was the one that best responded to the callus induction protocol. The
leaf sample and the percentage of primary callus type 2 influenced the formation of
embryogenic callus. The use of six explants per dish, a concentration of 3% of sucrose,
hydrolyzed casein in combination with malt extract, and a concentration of 10 pM of 2-
IP provide the best results for embryogenic callus formation. In the multiplication
phase, treatment with an initial density of 10 g/L of embryogenic callus, the use of a
250 ml capacity flask, with partial adjustment of density, and material cultivated in the
absence of light led to the highest rates of multiplication of embryogenic callus. The
regeneration, maturation, and germination phase of somatic embryos was optimized
with the inoculation of four or six explants per petri dish, cultivated for 90 days in
regeneration medium and, when transferred to liquid germination medium, an initial
density of 5 g/L yielded the highest synchronization in the maturation of the embryos.
In relation to the anatomy of the different stages, it was found that the formation of
primary callus occurs at seven days of cultivation, and that these calli originate from the
successive division of procambium cells. Primary calli type 1 and type 2 have distinct
morphology and distinct cell types, and the embryogenic callus originates from type 1
primary callus. The metabolism of carbohydrates, amino acids, and proteins enables a
better interpretation and understanding of the induction processes of somatic
embryogenesis, and of the regeneration, maturation, and germination of somatic

embryos.

Key-words: Plant anatomy, plant biochemistry, ontogenesis.
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1. INTRODUCAO GERAL

O cafeeiro sempre teve grande importancia para a economia brasileira e, diante
disto, o Brasil se tornou seu maior produtor mundial. Desde a sua chegada ao pais, em
1727, o café foi o maior gerador de riquezas e o produto mais importante da histdria
nacional (Carvalho, 1946). Desde entdo, continua sendo um importante gerador de
divisas, rendendo anualmente ao pais cerca de 2 bilhdes de doélares através da
exportacdo de 26 milhdes de sacas ao ano, correspondendo a mais de um terco da
producdo mundial e contribuindo com mais de 2% do valor total das exportagdes
brasileiras. A cultura do café ainda representa um mercado em franca expansdo no
mundo, cujo agronegocio gera recursos na ordem de 91 bilhGes de ddlares ao
comercializar as 115 milhdes de sacas que, em média, sdo produzidas, envolvendo
aproximadamente meio bilhdo de pessoas desde a producdo ao consumo final, cerca de
8% da populagdo mundial (Agrianual, 2010).

E nesse mercado em ascensdo que estdo centrados os interesses da cadeia
produtiva do café brasileiro e o volume equivalente a soma da producao dos outros seis
maiores paises produtores, gerando mais de 8 milhGes de empregos diretos e indiretos
no pais, sendo o setor do agronegdcio brasileiro que mais emprega no Brasil (Anuério,
2010).

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo sendo o Brasil o0 segundo
maior mercado consumidor, atrds somente dos Estados Unidos. Avaliando a
importancia desse produto, estudos foram feitos sobre os fatores que influenciam a
qualidade do gréo e da bebida. De acordo com os resultados, observou-se que os fatores
ambientais sdo os principais responsaveis pela qualidade do sabor, do aroma e do corpo
da bebida, consumida diariamente por mais de um bilhdo de pessoas ho mundo (Reis &
Cunha, 2010).

Dentre as plantas produtoras de café, Coffea arabica L. é responsavel por 70%
de todo o café produzido e comercializado no mundo. Esta espécie, pertencente a
familia Rubiaceae, € uma planta perene de porte arbustivo, produtora de frutos do tipo
drupa, contendo, normalmente, duas sementes que representam seu produto econémico
(Santos et al., 2003). Esta planta é originaria do sudoeste da Etiopia, sudeste do Sudéo e
norte do Quénia, pertencente ao género Coffea L., que com cerca de 103 espécies possuli
apenas duas espécies de importancia comercial: C. arabica e C. canephora Pierre,

representando praticamente 100% da producdo mundial (Privat et al., 2008).



O cultivo tradicional de C. arabica é geralmente afetado por diversos insetos,
tais como o bicho-mineiro, as cigarras, as cochonilhas, a lagarta dos cafezais e a broca-
do-café, além de varios patégenos como fungos, acaros e nematoides endoparasiticos,
que causam anualmente aos produtores bilhGes de dolares em prejuizos (Zambolin,
2003).

Na cafeicultura, os programas de melhoramento genético tém colocado a
disposicao dos cafeicultores variedades mais resistentes a doencas e pragas. A utilizagédo
de cultivares de cafeeiros mais adaptadas favorece a reducdo do uso de agrotdxicos, a
reducdo de perdas nas producgdes e garantem melhor rentabilidade para os produtores.
Por outro lado, o periodo para o desenvolvimento de genotipos superiores de café é
longo e trabalhoso, pois sdo necessarios cerca de 30 anos para a obtencdo de uma
cultivar com caracteristicas agrondémicas desejaveis. Dessa forma, a propagacdo
acelerada do cafeeiro é fundamental para possibilitar uma rapida difusdo dos novos
genotipos (Pereira et al., 2003).

De acordo com Ferreira et al. (2005), a micropropagacdo via embriogénese
somatica &, teoricamente, a melhor opcao para a propagacao clonal em larga escala de
espécies fruteiras, devido as seguintes vantagens: taxa de multiplicacdo superior a
qualquer outro processo de propagacgéo, escalonamento da producdo pela manutengéo
das culturas em meio liquido, eliminando a dependéncia de periodos especificos de
disponibilidade do material propagativo, permitindo estabelecer o periodo desejado para
a obtencdo e diminuig&o dos custos e do tempo da producéo.

A embriogénese somaética é definida como o processo pelo qual células
somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estddios embriogénicos, dando
origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas, possibilitando a propagacéo
acelerada de clones superiores e a manutencdo de hibridos interespecificos (Pereira et
al., 2007).

A micropropagacdo via embriogénese somaética do cafeeiro pode ser realizada
utilizando-se duas rotas de desenvolvimento: direta, na qual os embrides somaticos
originam-se diretamente dos tecidos matrizes sem a formacao de estadios intermediarios
de calos; e indireta, na qual os embribes somaticos formam-se a partir de calos, uma
massa de células com crescimento desordenado. A metodologia de embriogénese
somatica indireta na espécie € a mais promissora, no entanto, ainda precisa ser
otimizada e adaptada para a realidade encontrada na produgéo em larga escala (Donato
et al., 2000).



Nas técnicas de propagacgdo in vitro, o estabelecimento de células, tecidos ou
Orgdos vegetais sob condigdes controladas tem como consequéncia a interrupcdo do
controle hormonal a que estas células estavam submetidas. Quando expostas a uma
nova condicdo ambiental, as células vegetais podem expressar um potencial
morfogénico que ndo se expressaria fora desse ambiente. As condigdes de cultivo
podem tanto permitir a continuidade de um padrdo de desenvolvimento inviabilizado na
planta, quanto promover a desdiferenciacdo e a neomorfogénese vegetal. As etapas que
constituem estes eventos podem ser detalhadas pelo emprego de técnicas de analise
anatémica (Rodrigues et al., 2004).

A Anatomia Vegetal é o ramo da boténica que estuda as estruturas internas do
corpo das plantas, permitindo a descricdo de células, tecidos e dérgdos quanto a sua
ontogénese, constituicdo e funcdo, podendo auxiliar na compreensdo de diversos
fendmenos relacionados aos organismos vegetais, dentre 0s quais as respostas a
embriogénese somatica e ao cultivo in vitro (Appezzato-da-Gloria & Carmello-
Guerreiro 2003).

A possibilidade de manipulacdo do sistema de cultivo in vitro para fins
tecnolégicos depende do dominio preciso de principios de fisiologia do
desenvolvimento. Dessa forma, estudos bioguimicos, associados aos estudos
morfoldgicos e histoldgicos estdo sendo realizados durante a embriogénese somatica em
diferentes plantas, proporcionando uma grande quantidade de informacdes, incluindo
aquelas associadas as alteragcBes bioquimicas relacionadas com a inducdo da
competéncia embriogénica (Komamine el al., 1991), ao acumulo de proteinas em calos
embriogénicos ou ndao embriogénicos (Hahne & Lorz, 1988), assim como nas demais
etapas envolvidas no processo da embriogénese somatica.

Diante desse contexto, o trabalho objetiva otimizar as estratégias de clonagem
via embriogénese somatica indireta do cafeeiro (Coffea arabica L.) e compreender as
principais etapas do processo com o auxilio de cortes anatdmicos e das anélises

bioquimicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Aspectos gerais do cafeeiro (Coffea arabica L.)

A espécie Coffea arabica pertence a familia Rubiaceae, tribo Coffeeae, que é
composta por dois géneros: Coffea L. (subgéneros: Coffea e Baracoffea) e Psilanthus
Hook f. (subgéneros: Psilanthus e Afrocoffea) que juntos abrangem por volta de 120
espéecies. O subgénero Coffea possui cerca de 103 espécies e tem como centro de
origem regides tropicais e subtropicais do continente africano, sendo a espécie C.
arabica, a primeira descrita para o género e até hoje a espécie mais importante
comercialmente (Bridson, 1994).

Apesar do elevado numero, apenas duas espécies sdo importantes
comercialmente: Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre. Das espécies citadas, C.
arabica e C. canephora representam, praticamente, todo o café produzido e
comercializado no mundo, sendo responsaveis por 70 e 30%, respectivamente. (Privat et
al., 2008). As demais espécies, como as Coffea eugenioides Moore, C. salvatrix
Swynn., C. racemosa Lour., C. dewevrei De Wild, et Th. Dur., C. liberica Hiern., C.
congensis Froehner. e C. humilis Chev., entre outras, tém sido importantes para 0s
programas de melhoramento, como fontes de alelos favoraveis para a resisténcia a
pragas, a doencas, a nematoides, a seca, bem como para a qualidade de grdos e demais
problemas que afetam a produtividade e a qualidade das variedades de café em nivel
mundial (Charrier & Berthaud, 1985).

O cafeeiro é uma planta tetrapldide, autofértil, com ocorréncia de 10 a 12% de
fecundacdo cruzada. Apresenta raiz pivotante profunda e raizes secundarias ramificadas.
O caule Unico e os ramos ortotropicos podem dar origem a folhas e também a ramos
plagiotropicos, que produzem folhas e botdes florais. As folhas apresentam coloracéo
verde-escura, sao elipticas e apresentam laminas brilhantes. Os frutos sdo drupas com
coloracdo amarelada ou avermelhada ap6s o amadurecimento. Possuem superficie lisa,
exocarpo delgado, mesocarpo carnoso e endocarpo fibroso. O endosperma possui uma
pelicula prateada, cuja base abriga o embrido (Graner & Godoy Junior, 1967).

C. arabica é uma espécie nativa do sudoeste da Etiépia e montanhas
circunvizinhas do Sudao e do Quénia. Em 1727 foi introduzida no Brasil a variedade
Typica, também denominada Arabica, Comum, Crioula ou Nacional pelo Sargento

Francisco de Melo Palheta, em Belém do Para, e em seguida levada para o Maranhao e
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para a Bahia, e posteriormente para o Rio de Janeiro, expandindo-se para o Vale do
Paraiba, Minas Gerais, Espirito Santo, Parana, Mato Grosso e Rondonia (Carvalho,
1993).

A variedade ‘Bourbon Vermelho’ foi introduzida provavelmente, em 1859, e foi
muito cultivada devido a sua alta produtividade. ‘Sumatra’, foi introduzida em 1896,
embora tenha sido pouco cultivada, originou, por hibridacdo natural com ‘Bourbon
Vermelho’ a variedade ‘Mundo Novo’, selecionada a partir de 1943 e até hoje é uma
das variedades mais plantadas. A mutacdo mais importante para a cafeicultura brasileira
ocorreu provavelmente na variedade ‘Bourbon Vermelho’, dando origem as cultivares
‘Caturra Vermelho’ e ‘Caturra Amarelo’. Nao ha informacdes completas a respeito da
origem dessas variedades, porém existem relatos de plantacGes existentes no Espirito
Santo em 1937 (Carvalho et al., 1952).

Essas variedades apresentam um gene mutante que determina a redugdo do
comprimento dos internddios e, consequentemente, do porte da planta (Carvalho et al.,
1984). Uma hibridacdo realizada em 1949, no Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), entre ‘Caturra Amarelo’ ¢ ‘Mundo Novo’, deu origem as variedades ‘Catuai
Vermelho® e ‘Catuai Amarelo’, que reuniram as caracteristicas de produtividade e
rusticidade do ‘Mundo Novo’ com o porte reduzido de ‘Caturra’ (Carvalho & Monaco,
1972). Existem diversas linhagens de ‘Catuai Vermelho’ ¢ ‘Catuai Amarelo’, sendo as
cultivares mais plantadas no Brasil (Pereira & Sakiyama, 1999; Fazouli et al., 2002).

No processo de dispersdao do café foram utilizadas pequenas quantidades de
sementes, em consequéncia a base genética da cafeicultura no Brasil e no mundo é
estreita (Carvalho et al., 1993). O estudo da diversidade genética em café, utilizando
marcadores moleculares do tipo RAPD, comprovou a pequena diversidade genética
existente entre as variedades (Orozco et al., 1994; Lashermes et al., 1996).

Em relacdo ao desenvolvimento de variedades resistentes ao bicho mineiro,
encontramos trabalhos utilizando tanto os métodos de selecdo classica como os de
modificacdo genética por transgenia (Guerreiro Filho, 1999). No entanto, a cafeicultura
brasileira ainda sofre enormes prejuizos causados por insetos-praga, sendo a espécie
Coffea arabica susceptivel a maioria deles. Os principais danos sdo devidos aos ataques
do bicho mineiro (Perileucoptera coffeella Guérin & Meéneville), da broca do café
(Hypothenemus hampei Ferrari), das cigarras (Quesada gigas Oliver, Carineta spp.,
Fidicina pronoe Walker e Dorisiana spp.) e das cochonilhas de raiz (Dysmicoccus

cryptus Hempel). O manejo destas pragas por produtos quimicos contribui para
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aumentar o custo de producdo da cultura e exige especial atencdo em relacdo a época e
as condicOes de aplicacdo. Além disso, excessivas aplicaces de inseticidas poluem o

meio ambiente e ameagam a salde humana.

2.2.  Importancia econdmica

A espécie C. arabica é a mais plantada em todo mundo, sendo de importancia
econdmica para o Brasil, que esta classificado como o principal produtor, o maior
exportador e o segundo maior consumidor de café do mundo (Mendes, 1997).

O agronegdcio internacional do café € uma das atividades mais importantes no
aspecto econémico, pela movimentacdo de mais de 91 bilhdes de ddlares por ano, e no
social, por empregar, direta e indiretamente, mais de meio bilhdo de pessoas, ou em
torno de 8% da populacdo mundial (Embrapa Café, 2004).

No cenario nacional temos que a safra de café beneficiado em 2009/10 atingiu
48.094,8 mil sacas de 60 quilos cada. Esse resultado representa um acréscimo de 21,9%
ou 8.620 mil sacas, quando comparado com a producdo de 39.470 mil sacas obtidas na
safra de 2009. O maior acréscimo foi observado na producdo de café arabica, estimada
em 36,72 milhdes de sacas, 0 que representa um ganho sobre a safra anterior de 27,2%,
(7.958,1 mil sacas). Para a producdo do conilon (robusta) a previsdo indica um volume
de 11,27 milhdes de sacas, ou seja, crescimento de 6,3% (666,3 mil sacas).

Dentro desse cenério de producdo nacional, podemos observar detalhadamente
na Tabela 1 a producdo anual de cada um dos estados brasileiros responsaveis pelo

destaque do pais no mercado mundial.



Tabela 1. Escala de producgdo de café (sacas beneficiadas) nos estados brasileiros em
2010.

ESTADOS ARABICA CONILON TOTAL
Minas Gerais 24.903,0 252,0 25.155,0
Espirito Santo 2.792,0 7.355,0 10.147,0

Sé&o Paulo 4.662,0 - 4.662,0

Parana 2.284,0 - 2.284,0
Bahia 1.727,9 564,8 2.292,7

Rondénia - 2.369,0 2.369,0

Mato Grosso 16,3 186,8 203,1

Para - 228,6 228,6

Rio de Janeiro 237,6 12,5 250,1

Demais Estados 201,3 302,0 503,3
Brasil 36.824,1 11.270,7 48.094,8

Segundo Tristdo (1995), a cafeicultura é a atividade agricola que mais gera
empregos no Brasil, sendo um relevante fator de distribuicdo de renda. O agronegdcio
do café, em toda sua cadeia, envolve a producdo, o transporte, o armazenamento, a
comunicacdo, a rede bancéria, os servicos financeiros, os portos, a embalagem, o
processamento, a industrializacdo e a comercializagdo, empregando cerca de trés
milhGes de brasileiros. O complexo agroindustrial do café no pais movimenta,
anualmente, cerca de 8,1 bilhdes de reais, assim distribuidos: 3,6 na industria, 4,3 na
exportacdo e 0,2 em soluveis (Rufino & Arédes, 2009), envolvendo, direta e
indiretamente, 10 milhdes de pessoas e, pelo menos, 1.700 municipios (Resende et al.,
2000).

O café é um dos poucos produtos cujo valor econdmico cresce
significativamente com a melhoria da qualidade. Com a globalizacdo, torna-se
importante que a cafeicultura brasileira seja mais moderna, para o pais ser mais
competitivo na atividade. Um dos fatores determinantes que vém provocando o declinio
da participacéo brasileira no mercado internacional do café tem sido a falta de um bom
padrdo de qualidade de seu produto. A estratégia nacional era exportar grandes
quantidades para um mercado em que a exigéncia de qualidade era crescente. Os

principais concorrentes brasileiros perceberam mais cedo a importancia de oferecer um



produto de melhor qualidade e de adotar estratégias de marketing. Dessa forma,
alcangaram maior seguranga de venda, conquistaram novos mercados e obtiveram
melhores precos no mercado internacional (ABIC, 2009). Cafés de boa qualidade,
denominados especiais, sempre terdo destino certo, mercado comprador e consumidor
disposto a pagar bons precos pelo prazer de ter uma bebida que lhe agrada, o que
descortina uma nova dimens&o da cadeia produtiva do café (Leite & Silva, 2000).

O cafeeiro Coffea arabica é cultivado em cerca de 70 paises dos diversos
continentes, ocupando area em torno de 12 milhGes de hectares, sendo consumido por
centenas de milhdes de pessoas, apesar de apenas 19% da populacdo mundial apreciar a
bebida (Zambolin, 2003). Diante disto, os consumidores de café tém exigido cada vez
mais qualidade, associada a produtos diferenciados, produzidos com responsabilidade
social, com o minimo de agressdo ao meio ambiente e com certificado de origem. No
entanto, para se ter boa qualidade e atender as exigéncias dos consumidores e também
dos compradores e industriais, deve-se desenvolver, através do melhoramento genético,
variedades que possuam diversos atributos que confiram boa qualidade ao produto, tais
como a resisténcia a pragas e doencas, para que haja menor utilizacdo de defensivos e
caracteristicas bioquimicas adequadas para proporcionar um bom sabor, aroma e 0

corpo que o consumidor deseja (Leite & Silva, 2000).

2.3. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos de plantas € uma biotecnologia que envolve diferentes
técnicas, nas quais um explante (célula, tecido ou 6rgdo) é cultivado de forma asséptica
em um meio nutritivo, sob condi¢des controladas de temperatura e luminosidade (Souza
et al., 2006). O principio basico da cultura de tecidos vegetais se baseou na teoria da
totipotencialidade das células, proposta por Schleiden, em 1838 e Schawann, em 1839,
ou seja, a capacidade de células vegetais poderem originar um novo individuo, em razédo
de toda a informacgdo genética necesséria para a regeneracdo completa de outra planta
estar presente no ambiente celular (Gautheret, 1983). Somente em 1902 é que o
botanico alemdo Haberlandt mostrou a aplicacdo pratica desta teoria in vitro,
culminando com a formulagdo do conceito de cultura asséptica de células ao cultivar
células de tecidos somaéticos de plantas em solugdo nutritiva (Krikorian & Berquam,
1969).



As principais técnicas da cultura de tecidos vegetais sdo constituidas da
propagacdo clonal de mudas em larga escala (micropropagacdo), da regeneracdo de
plantas livres de virus e patogenos (limpeza clonal), da conservacdo de recursos
genéticos de plantas (conservacdo de germoplasma), da producao de haploides e duplos
haploides e da producéo de plantas trangénicas (Torres et al., 1998).

De forma geral, para que o sucesso das diferentes técnicas da cultura de tecidos
seja alcancado, é necessario que ocorra o crescimento e a diferenciacdo celular dos
explantes utilizados (Kerbauy, 1999). O crescimento e o desenvolvimento das plantas
sdo controlados por substancias organicas naturais denominadas fitorménios, as quais
sdo sintetizadas em pequenas concentragdes e em determinadas regides das plantas,
sendo distribuidas para diferentes 6rgaos, nos quais exercem suas funcdes, inibindo ou
estimulando processos fisioldgicos e/ou bioquimicos vitais. Substancias com efeitos
similares ao de fitormdnios podem ser sintetizadas em laboratorio e sdo denominados
reguladores de crescimento ou fitorreguladores (Taiz & Zeiger, 2004).

Na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, esse padrdo de desenvolvimento é
determinado principalmente pela utilizacdo de reguladores de crescimento (Kerbauy,
1999), que reproduzem o que ocorre naturalmente nas plantas e exercem sua acao por
reconhecimento de receptores especificos, presentes em células responsivas, que
traduzem os sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisioldgicos na planta (Guerra
etal., 1999).

Outro fator importante para a capacidade das células se desdiferenciarem e
rediferenciarem é a presenca de componentes organicos e inorganicos dos meios de
cultura (Wareing & Phillips, 1982). Historicamente, diversas formulacbes de meio de
cultura tém sido empregadas no cultivo in vitro, as quais diferem entre si basicamente
em relacdo a composicdo e concentracdo destes componentes. Diante disso, diversos
estudos de nutricdo mineral foram realizados para o desenvolvimento de solucdes
nutritivas que atendessem as necessidades vitais das plantas, estudos esses que
culminaram na formulacdo da solucdo nutritiva de Knop. A partir dessa solugédo
Gautheret (1934) formulou os macronutrientes do seu meio nutritivo. Em paralelo,
White (1932; 1933; 1934; 1938) desenvolveu uma composicdo diferente de
macronutrientes com base na solugdo nutritiva de Uspenski & Uspenskaia (1925)
através de uma série de estudos com cultura de raizes de trigo e de tomate. Durante
muito tempo, o meio White foi utilizado como meio basico para a cultura de uma

grande variedade de tecidos de diversas espécies (Caldas et al., 1998).



Posteriormente, foram realizadas modificagdes nesse meio nutritivo visando
otimizar o crescimento de calos na cultura in vitro. Essas mudangas envolveram,
principalmente, o aumento das concentragdes dos sais em geral, uma diminuicdo na
concentracdo de sbédio e o acréscimo de nitrogénio na forma de amonio para
complementar o nitrato, originando o meio MS que é assim chamado em referéncia aos
seus autores, Murashige & Skoog, (1962). Esse meio foi desenvolvido a partir de testes
de suplementacdo do meio White com extrato de folhas de fumo por Murashige &
Skoog, (1962).

Diante do aumento das concentracbes dos sais no meio nutritivo MS,
principalmente amonio e nitrato, um maior crescimento de células e tecidos de plantas
foi alcancado para a maioria das espécies vegetais, tornando o meio de cultura MS o
mais utilizado em trabalhos com a cultura de tecidos de plantas (Pasqual, 2001). No
entanto, em C. arabica diversos trabalhos tém demonstrado que os melhores resultados
no cultivo in vitro da espécie sdo obtidos quando a concentracdo dos sais de MS é
reduzida a metade (Boxtel, 1994), ou mesmo a quarta parte (Yasuda et al., 1985).

O nitrogénio, sob forma de nitrato de aménio, é um elemento chave no meio de
cultura MS. Este componente afeta numerosas respostas in vitro, sendo determinante no
sucesso da cultura de tecidos (Ammirato, 1983; Elkonin & Pakhomova, 2000; Leljak-
Levanic et al., 2004). Por ser constituinte de varias biomoléculas essenciais como
aminoéacidos, acidos nucléicos, proteinas, enzimas e outros, sua assimilacdo se da em
diversos processos metabolicos da planta (Magalhdes & Wilcox, 1987).

Segundo Ammirato (1983), a presenca do ferro no meio nutritivo MS também é
um fator chave, pois além de ser essencial na diferenciacdo celular e nas transformacoes
energéticas, esta diretamente relacionado ao metabolismo de acidos nucléicos, atuando
dessa forma como ativador enzimatico (Caldas et al., 1998; Utino et al., 2001).

Além dos reguladores de crescimento e dos compostos organicos e inorganicos,
as plantas cultivadas in vitro também requerem a adicdo de carboidratos, como a
sacarose, para suprir suas necessidades metabolicas, seja participando na geracdo de
energia ou como fontes de esqueletos carbdnicos para 0s Varios processos biossintéticos

implicados na diferenciacéo e crescimento de suas células (Leifert et al., 1995).
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2.4. Embriogénese somatica

A micropropagacao via embriogénese somatica € uma técnica da cultura de
tecidos definida como o processo pelo qual células somaticas desenvolvem-se por meio
de diferentes estadios embriogénicos, formando uma estrutura bipolar, chamada
embrido somatico, que ao final do processo de diferenciacdo dara origem a uma planta,
sem que ocorra a fusdo de gametas. Isso possibilita a producdo clonal de um elevado
numero de plantas em um curto espaco de tempo, ocupando uma area fisica bastante
reduzida, se comparada com os métodos convencionais de multiplicacdo. Além do mais,
permite a retirada de explantes sem a destruicdo da planta matriz, um fator de
consideravel importancia em se tratando da raridade de algumas plantas, propagacéo
acelerada de clones superiores e a manutencdo de hibridos interespecificos (Pereira et
al., 2007).

A embriogénese somatica também pode servir como sistema modelo para
estudar os eventos moleculares, citologicos, fisiolégicos e de desenvolvimento
envolvidos no processo embriogénico das plantas (Dodeman et al., 1997). A principal
vantagem desses sistemas experimentais in vitro € que as células embriogénicas sao
acessiveis para manipulacdo pela maioria das técnicas moleculares e celulares, em
contraste com as células gaméticas e zigdticas que se desenvolvem intimamente ligadas
ao tecido maternal.

A embriogénese somatica in vitro apresenta dois padrdes basicos de
desenvolvimento de embrides somaticos (Sharp et al., 1980). Um padrdo é a
embriogénese somatica direta (ESD), na qual os embribes somaticos originam-se
diretamente de tecidos matrizes sem a formacdo de estadios intermediarios de calos,
realizada em mais de 60% dos protocolos (Gaj, 2004) ja na embriogénese indireta (ESI),
os embrides somaticos se formam a partir de um calo, que apresenta células em
diferentes estadios de diferenciacdo. Em ambos os padrfes, 0 embrido somatico segue a
mesma sequéncia de desenvolvimento do zig6tico, ou seja, a passagem pelos estadios
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Guerra et al., 1999).

A embriogénese somatica indireta na maioria das espécies vegetais € a
metodologia mais promissora, no entanto, ainda precisa ser otimizada e adaptada para a
realidade encontrada na produgdo de mudas em larga escala. Essa metodologia é
composta de quatro etapas principais: indugdo, multiplicacdo, regeneragdo e

diferenciagdo, que envolvem desde a indugdo de massas desdiferenciadas até a
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formagéo de novas plantas (Donato et al., 2000) A Figura 1 ilustra todas essas etapas
envolvidas na embriogénese somatica indireta do cafeeiro, Coffea arabica var. Catuai

Vermelho.

Figura 1. Embriogénese somatica indireta de Coffea arabica L.. A) Folha utilizada na
clonagem. B) Segmentos de folha prontos para serem inoculados em meio PM (meio
primério). C) Explante com inicio de oxidacdo no centro do segmento de folha. D)
Explante com um més de cultivo em meio PM com a formacéo de calo primério. E)
Explante de folha com setores embriogénicos apds 4 meses no meio secundario. F)
Agregados celulares embriogénicos em meio de multiplicacdo liquido. G) Setor
embriogénico com formacdo de embrides globulares em meio de regeneragdo
gelificado. H) EmbriGes diferenciados ao final do periodo de cultivo no meio liquido. I)
Mudas apés 3 a 4 meses em tubete, em casa de vegetacdo. Foto: Jodo Batista Teixeira,
Brasilia, DF, 2004.

A inducdo da embriogénese somatica é o desencadeamento de um processo
morfogenético pela exposi¢do do explante a um estimulo fisico, quimico ou bioldgico,
sendo a etapa mais critica para o estabelecimento das culturas embriogénicas in vitro
(Guerra & Nodari, 2006). Segundo Merkle et al. (1995), a inducdo da embriogénese
somatica estd relacionada a alteracGes no padrdo de expressdo génica dos explantes,
com reprogramacdo das células que estardo envolvidas no processo embriogénico.
Entretanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado geneticamente, mas
também ¢é influenciado pelo meio de cultura e pela qualidade do explante (Loyola-

Vargas et al. 1999).
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Em espécies do género Coffea, culturas embriogénicas foram relatadas pela
primeira vez em 1970, por Staritsky, em C. canéfora. Desde entdo, muitos trabalhos tém
demonstrado o alto potencial embriogénico das espécies do género, partindo de
diferentes fontes de explantes, como fragmentos de entren6s (Dublin, 1980), folhas
(Herman & Haas, 1975; S6ndahl & Sharp, 1977; Dublin, 1981; Pierson et al., 1983;
Noriega & Sondahl, 1993; Berthouly & Michaux-ferriere, 1996), folhas cotiledonares
(Sondahl et al. 1985), protoplastos (Schopke et al., 1987; Acuiia & De Pena, 1991) e
suspensdes celulares (Spiral et al., 1991; Etienne-Barry et al., 1999; Rodriguez et al.,
2000).

Em C. arabica, a indugdo da embriogénese somética é normalmente realizada
por meio de segmentos foliares em meios apropriados, onde as auxinas e as citocininas
tém um papel determinante (Teixeira et al., 2001). Nessa espécie, duas estratégias tém
sido utilizadas para a obtencdo de tecidos embriogénicos: a primeira envolve o cultivo
do explante sobre um Unico meio de cultura, suplementado apenas com a citocinina
(Yasuda et al., 1985), ou da combinacdo da auxina com a citocinina (Pierson et al.,
1983); a segunda estratégia utiliza o cultivo de explantes em um meio primario (de
inducdo), seguido da transferéncia dos explantes para 0 meio secundario, tido como de
diferenciacéo (Dublin, 1984) ou de condicionamento, que difere do primeiro por possuir
menor razéo auxina/citocinina (Noriega & Sondahl, 1993).

Na embriogénese somatica indireta do cafeeiro, diferentes tipos de calos podem
ser obtidos, que sdo os calos primarios de crescimento ndo persistente (tipo 1), os calos
primarios de crescimento persistente (tipo 2) e os calos embriogénicos. Estes tipos de
calos sdo fenotipicamente diferentes (Figura 19).

O calo primério tipo 1 tem inicio apds duas a trés semanas de cultivo no meio
priméario — PM (Teixeira et al., 2004), forma-se em granulos nos bordos do segmento de
folha e permanece em crescimento ativo por mais algumas semanas no meio secundario
— SM (Teixeira et al., 2004). Inicialmente, apresenta colora¢do clara e crescimento
ativo. Entretanto, apds aproximadamente 60 dias de cultivo no meio SM, observa-se um
escurecimento gradativo e redugédo do crescimento.

Os calos embriogénicos induzidos nessa espécie podem ser caracterizados como
um conjunto de agregados celulares, contendo celulas pequenas e esféricas (15-20 mm
de diametro), com citoplasma denso, com o nucléolo proeminente, um nucleo basofilico
e de ciclo celular rapido (Sondahl et al., 1985). Outra caracteristica geral destes calos é

a semelhancga resultante das fases iniciais da cultura: alta razdo auxina/citocinina
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durante a cultura primaria (meio de inducdo), e baixa razdo auxina/citocinina ou
auséncia de reguladores de crescimento durante a cultura secundaria (meio de
condicionamento) (Sondahl & Sharp, 1977).

Ap0s a inducdo de calos embriogénicos, é realizada a multiplicacdo das culturas
embriogénicas, que consiste geralmente da reducdo nos niveis dos reguladores de
crescimento do meio de cultura. Essa reducdo permite ciclos repetitivos de diviséo
celular e o controle dos processos de diferenciacdo (Guerra et al., 1999). E nessa fase
que geralmente suspensdes celulares sdo estabelecidas (Gorret et al., 2004).

A multiplicagdo das culturas embriogénicas é baseada na capacidade dos calos
embriogénicos poderem continuar a dar origem a embrides somaticos durante muitas
subculturas, por longos periodos de tempo. Segundo Pasqual et al. (1997), a producéo
massal de embrides somaticos estd intimamente ligada a proliferacdo continua de
nodulos pro-embriogénicos em cada subcultura.

Em C. arabica, alguns autores tém descrito protocolos visando a otimizacao da
multiplicacdo de setores embriogénicos (Boxtel & Berthouly, 1996). Estudos para
estabelecer melhores protocolos foram realizados utilizando meio gelificado, porém, a
taxa de multiplicagdo mostrou-se muito baixa para seu uso na producdo de mudas de
café em larga escala (Séndahl & Sharp, 1977). Em vista disso, desde os primeiros
trabalhos com café, houve varias tentativas, com diferentes graus de sucesso, para
estabelecer protocolos de multiplicacdo em meio liquido, proporcionando as culturas
um aumento da disponibilidade de &gua e nutrientes e diminuindo assim a resisténcia a
difusdo da agua e dos nutrientes, quando comparados a meios nutritivos de consisténcia
semi-sélida (Staritsky & Hasselt, 1980).

Apds a etapa de multiplicacdo, é realizada a fase de diferenciacdo celular,
também conhecida como fase de regeneracdo de embrifes somaticos, que consiste em
fornecer estimulos fisiologicos, bioquimicos e ambientais que interrompam o0s ciclos
repetitivos de divisdo celular da fase anterior, para que ocorra o inicio da diferenciacdo
e obtencdo de embribes somaticos. Nessa etapa alguns fatores exercem grande
influéncia no desempenho da regeneracdo de embrides somaéticos, destacando-se
principalmente as composi¢fes e as concentracdes dos reguladores de crescimento
utilizados e 0 aumento da osmolaridade no meio de cultura, sabendo-se que 0s mesmos
podem variar de acordo com a espécie (Guerra et al., 1999).

Segundo Sondahl & Sharp (1977), no processo de embriogénese somatica

indireta em cafeeiro, os embrides surgem de calos primarios ndo diferenciados, os quais
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sdo de cor marrom, globulares e compactas, ficando situados nos bordos dos explantes e
sdo observados em, no maximo, 20 embries/explante. Os embrides surgem também de
calos secundarios embriogénicos friaveis, que originam cerca de 100 a 300
embribes/explante, quando cultivados em meio de cultura semi-sélido. Em cafeeiros, a
regeneracdo de embrides somaticos a partir de calos embriogénicos do tipo HFSE (High
frequency somatic embryos) foi bem documentada por Sondahl & Sharp, 1977.
Entretanto, a falta de sincronizacdo dos embrides e o surgimento de embrides anormais
durante esta etapa tém sido relatados em varias publicacdes.

ApoOs a fase de regeneracdo, € realizada a diferenciacdo ou germinagdo de
embrides somaticos que consiste na formacdo de pléntulas a partir de embrides
somaticos maduros. Nos protocolos de embriogénese somatica, a germinacdo dos
embribes € usualmente realizada em meios de cultura livre de reguladores de
crescimento. Contudo, em algumas espécies, incluindo C. arabica, o uso de alguns tipos
de citocininas como o BAP (6-benzilaminopurina) e a zeatina melhoram o
desenvolvimento e, consequentemente, as taxas de germinacdo dos embrides somaticos
(Swati et al., 2002).

A embriogénese somaética in vitro também é influenciada pelo sistema de cultivo
utilizado para os diferentes estadios embriogénicos. Calos embriogénicos de diversas
espécies vegetais vém sendo cultivados com sucesso em varios sistemas de cultivo
utilizando meio nutritivo liquido em frascos de Erlenmeyer sob agitacdo (Boxtel &
Berthouly, 1996), em biorreatores de imersdo continua (Noriega & Sondahl; 1993) e
biorreatores de imersdo temporaria (Teisson et al., 1995). Essas tecnologias tém sido
amplamente testadas na producdo massal de mudas, a fim de otimizar protocolos
preestabelecidos, solucionar certos problemas enfrentados principalmente nas etapas
onde ocorre a formacdo dos embrides e diminuir os custos de producdo, uma vez que
gastos com agentes gelificantes s&o reduzidos.

O processo de aclimatizacdo representa uma etapa importante na cultura de
tecidos, sendo um fator limitante no processo de micropropagacdo (Grattapaglia &
Machado, 1990). Este processo consiste na retirada e transferéncia das plantulas do
meio de cultivo in vitro para outro tipo de substrato e ambiente, promovendo uma
adaptacdo gradativa (Moreira, 2001).

Segundo Catunda (2004), o processo de aclimatizacdo é crucial para a obtencao
de mudas de alta qualidade provenientes da cultura de tecidos. A otimizacdo neste

processo envolve o suprimento adequado de nutrientes, o uso de substratos adequados, a
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utilizacdo de substancias reguladoras de crescimento e o controle do ambiente de
cultivo, entre outros cuidados.

O estresse hidrico das plantulas €, geralmente, 0 maior problema encontrado no
transplantio. Embora as plantulas sejam aparentemente perfeitas, elas apresentam uma
série de deficiéncias anatdmicas, induzidas pela condicdo in vitro, que dificultam o
controle da transpiracdo e ocasionam répida perda de 4gua. Entre as deficiéncias podem
ser citadas: pequena formacdo de ceras epicuticulares e baixa funcionalidade dos
estdmatos sob condicdo de baixa umidade relativa do ar (Sutter, 1988); aumento na
densidade estomatica (Wetzstein & Sommer, 1982); localizacdo mais superficial dos
estomatos na epiderme da folha (Capellades et al., 1990); reduzida diferenciacdo dos
mesofilos das folhas e alta proporcéo de espacos intercelulares (Capellades et al., 1990;
Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997); deficiente conexdo entre o sistema vascular do
caule e raizes (Grout & Aston, 1977); raizes sdo, de modo geral, quebradicas, pouco
funcionais na absorcdo de nutrientes e, freqlientemente, morrem ao serem transferidas
para 0 solo (Grout & Aston, 1977; George, 1996; Zimmerman, 1981). Entretanto,
alguns autores comprovam a eficiéncia do sistema radicular formado in vitro e a
sobrevivéncia apds a transferéncia para as condicbes ex vitro (Carvalho, 1997; Diaz-
Pérez et al., 1995; Hicks, 1987; Sutter & Luza, 1993).

2.5. Estudos anatdmicos

O emprego das técnicas de analise anatdmica permite o detalhamento de eventos
que ocorrem quando espécies vegetais sdo cultivadas in vitro. Estudos histologicos
podem ser realizados para a verificacdo e confirmacdo do desenvolvimento das gemas
adventicias (organogénese) ou de embrifes somaticos (embriogénese somatica) e a
definicdo da origem direta ou indireta (Rodrigues et al., 2004).

Caracteres morfolégicos e anatbmicos tanto vegetativos quanto reprodutivos
estdo relacionados com determinadas condi¢Ges ambientais, embora a relacdo entre
esses caracteres adaptativos e as condi¢cGes ambientais, em muitos casos, seja dificil de
estabelecer (Ehrendorfer, 1973). No cultivo in vitro, as plantas podem apresentar
caracteristicas peculiares como abundancia de espagos intercelulares, sistema vascular
pouco desenvolvido, reduzida capacidade de sustentacéo (esclerénquima e colénquima)

e outros tipos de desordens (Campostrini & Otoni, 1996).
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Na embriogénese somaética, a realizacdo de estudos histoldgicos possibilita a
observacdo dos tipos celulares a partir dos quais surgem os embriGes somaticos,
permitindo o aumento da manipulacéo das respostas embriogénicas (Barbosa, 2003).

O estudo do desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas
histoldgicas tem se mostrado Util para o entendimento da embriogénese em varias
espécies vegetais. Em Hevea brasiliensis, o tempo adequado de subcultivos foi
determinado por meio de analises histoldgicas (Michaux-Féerriere & Carron, 1989). Ao
se utilizar embrides zigdticos de Cocos nucifera como fonte de embriogénese somatica,
verificou-se que o processo tem origem principalmente na plumula (Chan et al., 1998),
e 0 cultivo desta estrutura vem potencializando os protocolos de embriogénese dessa
espécie (Pérez-Nufiez et al., 2006).

Em Coffea arabica, a estrutura fina dos embrifes somaticos foi claramente
identificada durante os seguintes estddios de desenvolvimento sequencial: célula
esférica Unica, embrido de forma globular e suspensor conspicuo, embrido de forma
globular tipico, embrido de forma alongada, embrido com forma de coracdo precoce,
embrido com forma tipica de coracdo, a forma de torpedo, e finalmente, embrido em
estadio cotiledonar com o suspensor bem desenvolvido (Nakamura et al, 1992).

Posteriormente, Menéndez-Yuffa & Garcia (1997) verificaram que a
proliferacdo celular comeca por volta do quarto dia de cultura, principalmente na regido
da nervura central. Essa proliferacdo tem inicio no mesofilo, especificamente no
parénquima esponjoso onde ocasionalmente, algumas divisbes ocorrem também no
parénquima palicadico. Foi observado também que a divisdo das células epidérmicas
ndo ocorreu. E que na nervura principal a proliferacdo ocorre no parénquima
perivascular em ambos os lados da folha. Diante disso, o acompanhamento e a
identificacdo das estruturas presentes nos diferentes estadios durante a embriogénese
somatica por meio de estudos anatdmicos sdo necessarios para melhor entendimento dos

processos morfogénicos e a otimizacdo de protocolos de clonagem da espécie.

2.6.  Analises bioquimicas

Segundo Barendse & Peeters (1995), em todos o0s sistemas vegetais, 0S
processos de desenvolvimento sdo resultado de um complexo controle espacial e

temporal, onde varios hormdnios atuam na regulacdo da expressao de multiplos genes.
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Esses hormdnios vegetais sdo denominados reguladores quimicos de ocorréncia natural
que produzem respostas metabdlicas e fisioldgicas e que sdo efetivos em pequenas
quantidades e sdo, provavelmente, os mais importantes mediadores na transducdo de
sinais (Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, além dos reguladores de crescimento outros
compostos estdo envolvidos nos processos de desenvolvimento vegetal, como o0s
carboidratos, os lipidios, os aminoacidos e as proteinas (Guerra et al., 1999).

Os carboidratos constituem um grupo de compostos que inclui aglcares e outras
moléculas mais complexas constituidas por subunidades de agtcares mais simples, cuja
principal fungéo é o fornecimento de energia quimica aos processos celulares (Brum et
al., 1994). De acordo com Vieira et al. (1991), existem outras funcdes atribuidas aos
carboidratos, tais como, os amidos que sdo fontes de reserva e a celulose e a
hemicelulose que possibilitam a sustentacdo, entre outras mais especificas.

Dentro do desenvolvimento embriogénico, o0s carboidratos desempenham
importante papel no processo de formagdo do embrido, atuando como fonte de energia,
esqueletos carbbnicos e/ou como sinalizadores. Na maioria das plantas, no processo de
formacdo do embrido, a glucose e a frutose estdo presentes na fase inicial de
desenvolvimento embrionario, e diminuem gradualmente, contrariamente a sacarose que
aumenta na fase final do desenvolvimento embrionario (Focks & Benning, 1998). Ja na
fase de maturacdo dos embrides ocorre a sintese tanto de proteinas quanto de
carboidratos, principalmente quando os embrides atuam para torna-lo metabolicamente
quiescente e tolerante a dessecacdo (Baud et al., 2002).

Os aminoéacidos sdo formados através da incorporacdo do nitrogénio absorvido
aos compostos de carbono como amino-grupos e sdo compostos béasicos para a
biossintese de proteinas, acidos nucléicos e substancias nitrogenadas do metabolismo
secundario, neste caso, atuam como precursores de hormonios vegetais e de compostos
envolvidos na defesa vegetal (Malavolta, 1997; Larcher, 2000).

Os aminodcidos também tém se mostrado como reguladores morfogenéticos em
varios sistemas de cultivo in vitro (Tupy et al., 1983, Kobayashi et al., 1999). Por esse
motivo, frequentemente os pesquisadores tém suplementado os meios de cultura com
aminoacidos ou proteinas hidrolisadas com intuito de favorecer o desenvolvimento das
culturas in vitro, embora alguns aminoacidos sejam inibitorios (Gamborg, 1970).

A determinacdo dos teores de aminodcidos a partir de extratos vegetais é muito

utilizada na pesquisa fisiologica, pois a reacdo de uma planta ou de seus 6rgdos a um
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ferimento ou a uma situacéo de estresse provoca a sintese de proteinas, podendo entéo
ser caracterizada pela composicdo dos aminoacidos produzidos (Passos, 1996).

A sintese de proteinas € a funcdo essencial das celulas. Na sua auséncia, 0
crescimento e a manutencdo dos 6rgdos cessam e isso representa um fator limitante a
taxa de crescimento das plantas (Porter et al., 1991).

Conforme mencionado anteriormente, as proteinas sao polimeros, moléculas
complexas compostas por um determinado numero de subunidades designadas
aminoéacidos. Sendo as proteinas moléculas complexas, essas sao formadas por varias
centenas de aminoacidos. O numero das diferentes sequéncias de aminoacidos e,
portanto, a possivel variedade de moléculas de proteinas mostra-se enorme (Raven et
al., 1996). De acordo com Brum et al., (1994), cada proteina é formada por uma
sequéncia Unica de aminoacidos, o que determina sua funcdo dentro do ambiente
celular.

O metabolismo de proteinas € extremamente ativo e dependente do tipo e idade
do 6rgéo. Orgaos e tecidos em crescimento ou de estoque sdo caracterizados pela sintese
intensa de proteinas, entretanto, em folhas senescentes ocorre a degradacdo das mesmas.
A sintese de proteinas é caracterizada pela alta e répida capacidade de adaptacédo
molecular, funcional e fisiologica, em relacdo ao meio (Larcher, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2

Objetivo Geral

Otimizar o protocolo de embriogénese somatica indireta de café para a
producdo de mudas em larga escala, com o auxilio do estudo da

ontogénese e da bioquimica.

Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia do gendtipo, da folha, do nimero de explantes por
placa, da concentracdo de sacarose, da caseina e do extrato de malte e
concentragdo de auxina (2,4-D e Picloram), concentragdo de 2-iP na
resposta embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’;

Avaliar a influéncia da concentracdo de auxina (2,4-D e Picloram) na
resposta embriogénica da variedade ‘Mundo Novo’;

Avaliar a influéncia da densidade, do volume do frasco e reajuste parcial
da densidade e da luz e do escuro na multiplicacdo de células em
suspensdo da variedade ‘Catuai Vermelho’;

Avaliar a influéncia do nimero de explantes por placa na regeneracdo de
embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’;

Avaliar a influéncia da luz e do tempo de cultivo na regeneracéo,
diferenciacéo e maturacdo de embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’;
Avaliar a influéncia da luz e da densidade na diferenciacdo e maturacéo
de embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’;

Identificar a origem de formacéo dos calos primarios tipo 1 e tipo 2;
Diferenciar, histologica e bioquimicamente, calos primarios tipo 1 e tipo
2 e calo embriogénico;

Comparar embrides sométicos e zigoticos da variedade ‘Catuai
Vermelho’, por meio das analises histoldgicas e bioquimicas;

Quantificar e caracterizar o perfil de agUcares, amido, aminoacidos e

proteinas envolvidas nas diferentes etapas da embriogénese somatica.
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CAPITULO 1

OTIMIZACAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA INDIRETA DO CAFEEIRO
(Coffea arabica L.) A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES



RESUMO

Existem aproximadamente 100 espécies descritas do género Coffea e somente duas
produzem frutos que tém importancia econdmica no mercado internacional: Coffea
arabica L. e Coffea canephora. No entanto, C. arabica é responsavel por cerca de 70%
do café comercializado. Nesse mercado, o Brasil tem ocupado historicamente a primeira
posicdo entre 0s paises produtores e exportadores de café no mundo. Diante disso, A
micropropagacdo via embriogénese somatica surge como a melhor opgdo para a
propagacao clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, o objetivo do trabalho
foi otimizar as estratégias de clonagem via embriogénese somatica indireta a partir de
folhas jovens do cafeeiro (Coffea arabica L. variedade Catuai Vermelho). Na fase de
inducdo de calo, foi avaliada a influéncia de gendtipos de Coffea arabica (Catuai
Vermelho, Mundo Novo, Hibrido 427-2, Hibrido Clone 12), associados a tipos de
folhas fenotipicamente semelhantes; a influéncia do numero de explantes por placa de
Petri (4, 6, 8 e 10) e tipos de folhas fenotipicamente semelhantes; o efeito de
concentracdes de sacarose (1, 2, 3 e 4%); as combinagfes de caseina hidrolisada (0 e
100 mg.L™) e extrato de malte (0 e 400 mg.L™); o efeito de tipos de auxinas (2,4-D e
Picloram) e suas concetracdes (2,5; 5; 10 e 20 uM) para as variedades Catuai Vermelho
e Mundo Novo, além da citocinina 2-iP (5, 10, 20 e 30 uM). Na fase de multiplicacéo,
foi analisada a influéncia da densidade inicial de calos embriogénicos (6, 8, 10 e 12 g.L"
1: volumes de Erlenmeyers (125 e 250 ml), associados ao ajuste ou ndo da densidade,
bem como a presenca e auséncia de luz. Experimentos também foram efetuados na fase
de regeneracdo, maturacao e germinacdo de embrides, onde foram testados o nimero de
calos embriogénicos por placa de Petri (4, 6, 8 e 10), o efeito da luz e escuro, associado
ao tempo de cultivo (30, 60 e 90 dias), além do efeito da luz e escuro associado a
diferentes densidades iniciais de células (1, 5 e 10 g.L™). Verificou-se que a variedade
Catuai Vermelho é a que melhor responde ao protocolo de inducdo de calo. A
amostragem de folhas e a percentagem de formacao de calo primario tipo 2 influenciam
a percentagem de formacdo de calo embriogénico. A utilizacdo de seis explantes por
placa, a concentracdo de 3% de sacarose, a utilizacdo de caseina hidrolisada associada
ao extrato de malte e a concentragdo de 10 puM de 2-iP proporcionam os melhores
resultados para a formacdo de calo embriogénico. Na fase de multiplicacdo, o
tratamento com densidade inicial de 10 g.L™ de calo embriogénico, o uso do frasco de

250 ml de capacidade, com ajuste parcial da densidade e material cultivado na auséncia
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de luz responderam com as melhores taxas de multiplicagdo de calo embriogénico. A
etapa de regeneracdo, maturacdo e germinacdo de embrides somaticos foi otimizada
com a inoculacdo de quatro ou seis explantes por placa, cultivados por 90 dias em meio
de regeneracdo e, quando transferidos para 0 meio de germinacéo liquido, a densidade

inicial de 5 g.L™* proporcionou a maior sincronizacdo na maturacdo dos embrides.

Palavras-chave: Inducdo, multiplicacdo, regeneracdo, maturacéo, germinacao.
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ABSTRACT

There are approximately one hundred described species of the genus Coffea, of which
only two produce fruits with economic importance to the international market: Coffea
arabica L. and Coffea canephora. However, C. arabica accounts for around 70% of all
the coffee sold. In this market, Brazil has historically occupied first position among the
world’s coffee producing and exporting countries. As a result, micropropagation via
somatic embryogenesis has emerged as the best option for large-scale clonal
propagation of this species. In this context, this work aimed to optimize strategies for
cloning coffee plants (Coffea arabica L. variety Catuai Vermelho) via indirect somatic
embryogenesis from the young leaves. In the callus induction phase, we evaluated the
influence of genotypes of Coffea arabica (Catuai Vermelho, Mundo Novo, Hibrido
427-2, Hibrido Clone 12), associated with phenotypically similar leaves, the influence
of the number of explants per Petri dish (4, 6, 8, and 10) and phenotypically similar
types of leaves, the effect of sucrose concentrations (1, 2, 3, and 4 %), combinations of
hydrolyzed casein (0 and 100 mg/L) and malt extract (O and 400 mg/L), the effect of
types of auxins (2,4-D and Picloram) and their concentrations (2.5, 5, 10, and 20 uM)
for the Catuai Vermelho and Mundo Novo varieties, as well as cytokinin 2-iP (5, 10, 20,
and 30 uM). In the multiplication phase, we analyzed the influence of the initial density
of the embryogenic calli (6, 8, 10, and 12 g/L), the volumes of the Erlenmeyer flasks
(125 and 250 ml), associated with the adjustment or non-adjustment of density, as well
as the presence of absence of light. Experiments were also conducted in the
regeneration, maturation, and embryo germination phase to test the number of
embryogenic calli per Petri dish (4, 6. 8, 10), the effect of light and dark associated with
cultivation time (30, 60, and 90 days), and the effect of light and dark associated with
the different initial densities of the cells (1, 5, and 10 g/L). It was found that the Catuai
Vermelho variety best responded to the protocol of callus induction. The leaf sample
and the percentage of primary callus type 2 influence the formation of embryogenic
callus. The use of six explants per dish, a concentration of 3% sucrose, hydrolyzed
casein in combination with malt extract, and a concentration of 10 uM of 2-iP provide
the best results for the formation of embryogenic callus. In the multiplication phase,
treatment with an initial density of 10 g/L of embryogenic callus, the use of a 250 ml

capacity flask, with partial adjustment of density, and material cultivated in the absence
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of light, resulted in the highest rates of multiplication of embryonic callus. The
regeneration, maturation, and germination phase of somatic embryos was optimized
with the inoculation of four or six explants per dish, cultivated for 90 days in
regeneration medium and, when transferred to the liquid germination medium, an initial

density of 5 g/L yielded the highest synchronization in the maturation of the embryos.

Key-words: Induction, multiplication, regeneration, maturation, germination.
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1. INTRODUCAO

Existem aproximadamente 100 espécies descritas do género Coffea e somente
duas produzem frutos que tém importancia econdmica no mercado internacional: Coffea
arabica L. e Coffea canephora (Davis et al., 2006). Nesse mercado, o Brasil tem
ocupado historicamente a primeira posi¢do entre 0s paises produtores e exportadores de
café no mundo, com aproximadamente 70% da producao, proveniente de cultivares da
espécie C. arabica, responsavel por um produto de boa qualidade e maior aceitacdo no
mercado consumidor (Giridhar et al., 2004).

Diante disso, técnicas da biotecnologia, incluindo a cultura de tecidos, tém sido
empregadas de diferentes formas no desenvolvimento de cultivares superiores. Uma vez
estabelecidos protocolos de propagacdo clonal, foi verificado que a utilizacdo de
métodos biotecnoldgicos para auxiliar os programas de melhoramento genético tem-se
mostrado bastante Gtil, principalmente em culturas perenes, como é o caso do cafeeiro.
Um importante método de propagacdo in vitro de plantas de C. arabica é a
embriogénese somatica, que consiste no desenvolvimento de embribes a partir de
células somaéticas hapldides ou dipldides, sem que haja fusdo de gametas, a qual
possibilita propagacdo vegetativa acelerada e uniformidade genética de clones
superiores, apresentando grande potencial a ser explorado.

No cafeeiro, os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos foram publicados por
Staritsky (1970), que obteve éxito na inducdo de calos a partir de folhas de varias
espécies e producdo de embrides somaticos na espécie C. canephora. Posteriormente,
diversos trabalhos envolvendo a espécie C. arabica foram desenvolvidos, no intuito de
aumentar a taxa de inducdo, a multiplicacdo de calos embriogénicos e a regeneracao e
desenvolvimento de plantulas (Zamarripa et al., 1991; Neuenschwander & Baumann,
1992; Barry-Etienne et al., 1999; Quiroz-Figueroa et al., 2002).

Segundo Merkle et al. (1995), a inducdo da embriogénese somaética esta
relacionada a alteracdes no padrdo de expressdo génica dos explantes, com
reprogramacdo das células que estardo envolvidas no processo embriogénico.
Entretanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado geneticamente, mas
também ¢é influenciado pelo meio de cultura e pela qualidade do explante (Byesse et al.,
1993; Loyola-Vargas et al., 1999).

Dessa forma, o grande potencial da embriogénese para multiplicagdo acelerada

de plantas de café foi rapidamente notado desde os primeiros trabalhos (Staritsky, 1970;
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Sharp et al.,, 1973) e numerosas técnicas que simplificam este processo tém sido
desenvolvidas com o intuito de permitir a producdo em larga escala de plantas e de
reduzir o custo de producéo das mudas.

Sendo assim, a disponibilidade de um eficiente protocolo de embriogénese
somatica permite desenvolver a técnica de producdo em massa de materiais
heterozigotos, tais como hibridos de C. arabica. Diante desse contexto, o trabalho
objetiva otimizar as estratégias de clonagem via embriogénese somatica indireta do

cafeeiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Embriogénese somatica do cafeeiro (Coffea arabica)

2.1.1. Caracterizacdo dos explantes utilizados

O presente trabalho foi realizado no Laboratoério de Cultura de Tecidos Vegetais-
Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia - DF. O explantes
foram coletados de plantas matrizes cultivadas em casa de vegetagdo (Figura 2 A).
Como explantes foram utilizadas folhas jovens e bem expandidas correspondentes ao
segundo ou terceiro par de folhas de galhos plagiotropicos do terco médio da planta

matriz (Figura 2 B).

Figura 2. Material utilizado como explante inicial para a indugcdo de calo. A) Planta
matriz cultivada em casa de vegetagdo. B) Folhas jovens e bem expandidas provenientes

do segundo ou terceiro para de folhas de ramos plagiotrépicos.

2.1.2. Coleta, desinfestacdo e inoculagdo dos explantes

As folhas foram coletadas ao longo do ano, preferencialmente no inicio da
manhd, quando estdo mais hidratadas, e conduzidas ao laboratorio em saco plastico,
protegidas da desidratagéo.

A desinfestacdo superficial das folhas foi realizada em capela de fluxo laminar,
em frasco estéril com tampa, por meio da imersdo em solucdo de alcool 50% por 1
minuto, seguido pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) na
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concentracéo de 2,4% de cloro ativo por 20 minutos, finalizando com trés lavagens em
agua destilada, deionizada e autoclavada por 5 minutos cada. Os explantes com tamanho
aproximado de 0,7 por 0,7 cm foram retirados dessas folhas com auxilio de bisturi,
pinca e uma placa de Petri estéril com papel filtro.

Uma vez obtidos, os explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis
contendo meio de cultura gelificado, sempre com a face adaxial em contato com os
meios de cultura especificos e com distancias regulares, de aproximadamente 1 cm, para
evitar a interferéncia de um explante sobre o outro (Figura 3). As placas foram vedadas
com filme de pvc e armazenadas no escuro, protegidas da luz, em sala de crescimento
sob temperatura de 24 - 27°C com o tempo de armazenamento variando de acordo com

cada etapa da embriogénese somatica.

Figura 3. Explantes foliares inoculados em meio de inducéo.

2.1.3. Inducéo, proliferacdo e morfogénese

Para induzir a formacdo de calos primarios foi utilizado o Meio Primério - PM
que corresponde ao meio basico de sais de MS (Murashige & Skoog, 1962), reduzido
pela metade da concentracdo original, acrescido de 10 mg.L™ de tiamina; 1 mg.L™ de

piridoxina; 1 mg.L™ de &cido nicotinico; 1 mg.L™ de glicina; 100 mg.L™* de myo-
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inositol; 100 mg.L™* de caseina hidrolisada; 400 mg.L™ de extrato de malte; 20,0 pM de
acido diclorofenoxiacético (2,4-D); 9,84 uM de dimetil-alil-amino-purina (2-iP); 4,92
UM de 4cido indol butirico (AIB); 20.000 mg.L™ de sacarose e solidificado com 2.400
mg.L™ de Phytagel®. Os explantes inoculados em meio primério - PM ou de indugéo
foram armazenados por um periodo de 30 dias, em sala de crescimento, na auséncia de
luz e temperatura de 24 a 27°C. Ap6s um periodo de 30 dias os explantes foram
transferidos, em condicGes estéreis, para 0 meio secundario — SM (meio utilizado nos
processo de formacéo de calos embriogénicos) no qual permaneceram por mais 120 dias
nas mesmas condi¢bes descritas anteriormente. O meio SM difere apenas na
concentracdo de 2,4-D, que é reduzida pela metade daquela presente em PM.

Os meios de cultura utilizados nas diferentes fases tiveram o pH ajustado para
57 + 0,1 antes da adicdo do agente gelificante Phytagel®, utilizando-se hidréxido de
potéssio (KOH) 0,1 M, sendo, em seguida, autoclavados por 20 minutos, a 121°C e 1,3
atm de presséo.

Os experimentos de inducdo passaram por avaliacdes de calos primarios e
embriogénicos (Figura 4-6). Ap6s o periodo de 30 dias de cultivo, foi avaliada a
proliferacdo celular nos bordos dos explantes e a formacdo de calo priméario tipo 1
(Figura 4) por meio da mensuracao por notas de zero a trés (0 — nenhuma formagéo; 1 —
baixa formacdo de calo; 2 — média formacdo de calo e 3 — alta formacdo de calo)
variando de acordo com o grau de formacdo de calo priméario e o calo primaério tipo 2
(Figura 5) através da percentagem de formacéo desse tipo de calo (presenga e auséncia).
Aos 120 dias ap6s a transferéncia para o meio de inducdo, foi feita a avaliacdo da

percentagem de calo embriogénico (Figura 6).
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Figura 4. Calo primério tipo 1 avaliado por meio de notas. A) Nota O para nenhuma
formacdo de calo. B) Nota 1 para baixa formacdo de calo. C) Nota 2 para média

formacédo de calo. D) Nota 3 para alta formacdo de calo.
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Figura 5. Calo primario tipo 2 avaliado por meio de percentagem. A) Auséncia de calo
primario tipo 2. B-D) Presenca de calo primario tipo 2 em diferentes niveis de

desenvolvimento.
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Figura 6. Calo embriogénico avaliado por meio de percentagem. A) Auséncia de calo
embriogénico. B-D) Presenca de calo embriogénico em diferentes niveis de

desenvolvimento.

Em todos os experimentos realizados no Capitulo 1, o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia, utilizando-se o programa Sisvar 4.0 (Ferreira, 2000). Os tratamentos e as

repetices de cada experimento seguem descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Experimentos de inducgéo, proliferacdo e morfogénese.

Experimento

Genotipo

Catuai Vermelho
(CV),

Mundo Novo (MN),
Hibrido 427-2 (H427-
2), Hibrido Clone 12

Catuai Vermelho

Catuai Vermelho

Catuai Vermelho

Catuai Vermelho

Mundo Novo

Catuai Vermelho

Fator 1

4 gendtipos (CV,
MN, H427-2,
Hib. Clone 12)

4 numeros de
explantes por
placa (4,6, 8¢
10)
4 concentragdes

de sacarose
(1, 2, 3 e 4%)

Caseina (0 e 100
mg.L'l) e Ext. de
malte (0 e 400
mg.L™Y)

2 tipos de auxinas

2,4-D e Picloram

2 tipos de auxinas

2,4-D e Picloram

4 concentragdes
de 2-iP (5, 10, 20
e 30uM)

Fator 2

4 amostragens
de folhas (F1,
F2,F3eF4)de

cada genotipo

3 amostragens
de folhas (F1,
F2 e F3)

4 concentragdes
(2,5-5-10-
20uM) @

4 concentragdes
(2,5-5-10-
20pM) @

Repeticoes™

10

10

10

(1) Cada repeticdo corresponde a 6 explantes foliares distribuidos aleatoriamente e inoculados em uma
placa de Petri. (2) As concentragdes das auxinas 2,4-D e Picloram foram testadas nos meios primario —
PM e secundario — SM. Foram testadas as mesmas concentragfes dessas auxinas nos dois meios
nutritivos e em um dos tratamentos foi testada a utilizagdo de uma concentracdo mais elevada no meio
PM e a reducdo a metade dessa concentragdo no meio SM. Para 2,4-D os tratamentos foram: 5,0; 10,0;
20,0 uM nos meios PM ¢ SM e 20,0 uM no meio PM e a redugdo para 10,0 pM no meio SM. Para o
Picloram os tratamentos foram: 2,5; 5,0; 10,0 uM nos meios PM ¢ SM e 10,0 uM no meio PM ¢ a
redugdo para 5,0 uM no meio SM.
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2.1.4. Multiplicagéo de células em suspenséo

No processo de multiplicacdo de células em suspensdo foi utilizado o meio de
multiplicacdo - MM que corresponde ao meio basico de sais de MS (Murashige &
Skoog, 1962) reduzido pela metade da concentracdo original, acrescido de 10 mg.L™ de
tiamina; 1 mg.L™ de piridoxina; 1 mg.L™ de 4cido nicotinico; 1 mg.L™ de glicina; 100
mg.L™ de myo-inositol; 100 mg.L™ de caseina hidrolisada; 400 mg.L™ de extrato de
malte; 250 mg.L™ de 4cido citrico; 5,0 uM de &cido diclorofenoxiacético (2,4-D); 9,84
UM de dimetil-alil-amino-purina (2-iP); 4,92 uM de &cido indol butirico (AIB) e
20.000 mg.L™ de sacarose. Por se tratar de um meio liquido, ndo houve a adicéo de
Phytagel®.

Foram utilizados como explantes, calos embriogénicos provenientes do meio
SM que foram inoculados em meio MM utilizando-se frascos de Erlenmeyer estéreis.
Renovou-se 0 meio MM a cada 15 dias de cultivo. Com excec¢do dos experimentos de
densidades, os demais experimentos tiveram densidade inicial de 10 g.L™. Os frascos
foram mantidos na auséncia de luz em agitadores orbitais a 90-100 rpm. Alguns
experimentos foram conduzidos em luz difusa, a 7,5 pmolm™s™.

As avaliages foram conduzidas apds 30, 60 e 90 dias da inoculagdo, tomando-
se a pesagem do conteudo de calos por frasco. Os tratamentos e as repeticGes de cada

experimento seguem descritos na Tabela 3.

45



Tabela 3. Experimentos de multiplicagdo de células em suspenséo.

Exp. Condigdes de Fator 1 Fator 2 Avaliagdes Repeticbes
Cultivo @)
Em frascos de 4 densidades Aos 30,60 e 90
Erlenmeyer de 125 iniciais de calo dias (através da
ml, com 20 ml do embriogénico (6, pesagem dos °
meio 8,10e12 g.L'l) calos)

Frascos - 125 e

250 ml ) ) Aos 30, 60 e 90
. Ajuste parcial ou | 2 tamanhos de ) .
Ajuste : } ) dias (através da
néo da densidade frascos
10,20e30mle pesagem dos
) (125e 250 ml)
20, 40 e 60 ml (%) calos)
Em frascos de Aos 30, 60 e 90
Erlenmeyer de 125 dias (através da
Luz e escuro
ml, com 20 ml do pesagem dos
meio calos)

(1) Cada repeticao corresponde a frascos de Erlenmeyer. (2) O experimento em que foi testado o
ajuste parcial da densidade foi realizado da seguinte forma: No frasco com capacidade de 125 ml foram
inoculados 100 mg de calo e 10 ml de meio nutritivo. Na renovagdo do meio realizada aos 30 dias de
cultivo, foram colocados 20 ml de meio e aos 60 dias foram colocados 30 ml de meio. No frasco com
capacidade de 250 ml foram inoculados 200 mg de calo e 20 ml de meio nutritivo. Na renovacdo do meio
realizada aos 30 dias de cultivo, foram colocados 40 ml de meio e aos 60 dias foram colocados 60 ml de
meio.

2.1.5. Diferenciacdo, maturacgao e germinacéo de embrides somaticos

A regeneracdo de embrides foi dividida em duas etapas: a primeira consistiu da
diferenciacdo e a segunda na maturacdo e germinacdo dos embrides somaticos. Na
primeira etapa foi utilizado o meio de regeneracdo - RM que corresponde a0 meio
basico de sais de MS (Murashige & Skoog, 1962) reduzido pela metade da
concentracdo original, acrescido de 10 mg.L™ de tiamina; 1 mg.L™" de piridoxina; 1
mg.L™ de 4cido nicotinico; 1 mg.L™ de glicina; 100 mg.L™ de myo-inositol; 100 mg.L™
de caseina hidrolisada; 400 mg.L? de extrato de malte; 8,88 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP): 1,34 uM de 4cido naftalenoacético (ANA); 30.000 mg.L™ de
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sacarose e solidificado com 2.400 mg.L™" de Phytagel®. A adicdo de Phytagel® foi
realizada apenas na composicao de meios gelificados.

Na segunda etapa foi utilizado o meio de maturacdo e germinacdo — MGM que
corresponde ao meio basico de MS (Murashige & Skoog, 1962) reduzido pela metade
da concentracéo original, acrescido de 13,9 mg.L™" de FeSO4H,O; 18,65 mg.L™ de
Na,.EDTA; 10 mg.L™ de tiamina; 1 mg.L™ de piridoxina; 1 mg.L™ de 4cido nicotinico;
1 mg.L™ de glicina; 100 mg.L™ de myo-inositol; 2,57 uM de écido indolacético (AIA);
1,11 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) e 20.000 mg.L™ de sacarose. Por se tratar de
um meio liquido, néo foi feita a adicéo de Phytagel®.

Para a primeira etapa foram utilizados calos embriogénicos provenientes do
meio MM inoculados em meio RM gelificado (Figura 7) e para a segunda etapa foi
utilizado o material proveniente do meio RM (calos embriogénicos com inicio de
formacdo de embrides somaticos) que foram inoculados em frascos de Erlenmeyer
estéreis contendo meio MGM liquido. Nos experimentos de regeneracdo de embrides o0s
explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis e ficaram armazenados em sala
de crescimento, sob temperatura de 24 a 27 °C. E para 0s experimentos com o0 meio
MGM foi utilizada como densidade inicial, 5 mg/ml e os frascos foram mantidos em
sala de crescimento, sob temperatura de 24 a 17 °C em agitadores orbitais a 90-100 rpm.
As fases de regeneracdo e diferenciacdo dos embrides foram conduzidas no escuro ou
em luz difusa, a 7,5 pmolm?s®, de acordo com o tratamento. Na Tabela 4 estio
descritos os experimentos realizados na fase de regeneragdo, maturacdo e germinacgao

dos embrides somaticos.
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Figura 7. Formacdo de embrides globulares e torpedos avaliados por meio de notas. A)
Nota 0: nenhuma. B) Nota 1: baixa. C) Nota 2: média. D) Nota 3: alta.

Os tratamentos e as repeticdes de cada experimento seguem descritos na tabela

abaixo.
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Tabela 4. Experimentos de diferenciacdo, maturacdo e germinacao de embrides.

Exp. Condicdes de
Cultivo

Meio RM®
gelificado, as
placas foram

armazenadas por
um periodo de
90 dias

Meio RM
gelificado

Material retirado
do meio RM e
inoculado
3 frascos
Erlenmeyer com
25 ml de meio
MGM @ liquido

Fator 1 Fator 2

4 nimeros de

explante por
placa (4,6,8¢

10)
3 tempos de
Luz e escuro cultivo (30, 60
e 90 dias)

3 densidades
iniciais (1, 5e
10g.Lh

Luz e escuro

(1) RM: meio de regeneracéo; (2) MGM: meio de germinacéo.

Avaliacgdes

Apbds 90 dias
de cultivo em
RM (Por meio

de notas)

Apbds 60 dias
de cultivo em
MGM
Apos 60 dias
de cultivo em
MGM
Por meio da
determinacdo
do nimero de

embrides

Repeticoes

10
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo, proliferacdo e morfogénese

3.1.1. Influéncia do genotipo e da amostragem de folha sobre a resposta

embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Tabela 5 é apresentado o teste de médias ap0s a analise de variancia da
formagdo de calo primario tipo 1. Ao final de 30 dias de cultivo em meio PM sob
condigdo de obscuridade, observou-se uma intensa proliferacdo celular no bordo dos
explantes, ndo havendo diferenca significativa entre os gendtipos. Por outro lado, houve
diferenca significativa quanto a folha utilizada, exceto para a variedade Catuai
Vermelho, embora tenham sido utilizadas folhas fenotipicamente semelhantes. Desta
forma, foi verificado que o meio PM é eficiente para a inducéo de calos primarios tipo
1, uma vez que a menor nota (2,5) ainda é considerada uma nota com quantidade

satisfatéria de calos.

Tabela 5. Influéncia do gendtipo e da amostragem de folhas na formacdo de calo

primario tipo 1, ap6s 30 dias de cultivo em meio primario - PM, avaliada por meio de

notas.
Formacao de Calo Primério Tipo 1 (nota)
Gendtipo
Folha Mundo Hibrido Hibrido Catuai
Novo Clone 12 427-2 Vermelho
1 03,0 aA 2,6 bB 3,0aA 3,0 aA
2 3,0aA 2,9 abA 3,0 A 3,0aA
3 3,0aA 3,0 A 2,5bB 3,0 aA
4 2,6 bB 3,0 A 2,9 abA 3,0 aA
Média 29A 29A 29A 30A
C.V.(%) 6,8

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacao de calo.
Médias seguidas pela mesma letra (maitscula para comparagao horizontal e minGscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na Tabela 6, é apresentado o teste de médias ap0s a analise de variancia da
formacéo de calo primario tipo 2. Durante a avaliacdo de formacéo de calo primario tipo
1, foi feita também a avaliacdo de formagdo de calo primario tipo 2, um tipo de calo
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fenotipicamente diferente do tipo 1, consistindo de setores de crescimento persistente e
coloragdo esbranquicada. Conforme descrito na Tabela 6, diferentes genétipos
influenciaram a formacdo de calo primario tipo 2. Como pode ser observado, a
formacéo de calo primario tipo 2 variou de 0 a 98%, respectivamente para a variedade
‘Mundo Novo’ e genoétipo H427-2. Exceto para o gen6tipo Hibrido Clone 12, ndo se
observou influéncia da folha na formacdo de calo primario tipo 2. Desta forma, ficou

evidenciada uma maior influéncia do genotipo na formacéo desse tipo de calo.

Tabela 6. Influéncia do gendtipo e da amostragem de folhas na percentagem de

formacéo de calo primario tipo 2, apos 30 dias de cultivo em meio primario - PM.

Formacéao de Calo Primario Tipo 2 (%)

Gendtipo
Folha Mundo Hibrido Hibrido Catuai
Novo Clone 12 427-2 Vermelho
1 0,0 aB 37,0 abB 90,0 aA 27,0 aB
2 0,0 aB 57,0 aA 93,0 aA 7,0aB
3 0,0 aB 0,0 bB 100,0 aA 10,0 aB
4 0,0 aB 73,0 aA 100,0 aA 0,0 aB
Média 0,0C 42,0B 98,0 A 110C
C.V.(%) 56,8

Médias seguidas pela mesma letra (mailscula para comparagao horizontal e mindscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apds 120 dias de cultivo no meio SM, foi avaliada a percentagem de formacéo
de calo embriogénico. Como pode ser observado na Tabela 7, a formagdo de calo
embriogénico foi altamente influenciada pelo gendétipo. Ao contrario das demais
variedades, ndo houve formagdo de calo embriogénico em ‘Mundo Novo’. Como
relatado por Teixeira et al. (2004), a formacdo de calo embriogénico foi maior para a
variedade ‘Catuai Vermelho’. Da mesma forma, foi observada influéncia da folha na
formacéo de calo embriogénico.
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Tabela 7. Influéncia de genétipo e da amostragem de folhas na percentagem de

formacéo de calo embriogénico, apds 120 dias de cultivo em meio SM.

Formacéo de Calo Embriogénico (%0)

Genotipo
Folha Mundo Hibrido Hibrido Catuai
Novo Clone 12 427-2 Vermelho
1 0,0 aB 0,0 bB 33,3aA 86,6 bA
2 0,0aB 0,0 bB 19,9 abA 93,3 abA
3 0,0aC 23,3 aB 0,0cC 86,6 abA
4 0,0 aB 0,0 bB 6,7 bcB 100,0 aA
Média 00C 58C 15,0 B 72,9 A
C.V.(%) 54,9

Médias seguidas pela mesma letra (mailscula para comparacéo horizontal e mindscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7 verificou-se que
existe uma relacdo inversa entre a formagdo de calo primério tipo 2 e calo
embriogénico. Quanto maior a formacao de calo primério tipo 2, menor a formacao de
calo embriogénico.

Isso se d& provavelmente por caracteristicas especificas presentes no calo
primario tipo 2. Conforme verificado no Capitulo 2 desse trabalho, esse tipo de calo de
crescimento persistente apresenta células parenquimaticas alongadas, com amplos
espacos intercelulares, parede celular estreita e vacuolo bem desenvolvido (Figura 19
D). Seu aspecto é compacto, aquoso, esbranquicado, com crescimento desordenado e
excessivo. Devido a esse tipo de desenvolvimento, o calo primério tipo 2, pode
competir diretamente com o surgimento e estabelecimento do calo embriogénico,
essencial para a regeneracao de embrides.

Esse resultado corrobora o encontrado por Teixeira et al. (2004), que relataram
que, ao contrario do esperado, quanto mais vigoroso o calo primario, menor a
frequéncia de formacdo de setores embriogénicos. Isso parece ser devido a uma
competicdo entre o crescimento de calos primarios e a inducdo da formacéo de setores
embriogénicos.

A variabilidade na formacédo de calos embriogénicos influenciada pelo gendtipo,
observada na Tabela 7 corrobora o resultado encontrado por Teixeira et al. (2004), os
quais afirmam que um dos principais fatores relacionados a embriogénese somatica em

Coffea arabica diz respeito a influéncia do gendtipo. Resultados semelhantes ja haviam
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sido relatados por Sondahl & Bragin (1991), Byesse et al. (1993), Boxtel & Berthouly
(1996) e Rezende et al. (2011).

Como observado em Coffea arabica, Coffea canephora também apresenta
frequentemente diferencas entre genotipos (Berthouly & Etienne 1999; Fuentes et al.,
2000; Quiroz-Figueroa et al., 2002; Santana et al., 2004, Gatica et al., 2007).

Em Coffea arabica, Molina et al. (2002) relataram diferencas de resposta entre
plantas do mesmo genotipo, porém de geracbes diferentes. Resultados semelhantes
foram observados por Berthouly & Michaux-Ferriere (1996) em café, por Rines &
McCoy (1981) em aveia e por Duncan et al. (1985) em milho, o que sugere que a
capacidade de regeneragdo dos gendtipos depende das condi¢Ges de crescimento das

plantas doadoras assim como da condicdo do explante utilizado.

3.1.2. Influéncia do nimero de explantes por placa e da amostragem de
folha sobre a resposta embriogénica da variedade ‘Catuai

Vermelho’

Na Tabela 8 € apresentado o teste de médias ap6s a andlise de variancia da
formacdo de calo primario tipo 1, ao término de 30 dias de cultivo em meio PM.
Verificou-se que independentemente do numero de explantes por placa e do tipo de
folha utilizada houve alta formacéo de calo primaério tipo 1 com a inoculacdo em meio
PM.

Tabela 8. Influéncia da amostragem de folhas e diferentes nimeros de explantes por
placa na formacdo de calo primario tipo 1, na variedade ‘Catuai Vermelho’, apés 30

dias em meio PM.

Formacéo de Calo Primario Tipo 1 (nota)

Folha
N° Explante 1 2 3 Média
4 W30aA 30aA  3,0aA 30a
6 30aA  3,0aA  30aA 30a
8 30aA  3,0aA  30aA 30a
10 30aA  3,0aA  30aA 30a
Média 30A 30A 3,0A
C.V. (%) 0,0

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacéao de calo.
Médias seguidas pela mesma letra (mailscula para comparagao horizontal e minGscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 9 é apresentado o teste de médias apds a analise de variancia da
formacéo de calo primario tipo 2, com 30 dias de cultivo em meio PM. Observou-se que
o0 tratamento com 4 explantes por placa apresentou a maior percentagem de formacdo de
calo tipo 2. Em contrapartida, 6 explantes por placa foi a quantidade com menor

percentagem de formacdo desse tipo de calo.

Tabela 9. Influéncia da amostragem de folhas e diferentes nimeros de explantes por
placa na percentagem de formacdo de calo primério tipo 2, na variedade ‘Catuai

Vermelho’, apds 30 dias em meio PM.

Formagcao de Calo Primario Tipo 2 (%)

Folha

N° Explante 1 > 3 Média
4 30,0abA 40,0bA 27,0aA 32,0a
6 0,0 cA 3,0 bA 6,0 bA 30c
8 7,0 bcA 70bA 20,0aA 11,0bc
10 370aA 170bA 17,0aA 24,0ab

Média 19,0 A 17,0 A 18,0 A
C.V. (%) 51,4

Médias seguidas pela mesma letra (mailscula para comparagao horizontal e mintscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na Tabela 10 é apresentado o teste de médias ap0Os a analise de variancia da
formagéo de calo embriogénico com 120 dias de cultivo em meio PM. Foi verificado
que a formacdo de setores embriogénicos variou substancialmente dependendo
principalmente do nimero de explantes inoculados por placa. Os tratamentos com 4 e
10 explantes por placa responderam com as menores taxas de formacdo de setores
embriogénicos indicando pouca formacéo desse tipo de calo, enquanto que a utilizagdo
de 6 explantes por placa apresentou uma intensa formacao de setores embriogénicos.
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Tabela 10. Influéncia da amostragem de folhas e diferentes nUmeros de explantes por
placa na percentagem de formacdo de calo embriogénico, na variedade ‘Catuai

Vermelho’, apdés 120 dias em meio SM.

Formacéao de Calo Embriogénico (%0)

N° Explante Folha

1 2 3 Média

43,3 Ac 20,0 ABb 6,6 Bc 23,3b

100,0 Aa 90,0 Aa 73,3 Aa 87,8a

66,6 Aab 76,6 Aa 46,6 Aab 63,3 a

10 36,0 Ac 36,6 Ab 23,3 Abc 32,0b

Média 615A 55,8 AB 375B
C.V.(%) 34,6

Médias seguidas pela mesma letra (maitscula para comparacao horizontal e mindscula para vertical), ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A formacao de setores embriogénicos também foi influenciada pelo tipo de folha
utilizada. Conforme verificado na avaliacdo da percentagem de formacdo de calo
embriogénico, a folha 1 apresentou grande formacdo de calo e a folha 3 apresentou
pouca formacéo de calo. Segundo Teixeira et al. (2004), a influéncia da amostragem de
folha se da possivelmente, devido a um efeito fisioldgico da folha sobre a capacidade de

formacéo de setores embriogénicos.

3.1.3. Influéncia de diferentes concentracbes de sacarose sobre a

resposta embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Tabela 11 é apresentado o teste de médias apds a realizacdo da analise de
variancia da formacao de calos primérios tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio
PM e calos embriogénicos apds 120 dias de cultivo em meio SM, em func¢édo do teor de
sacarose. De acordo com essa Tabela foi verificado que diferentes concentracdes de
sacarose resultaram em diferentes respostas a inducdo de calo priméario tipo 1.
Verificou-se também que menores concentracdes de sacarose correspondem a menor
formacdo de calo primério tipo 1. No entanto, concentraces de 2 a 4% apresentaram

estatisticamente o mesmo resultado, com alta formacé&o desse tipo de calo.
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Tabela 11. Influéncia da concentracdo de sacarose na formacdo de calos primarios tipo
1 e tipo 2 apos 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogénico ap6s 120 dias de

cultivo em meio SM na variedade ‘Catuai Vermelho’.

Inducédo da Embriogénese Somatica
Calo Tipo 1 Calo Tipo2 Calo Embriogénico

Sacarose (nota) (%) (%)
1% W22 b @0,0¢ ®20¢c
2% 29a 30¢ 5,0c
3% 3,0a 32,0b 92,0a
4% 3,0a 63,0a 30,0b

C.V.(%) 11,8 477 50,8

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formagdo de calo.
(2) Percentagem de formacdo de calo priméario tipo 2. (3) Percentagem de formagdo de calo
embriogénico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Ao analisar a formacdo de calo primério tipo 2, observou-se que a concentracdo
de sacarose influencia diretamente a formacdo desse tipo de calo. Foi verificado que
guanto maior a concentracdo de sacarose, maior a formacdo de calo primario tipo 2. As
concentracdes 1 e 2% de sacarose, ndo diferiram estatisticamente e apresentaram as
menores percentagens de formacéao de calo primario tipo 2. Entretanto, na concentracéo
de 4% de sacarose, a frequéncia de formacao desse tipo de calo foi superior a 60%.

Avaliando-se a formacdo de calo embriogénico foi verificado que a
concentragdo correspondente a 3% de sacarose apresentou a maior percentagem de
formagéo de calo embriogénico. As concentracOes de 1 e 2 % apresentaram as menores
percentagens de formagéo desse tipo de calo e ndo diferiram estatisticamente entre si.

A presenca de uma fonte de carbono no meio de cultura é essencial para o
crescimento vegetal, visto que, in vitro, a fotossintese da planta, ou do explante, é
limitada. A sacarose € um dos carboidratos mais usados na preparacdo de meios
nutritivos. A concentracdo de sacarose influencia no processo de indugdo e
desenvolvimento da embriogénese somatica e 0 seu metabolismo € regulado por um
grupo de genes cujas respostas sdo moduladas de acordo com a variagdo da sua
concentracdo. Devido a sua importancia, estudos vem sendo realizados a fim de
identificar a concentracdo ideal para o desenvolvimento in vitro. Diante disso, foi
verificado que sua concentracdo usual varia de 2 e 3%, no entanto, essa informacgéo
pode varia de acordo com a espécie, onde a sacarose pode ser usada em maiores

concentracgdes (Cid, 2010).
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Sendo assim, em Coffea arabica, ao longo dos anos, diversos trabalhos
apresentaram a utilizacdo de 3% de sacarose como a composi¢do bésica dos meios de
inducdo de calos (Staritsky, 1970; Boxtel & Berthouly, 1996; Estevéz et al., 2001;
Santos et al., 2003; Ayub & Gebieluca, 2003; Rezende et al., 2011). Porém sabe-se que
quanto mais vigoroso o calo primério, isso inclui calos primarios tipo 1 e tipo 2, menor
é a frequéncia de formacao de setores embriogénicos.

Entretanto, segundo Teixeira et al. (2001) esse tipo de calo é de pouco interesse
para producdo em larga escala por inibir a formacdo de calo embriogénico e,
consequentemente, de embriGes somatico. Portanto, o controle da taxa de formagdo do
calo primario tipo 2 é fundamental para a otimizacéo da resposta embriogénica, uma vez
que, as células que compdem esse tipo de calo influenciam negativamente o surgimento

de setores embriogénicos.

3.1.4. Influéncia de Caseina e Extrato de Malte sobre a resposta

embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Tabela 12 é apresentado o teste de médias apds a realizacdo da analise de
variancia da formacéo de calos primérios tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio
PM e calo embriogénico apds 120 dias de cultivo em meio SM. Foi verificado que a
utilizacdo tanto de caseina hidrolisada quanto de extrato de malte influenciaram a
formacao de calo primario tipo 1. Foi observado que a suplementacdo do meio nutritivo
com essas duas substancias apresentou a maior nota de formacdo de calo primario tipo
1, porem ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos sem caseina e malte ou apenas
com caseina hidrolisada. J& o tratamento em que o meio ndo foi suplementado com

extrato de malte apresentou a menor formacdo de calo primario tipo 1.
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Tabela 12. Influéncia de Caseina e Extrato de Malte na formacgdo de calos primarios
tipo 1 e tipo 2 ap6s 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogénico apds 120 dias

de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuai Vermelho’.

Inducdo da Embriogénese Somatica

CaloTipol CaloTipo2 CaloEmbriogénico

Tratamento (nota) (%) (%)
Sem Caseina e sem Extrato de Malte 294 “60,0 a ©o,0¢c
Com Extrato de Malte 2,3b 2,0b 18,0 bc
Com Caseina Hidrolisada 2,8a 42,0a 350b
Com Caseina e Extrato de Malte 30a 30D 87,0a
C.V.(%) 5,9 48,6 58,6

(1) Médias das notas variando entre O (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formagao de calo.
(2) Percentagem de formacdo de calo priméario tipo 2. (3) Percentagem de formacdo de calo
embriogénico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Quando avaliada a percentagem de formacdo de calo primario tipo 2 (Tabela
12), verificou-se que a auséncia dos dois componentes e o tratamento com caseina
hidrolisada apresentaram as maiores percentagem de formacdo desse tipo de calo. Os
tratamentos com caseina mais extrato de malte e com apenas extrato de malte
apresentaram respectivamente 3,0 e 2,0%, sendo consequentemente, as menores taxas
de formacdo de calo primério tipo 2. A utilizacdo dos dois componentes
simultaneamente reduziu fortemente a formac&o de calo primario tipo 2.

Ao analisar a percentagem de formacdo de calo embriogénico verificou-se que
todos os tratamentos diferiram estatisticamente e que o tratamento contendo caseina
hidrolisada associada ao extrato de malte apresentou a maior percentagem de formacao
de calo embriogénico. O tratamento com caseina hidrolisada apresentou 35% de
formacédo desse tipo de calo e o tratamento com extrato de malte apresentou 18%. Ja o
tratamento sem nenhum desses componentes ndo apresentou formacdo de calo
embriogénico. Esses resultados indicam que h& um sinergismo relacionado a presenca
de ambos os componentes para a formagéo desse tipo de calo, evidenciando assim, a
importancia de fontes de nitrogénio organico para a inducdo de calos embriogénicos em
cafeeiro.

O metabolismo do nitrogénio esta envolvido nos processos fisioldgicos e
bioquimicos associados ao controle de crescimento, diferenciagdo e morfogénese.
Durante o crescimento celular, a assimilacdo do nitrogénio contribui para o aumento de

macromoléculas e componentes celulares, importantes para a regulacdo dos processos
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metabolicos do crescimento celular, implicando no aumento de tamanho e nimero de
células (Durzan, 1985), sendo um nutriente de grande importancia para a maioria das
espécies cultivadas in vitro. A caseina hidrolisada € uma das principais fontes de
suplementacdo deste elemento no cultivo in vitro de cafeeiro (Berthouly & Michaux-
ferriere, 1996; Maciel et al., 2003; Pereira et al., 2007; Rezende et al., 2008).

Extrato de malte e caseina hidrolisada sdo misturas complexas, frequentemente
utilizadas em cultura de tecidos, pois sdo formas organicas de nitrogénio que estimulam
0 crescimento de muitas espécies quando cultivadas in vitro. Estas misturas fornecem
um conjunto de aminoacidos responsaveis por estimular o crescimento de muitas
espécies in vitro, podendo ser observado um estimulo do crescimento e do

desenvolvimento. (Torres et al., 1998).

3.1.5. Influéncia de diferentes concentracdes Picloram e 2,4-D sobre a
resposta embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Tabela 13 é apresentado o teste de médias apds a realizacdo da analise de
variancia da formacéo de calos primérios tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio
PM e calo embriogénico apds 120 dias de cultivo em meio SM. Conforme apresentado
na Tabela 13, verificou-se que e taxa de formacao de calo primario tipo 1 nos explantes
inoculados ndo diferiu estatisticamente em todos os tratamentos apresentados. Sendo
assim, A formacao desse tipo de calo nédo foi influenciada pelo uso de diferentes auxinas
(2,4-D e Picloram) e suas concentragfes. Com isso, foi verificado que até mesmo as
baixas concentracfes de auxina sdo capazes de induzir a formacéo desse tipo de calo em

Coffea arabica L..
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Tabela 13. Influéncia de diferentes concentragdes de 2,4-D e Picloram na formacéao de
calos primérios tipo 1 e tipo 2 apds 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogénico

apos 120 dias de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuai Vermelho’.

Inducdo da Embriogénese Somética em Catuai Vermelho

Auxina  Concentracio (M) Calo Tipo 1 Calo Tipo2  Calo Embriogénico

(nota) (%) (%)
5,0 W30a @00b ®27.0b
10,0 3,0a 3,0b 30c
2,4-D
20,0 3,0a 3,0b 0,0c
20,0/10,0 3,0a 0,0b 90,0 a
2,5 29a 67,0a 3,0c
) 5,0 3,0a 50,0 a 0,0c
Picloram
10,0 3,0a 30,0 ab 3,0c
10,0/5,0 3,0a 27,0 ab 30c
C.V.(%) 2,6 59,1 55,5

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacédo de calo.
(2) Percentagem de formacdo de calo primério tipo 2. (3) Percentagem de formagdo de calo
embriogénico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto a formacdo de calo primério tipo 2 verificou-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos estudados, evidenciada pelo teste de Tukey,
demonstrando que as concentracGes desses reguladores influenciaram na formacéo
desse tipo de calo (Tabela 13). Em todas as concentracfes de 2,4-D houve uma baixa
percentagem de formacdo de calo priméario tipo 2. No entanto, observou-se que 0s
tratamentos com 2,5 e 5,0 M de Picloram apresentaram as maiores percentagens de
formacdo de calo primario tipo 2, sendo estatisticamente superiores aos explantes
inoculados com 2,4-D.

Ao avaliar a percentagem de formagéo de calo embriogénico, foi verificado que
a utilizagéo de 2,4-D a 20 pM no meio PM e a redugdo para 10 pM no meio SM foi 0
melhor resultado com 90% de formacdo de calo embriogénico. A concentracdo de 5,0
UM de 2,4-D apresentou 27% de formacdo desse tipo de calo e os demais tratamentos
ndo diferiram estatisticamente com as menores percentagens de formacdo de calos
embriogénico.

Os resultados apresentados coincidem com os encontrados por Cid et al. (2004),
0s quais relataram a primeira utilizagéo de Picloram para inducdo de calos em Coffea

arabica. Segundo esses autores, a utilizacdo de 4 uM foi suficiente para a inducéo de
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calos, embora ndo tenham sido testadas outras concentragfes nesse trabalho. Foi
apresentada ainda uma breve descri¢do fenotipica dos calos primérios induzidos, onde
foi constatado o surgimento de calos de coloracdo bege e branco, Umidos, compactos e
surgindo na nervura central da face adaxial do explante. Ou seja, pode-se supor que
parte dos calos primarios encontrados nesse trabalho eram calos primarios tipo 2.

Segundo Brunetta et al. (2006), a textura e morfologia do calo é influenciada
pelas variacdes nos constituintes do meio nutritivo, que produz calos macios, friaveis e
umidos, em meio com alta concentracdo de auxina e baixa de citocinina e se a relacao é
inversa, produz calos de tecido compacto secos e com células pequenas.

No Experimento 1 do presente trabalho, foi verificado que a percentagem de
formacédo de calo primario tipo 2 foi de 11,0% para a concentragdo 20,0 uM de 2,4-D.
Em contrapartida, no atual Experimento essa percentagem foi de 1,5%. Essa diferenca
de resposta pode ser atribuida a época de coleta dos explantes. Segundo Pasqual (2001),
alteragBes na temperatura, comprimento do dia, qualidade da luz e estresse hidrico ao
longo do ano resultam em plantas com alteracdes nos niveis de carboidratos, proteinas e
reguladores de crescimento armazenados em seus tecidos que influenciam em sua

resposta ao meio de cultura.

3.1.6. Influéncia de diferentes concentracdes Picloram e 2,4-D sobre a

resposta embriogénica da variedade ‘Mundo Novo’

Na Tabela 14 é apresentado o teste de médias apds a realizacdo da analise de
variancia da formacdo de calos primarios tipo 1 e tipo 2 com 30 dias de cultivo em meio
PM e calo embriogénico ap6s 120 dias de cultivo em meio SM. A formacdo de calo
primario tipo 1 foi influenciada pelo uso de diferentes auxinas (2,4-D e Picloram) e suas
concentracdes. Diferentemente dos resultados obtidos no experimento anterior, foi
detectada a presenca de calo primério tipo 1 em todas as placas contendo Picloram,
numa frequéncia e quantidade maiores do que as observadas em 2,4-D. Comparando-se
0 atual experimento com o experimento anterior, em que foram testadas a mesmas
concentracdes e 0s mesmo reguladores de crescimento, pdde-se perceber que o genotipo

influencia ativamente nas respostas a concentragdes e auxinas utilizadas.
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Tabela 14. Influéncia de diferentes concentracdes de 2,4-D e Picloram na formacéo de
calos primérios tipo 1 e tipo 2 apds 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogénico

apos 120 dias de cultivo em meio SM em ‘Mundo Novo’.

Inducdo da Embriogénese Somatica em Mundo Novo

Auxina  Concentracéo (uUM) Calo Tipo 1 Calo Tipo2  Calo Embriogénico
5,0 W3,0a ©o,0¢c ©)3,0 ab
2,4-D 10,0 1,7b 0,0c 7,0ab
20,0 2,1b 0,0c 0,0b
20,0/10,0 2,1b 0,0c 0,0b
2,5 3,0a 10,0 bc 13,0a
Picloram 5,0 30a 330a 0,0b
10,0 30a 30,0 ab 0,0b
10,0/5,0 30a 53,0a 3,0ab
C.V.(%) 10,3 52,7 82,6

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacéao de calo.
(2) Percentagem de formacdo de calo priméario tipo 2. (3) Percentagem de formacdo de calo
embriogénico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Em 2,4-D o tratamento com 5,0 UM promoveu a maior nota para a formacéo
desse tipo de calo. O tratamento com 10,0 uM apresentou a menor nota de formacao de
calo. Entretanto, assim como no experimento anterior, todas as concentracfes de
Picloram apresentaram méaxima formacdo desse tipo de calo. Através desses
experimentos foi possivel verificar que cada genotipo responde de forma diferente a
inducdo de calos por determinados reguladores.

Para a formacdo de calo primario tipo 2, verificou-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos, demonstrando que as concentracfes dos reguladores
influenciaram a formacdo desse tipo de calo. Foi verificado que, assim como o
resultado apresentado no Experimento 1 do presente trabalho (Tabela 6), ndo houve
formacdo de calos primarios tipo 2 em nenhuma das concentracdes testadas com 2,4-D.

Em relacdo as concentragfes de Picloram, o tratamento com 2,5 UM apresentou
a menor percentagem de formacdo de calo primério tipo 2 e a concentracdo de 10,0 uM
apresentou a maior percentagem de formacdo desse tipo de calo. Sendo assim, em
Picloram, quanto maior sua concentragdo, maior a percentagem de formacdo de calo
primario tipo 2.

Embora a percentagem de formacéo de calo embriogénico tenha sido baixa de
uma forma geral, o tratamento de Picloram a 2,5 pM apresentou a maior percentagem

de formacdo desse tipo de calo com 13%. Os tratamentos de 2,4-D a 5,0 e 10,0 uM e
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Picloram a 10,0 uM no meio PM e 5,0 uM no meio SM ndo diferiram estatisticamente,
apresentando de 3 a 7% de formacdo de calo embriogénico. Os demais tratamentos néo

diferiram estatisticamente e ndo apresentaram nenhuma formacéo desse tipo de calo.

3.1.7. Influéncia de diferentes concentragdes de 2-iP sobre a resposta

embriogénica da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados encontrados para a formacdo de
calos primérios tipo 1 e tipo 2 e calo embriogénico em funcdo de diferentes
concentragdes de 2-iP. Verificou-se que diferentes concentragbes de 2-iP néo
influenciaram na formacéo de calo primario 1, uma vez que, em todos os resultados, a
nota media de formacdo desse tipo de calo foi de 2,9. No entanto, a formacdo de calo
primario tipo 2 foi claramente influenciada pela acéo dessa citocinina. Verificou-se uma
relacdo inversa entre a concentracdo de 2-iP e a taxa de formacdo de calo primario tipo
2. Quanto maior a concentracao de 2-iP, menor a taxa de formacdo de calo primario tipo
2. Analisando a formacéo de calo embriogénico, foi verificado que a utilizacdo de 10,0
MM de 2-iP apresentou a maior percentagem de formacéo desse tipo de calo com 87%.
As concentracdes de 20,0 e 30,0 UM néo diferiram estatisticamente e apresentaram as

menores percentagens de formacdo de calo embriogénico.

Tabela 15. Influéncia de diferentes concentragcbes de 2-iP na formagdo de calos
primarios tipo 1 e tipo 2 ap6s 30 dias de cultivo em meio PM e calo embriogénico apds

120 dias de cultivo em meio SM na variedade ‘Catuai Vermelho’.

Inducdo da Embriogénese Somatica do cafeeiro
Calo Tipo 1 Calo Tipo2 Calo Embriogénico

Concentracao (nota) (%) (%)
5,0 UM W29a 68 a ®)13b
10,0 uM 29a 28 b 87 a
20,0 uM 29a 8c 3¢
30,0 uM 25a Oc Oc
C.V.(%) 10,4 47,7 449

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacédo de calo.
(2) Percentagem de formacdo de calo priméario tipo 2. (3) Percentagem de formagdo de calo
embriogénico. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Hatanaka et al. (1991) afirmaram que a melhor concentracdo das citocininas,
BAP, cinetina e 2- iP para a embriogénese somatica de Coffea canephora foi de 5,0 uM.
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Segundo o autor, a embriogénese ocorre apenas na face do explante em contato com a
citocinina, indicando que, em geral, esta ndo € absorvida pela epiderme da folha e,
quando absorvida ocorre na face excisada do explante, ndo sendo transportada dentro do
tecido foliar.

Essa afirmacdo sugere que a presenca do 2-iP no bordo do explante apresente
uma acgdo inibidora do surgimento e desenvolvimento do calo primério tipo 2. Assim
como a formacdo de calo primério tipo 2, a percentagem de formacdo de calo
embriogénico foi bastante influenciada pelas diferentes concentracfes de 2-iP, onde
altas concentragOes desse regulador inibiram a formacéo desse tipo de calo. Ao
contrério do observado na literatura, a concentragdo de 5,0 uM apresentou baixa
percentagem de formacéo de calo embriogénico, ndo sendo o melhor tratamento para a

inducdo da embriogénese somatica em Coffea arabica var. Catuai Vermelho.

3.2. Multiplicacéo de células em suspensao

3.2.1. Influéncia da densidade na multiplicacdo de calo embriogénico
da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados encontrados para a influéncia da
densidade na multiplicacéo de calo embriogénico. Apds 90 dias de cultivo foi verificado
que os calos embriogénicos nas concentragdes iniciais de 6, 8 e 10 g.L™* permaneceram
em multiplicacdo ascendente durante todo o cultivo, enquanto o tratamento de 12 g.L™
apresentou queda no incremento de matéria fresca por volta de 60 dias de cultivo.
Verificou-se que o peso de matéria fresca ao final dos diferentes periodos de cultivo
variou de acordo com a densidade inicial de células. O valor méximo de 4.217 mg foi
observado para a inoculagdo inicial de 200 mg por 20 ml de meio, referente a densidade
de 10 g.L™. Por outro lado, o menor actimulo foi observado no tratamento 6 g.L™, com

média final de 2.431 mg.
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Figura 8. Avaliacdo da multiplicacdo de calo embriogénico da variedade ‘Catuai
Vermelho’ cultivadas em frascos de 125 ml de capacidade em funcéo do periodo de
cultivo e diferentes densidades de células por frasco de cultivo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Na Tabela 16 sdo apresentados os valores de densidade apds 30, 60 e 90 dias de
cultivo. Conforme verificado na Tabela abaixo, pode-se observar que uma alta
densidade inicial desfavorece o incremento de matéria fresca ao longo do periodo de
cultivo. Foi observado um aumento da densidade de células proximo de cinco vezes
apos 30 dias, dez vezes ap06s 60 dias e vinte vezes ap6s 90 dias de cultivo, exceto para a
densidade inicial de 12 g.L™ que apresentou um aumento inferior aos demais
tratamentos nos ultimos 30 dias de cultivo. Teixeira et al. (2004) analisando a
multiplicacdo de celulas de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’ verificaram
que, o aumento da densidade foi de cinco vezes ap6s 28 dias, dez vezes ap6s 56 dias e

quinze vezes apés 86 dias de cultivo.
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Tabela 16. Influéncia de diferentes densidades iniciais (g.L™) na multiplicacdo de calo
embriogénico na variedade ‘Catuai Vermelho’ em meio MM liquido em fungdo do

tempo.

Multiplicacéo de calo embriogénico

Densidades/0 dias 30 dias 60 dias 90 dias

6 W28 dC 71cB  122cA

8 42 cC 103 bB 187 bA

10 53 bC 110abB 211 aA

12 70 aC 115aB 127 cA
C.V.(%) 59

(1) Densidade de células embriogénicas referente a cada periodo de cultivo (g.L™). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Semelhante ao observado por Teixeira et al. (2004), verificou-se que, ap0s
aproximadamente 90 dias de cultivo, a densidade inicial mais elevada resultou em
menor acumulo de matéria fresca. Esses resultados corroboram com Boxtel &
Berthouly (1996), pois segundo os autores a densidade de 10 g.L™ foi a que propiciou as

maiores taxas de crescimento.

3.2.2. Influéncia do volume do frasco e reajuste parcial na
multiplicagdo de calo embriogénico da variedade ‘Catuai

Vermelho’
Na Figura 9 sdo apresentados os resultados encontrados para a influéncia de

ajuste parcial e do volume do frasco na multiplicacdo de calo embriogénico apds 90 dias
de cultivo em meio MM liquido.
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Figura 9. Avaliacdo da multiplicacdo de calo embriogénico da variedade ‘Catuai
Vermelho’ cultivadas em diferentes frascos de Erlenmeyer (125 e 250 ml de volume)
com reajuste (10, 20 e 30 ml de meio para o frasco de 125 ml de volume e 20, 40 e 60
ml de meio para o frasco de 250 ml de volume) ou sem reajuste da densidade em funcao
do periodo de cultivo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi verificado que em ambos volumes de frasco, os tratamentos com reajuste
parcial da densidade apresentaram o maior acimulo de matéria fresca ao final dos 90
dias de cultivo. O tratamento com o frasco de 250 ml e com reajuste da densidade foi 0
que apresentou maior incremento de matéria fresca, atingindo 6.645 mg ao final do
periodo de cultivo. Em contrapartida, o tratamento com o frasco de 125 ml sem reajuste
da densidade apresentou o menor acimulo de matéria com 1.628 mg de calo. Ja os
tratamentos com o frasco de 250 ml sem reajuste e o tratamento com o frasco de 125 ml

com reajuste ndo diferiram estatisticamente.

3.2.3. Influéncia da luz e escuro na multiplicacdo de calo embriogénico
da variedade ‘Catuai Vermelho’

Na Figura 10 sdo apresentados os resultados encontrados para a influéncia da luz
na multiplicacdo de calos embriogénicos cultivados em meio MM liquido por 90 dias.
Diante disso, conforme observado na Figura 8, a multiplicacdo de células embriogénicas
é diretamente influenciada pelas condicGes de cultivo, especificamente pela presenca de
luz. Foi verificado que o maior acimulo de matéria fresca foi observado na auséncia de

luz atingindo 4.259 mg de calo. A multiplicacéo realizada na presenca de luz apresentou
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resultado inferior com 3.730 mg. Os frascos cultivados na luz apresentaram um
escurecimento de suas células. Os resultados apresentados corroboram com Gatica-
Arias et al. (2008), que verificaram que a multiplicacdo de células em suspensdo da
variedade ‘Catuai Vermelho’ ¢ ‘Caturra’ apresentaram um escurecimento apds 4

semanas de cultivo na presenca de luz.

4500
4000

/b
3500
3000 //
2500 //
2000 Claro

1500 //// Escuro
1000

500 //

0 dias 30dias 60 dias 90 dias

Periodo de Cultivo (dias)

Peso de matéria fresca (mg)

Figura 10. Avaliacdo da multiplicacdo de calo embriogénico da variedade ‘Catuai
Vermelho’ cultivadas em frascos de 125 mL de capacidade em funcdo do periodo e das
condicBes de cultivo (luz e escuro). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Além dos reguladores de crescimento, a luz também influencia a taxa de
multiplicacdo e o crescimento dos explantes in vitro. Uma provavel explicacdo para o
efeito da luminosidade na taxa de multiplicacdo seria que a alta intensidade luminosa
poderia estar reduzindo as concentracdes de auxinas endodgenas pela fotoxidacéo,
provocando um desbalanceamento hormonal que agiria diretamente na multiplicacdo
celular (Radmann et al., 2001; Soontounchainaksaeng et al., 2001). Note na Figura 11 o

escurecimento dos calos cultivados na presenca de luz devido a fotoxidacéo.

68



Figura 11. Multiplicacdo de células embriogénicas em meio liquido. Calos
embriogénicos cultivados em frascos de Erlenmeyer de 125 ml na presenca de luz (A) e
na auséncia de luz (B).

3.3. Diferenciacdo, maturacéao e germinacao de embrides somaticos

3.3.1. Influéncia do numero de explantes por placa na regeneracao de
embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’ cultivados em RM

gelificado

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados obtidos para a influéncia do
namero de explantes por placa na regeneracdo de embriGes sométicos cultivados por 60
dias em meio RM gelificado. Foi verificado que o numero de explantes por placa
influenciou inversamente a regeneracdo de embrides somaticos. Sendo assim, o
tratamento com 4 e 6 explantes por placa ndo diferiram estatisticamente e obtiveram as
maiores notas de regeneracdo de embrides globulares. Por outro lado, o tratamento com
10 explantes apresentou a menor nota de regeneracdo de embrifes. Quanto ao peso por

explante, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 17. Influéncia do numero de explantes por placa sobre a regeneracdo de

embrides globulares da variedade ‘Catuai Vermelho’ ap6s 60 dias em meio RM

gelificado.
Regeneracao de embrides somaticos
N° Explantes Nota® Peso/Explante (g)
4 2,7a 0,19a
6 2,6a 0,20 a
8 1,6 ab 0,17 a
10 12b 0,25a
C.V.(%) 51,1

(1) Médias das notas variando entre 0 (nenhuma), 1 (baixa), 2 (média) e 3 (alta) para formacao de
embrides globulares. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Outro fator que influenciou a regeneracdo de embrides somaticos foi o tipo de
linhagem inoculada. Sendo assim, cada frasco da fase de multiplicagdo constituiu uma
linhagem. E cada linhagem foi distribuida em todos os tratamentos da fase de
regeneracdo. Foi verificado que diferentes linhagens resultaram em diferentes respostas,
quando submetidos aos tratamentos de numeros de explantes por placa (Figura 12).
Como pode ser observado na Figura 12 A-D, uma linhagem com alto potencial
regenerativo apresentou formacdo de embriGes em todos os tratamentos. Embora essas
linhagens sejam fenotipicamente iguais, a linhagem com baixo potencial regenerativo
obteve regeneracao apenas nos tratamentos com 4 e 6 explantes por placa. Nos demais
tratamentos foi observada uma multiplicacdo celular resultando no aumento do tamanho
do explante (Figura 12 E-H).
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Figura 12. Regeneracdo de embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’ em meio RM
gelificado. Explantes nas densidades de 4, 6, 8 e 10 explantes por placa,
respectivamente. A-D) Linhagem com alto potencial regenerativo. E-H) Linhagem com
baixo potencial regenerativo.

Portanto, foi verificado que os fragmentos de calos formaram diferentes
quantidades de embriGes e também que esse numero dependeu tanto do numero de
explantes por placa como da linhagem inoculada. Sendo assim, os resultados
corroboram os resultados obtidos por Sondhal & Sharp (1977), segundo esses autores,
células da camada superficial dos calos passam para a etapa de diferenciacdo, mas
somente algumas s&o responsivas a formacdo dos embrides, pois a diferenciacdo celular

se deve a competéncia, determinacdo e ativacao celular.
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Figura 13. Regeneracdo de embrifes sométicos da variedade “Catuai Vermelho® em
meio RM gelificado. Explantes de diferentes linhagens inoculados na mesma placa.

3.3.2. Influéncia da luz e do tempo de cultivo na regeneracdo de
embrides da variedade ‘Catuai Vermelho’ cultivados em RM

gelificado

Na Tabela 18 sdo apresentados os resultados obtidos para a influéncia da luz e de
diferentes tempos de cultivo na diferenciacdo de embrides somaticos cultivados por 30,
60 ou 90 dias, no escuro ou no claro em meio RM e transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 125 ml de capacidade contendo meio MGM por 60 dias de cultivo. Foi
verificado que tanto a luz e quanto o tempo de permanéncia no meio RM influenciaram
no peso médio dos embribes por frasco. Os tratamentos com 90 dias de cultivo no claro
e com 30 e 60 dias no escuro ndo diferiram estatisticamente e apresentaram 0 menor
peso médio e o tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou 0 maior peso ao
final do cultivo. Por outro lado, verificou-se que os tratamentos com 30 dias de cultivo,
tanto no escuro como no claro, ndo diferiram estatisticamente e apresentaram 0sS
menores numeros de embrides por frasco. Assim como observado anteriormente, o
tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou o maior nimero de embrides
por frasco. Ao analisar o numero de embriGes por grama de calo embriogénico
inoculado, o tratamento com 90 dias de cultivo no escuro apresentou o melhor
resultado, com isso foi verificado que é necessario o cultivo por 90 dias em meio RM

antes da transferéncia para 0 meio MGM e que a presenga de luz influenciou
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negativamente a regeneracdo dos embriBes. Através de uma andlise visual dos explantes
durante o experimento, foi verificado que a presenca de luz degradaram alguns
componentes presentes no meio de cultura, isso foi visualizado uma vez que o0 meio
apresentou uma consiténcia semi-liquida, perdendo o seu aspecto inicial gelificado.
Sabe-se também que diferentes componentes do meio de cultura sdo fotossensiveis.
Outra caracteristica observada no material cultivado na presenca de luz foi que em
100% dos explantes havia uma intensa oxidacdo que prejudicou a regeneracdo dos

embrides.

Tabela 18. Efeito da luz e do tempo de cultivo sobre a diferenciagdo de embrides
somaticos da variedade ‘Catuai Vermelho’ cultivados por 60 dias em meio MGM

liquido.

Diferenciac@o de embrides somaticos
Peso/frasco Embrides/frasco Embrides/grama

Cultivo Tempo (dias)

)] (n°) (n°)
30 0,75b 128 ¢ w2140 ¢
Luz 60 1,14 b 774 be 12.827 be
90 1,73 ab 1.879 ab 31.310 ab
30 1,32 ab 213 ¢ 3.543 ¢
Escuro 60 1,66 ab 1.427 b 23.784 b
90 2,18a 3.227 a 45,181 a
C.V.(%) 39,8 55,4 55,4

(1) NUmero de embribes por grama de calo inoculado. Médias seguidas pela mesma ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conforme verificado no presente trabalho, Doderman et al., (1997) afirmam que
fatores enddgenos e do ambiente podem influenciar o controle da divisao, elongacao,
polaridade e diferenciagdo celular, influenciando assim, a regeneracdo de embrides
somaticos.

Analisando o aspecto morfoldgico dos calos durante o processo de regeneracao de
embrides, foi verificado que apos cerca de 30 dias de cultivo em meio RM houve um
escurecimento intenso nos explantes cultivados na presenca de luz e quanto maior o
tempo de cultivo, maior o escurecimento e menor o desenvolvimento do calo, ja o0s
explantes cultivados no escuro os calos sofreram uma oxidagdo mais lenta e gradativa
diferindo do observado na presencga de luz (dados nédo apresentados). Sendo assim,
Monaco et al., (1977) verificaram que na embriogénese somatica de Coffea, observa-se
que, de modo geral, a formacéo de embrides ocorre ap6s o inicio da oxidacdo dos calos.
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A coloragdo escura em calos de Coffea esta associada ao metabolismo de fendis, que é
caracteristico dessa espécie, e que se encontra em concentracéo elevada (Monaco et al.,
1977). Embora a literatura informe que essa oxidacao seja favoravel a regeneracdo de
embrides, foi verificado no presente trabalho que o escurecimento dos explantes ocorreu
tanto na presenca de luz como na auséncia, no entanto, aqueles explantes cultivados
com intensidade luminosa apresentaram alta oxidagdo e formagdo de embrides em

quantidades reduzidas se comparadas aos explantes cultivados na auséncia de luz.

3.3.3. Influéncia da luz e da densidade na diferenciacdo de embrides
somaticos da variedade ‘Catuai Vermelho’ cultivados em MGM

liquido

Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados obtidos para a influéncia da luz e de
diferentes densidades na diferenciacdo de embrides somaticos cultivados por 60 dias em
frascos de Erlenmeyer de 125 ml de capacidade contendo meio MGM. Foi verificado
que tanto a luz e quanto a densidade influenciaram no peso médio dos embrides por
frasco. O tratamento com a densidade de 1 g.L™ no escuro apresentou o menor peso
médio e o tratamento com a densidade de 10 g.L™* na luz apresentou 0 maior peso ao
final do periodo de cultivo. Por outro lado, verificou-se que o tratamentos com 1 e 5
g.L™ no claro e 1 g.L™ no escuro ndo diferiram estatisticamente e apresentaram 0s
menores nimeros de embrides por frasco. O tratamento com a densidade de 10 g.L™ no
escuro apresentou o0 maior nimero de embrifes por frasco. Ao verificar o nimero de
embrides por grama de calo embriogénico inoculado, observou-se que ndo houve

diferenca estatistica entre nenhum dos tratamentos.
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Tabela 19. Efeito da luz e da densidade sobre a diferenciacdo de embriGes somaticos da
variedade ‘Catuai Vermelho’ cultivados por 60 dias em meio MGM liquido.

Diferenciacdo de embrides somaticos
Densidade  Peso/frasco Embrides/frasco Embrides/grama

cultve. ™ g1 Y (@) (n9) ()
1 0,81 bc 759 b 130.360 a
Luz 5 1,53 abc 1.669 b 13.350 a
10 2,55a 2.519 ab 10.076 a
1 061c 1.095 b 33.454 a
Escuro 5 2,04 ab 2.854 ab 22.834 a
10 1,50 abc 4127 a 16.508 a
C.V.(%) 41,2 50,0 52,2

(1) NUmero de embribes por grama de calo inoculado. Médias seguidas pela mesma néo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em Coffea arabica, a regeneracdo de embrides somaticos a partir de calos
embriogénicos do tipo HFSE (High frequency somatic embryos) foi bem documentada
por Sondahl & Sharp (1977). No entanto, diversos trabalhos relatam a falta de
sincronizacdo dos embribes e o surgimento de embrifes anormais durante esta etapa
(Sondahl & Sharp, 1977; Boxtel & Berthouly, 1996; Berthouly & Michaux-Ferriere,
1996).

Segundo Zamarripa et al. (1991) e Teixeira et al. (2004), em C. arabica,
densidades inferiores a 1 g.L™" podem levar a germinacdo precoce dos embrides
formados enquanto que densidades superiores impedem o bom desenvolvimento dos
mesmos. Entretanto, no presente trabalho foi observado que a densidade de 5 g.L™ no
escuro apresentou um desenvolvimento adequado e sincronizado dos embrides quando
comparado com a densidade de 1 g.L™ que apresentou germinago precoce na presenca
de luz (Figura 14).
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Figura 14. Diferenciacdo de embrides somaticos da variedade ‘Catuai Vermelho’ em
meio MGM liquido. Embrides cultivados nas densidades de 1, 5 e 10 g.L?
respectivamente, A-C) na luz e D-F) no escuro.

Na Figura 15 sdo apresentadas a regeneracdo e a aclimatizacdo de mudas

provenientes da embriogénese somatica de Coffea arabica variedade Catuai Vermelho.

Figura 15. Regeneracdo e aclimatizagdo de mudas da variedade ‘Catuai Vermelho’
clonadas por embriogénese somética indireta. A) regeneracdo e B) mudas ap0os 60 dias
de aclimatizacéo.
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INDUCAO DE CALO

( Variedade Catuai Vermelho \

8 explantes por placa

3% de sacarose
Caseina hidrolisada e Extrato de Malte

20 pM no meio primario - PM e 10 uM no
meio secundario - SM de 2,4-D

\ 10 uM de 2-iP /

MULTIPLICACAO DE CELULAS
EM SUSPENSAO

@nsidade inicial de células embriogénicas@
10 g/L

Frasco de 250 ml de volume com ajuste
parcial da densidade iniciando com 20 ml,
aumentando para 30 e depois 40 ml de meio

\ Cultivo no escuro J

REGENERACAO E
MATURACAO DE EMBRIOES
SOMATICOS

(6 explantes no meio de regeneracao - RIVI\

Cultivo no escuro por 90 dias no meio de
regeneragao - RM

Densidade inicial de embrides somaticos de
5 g/L cultivados no escuro em meio de

\ germinagdo - MGM )

Figura 16. Esquema apresentando os melhores tratamentos obtidos para a
embriogénese somatica de Coffea arabica.
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4.

CONCLUSOES

Catuai Vermelho é a variedade que melhor responde a indugédo de calo
embriogénico com protocolo testado;

A amostragem de folha inoculada influencia a percentagem de formacao
de calo embriogénico;

Quanto maior a percentagem de formag&o de calo primério tipo 2 menor
a percentagem de formacdo de calo embriogénico;

A utilizacdo de seis explantes por placa proporciona os melhores
resultados para a formacéo de calo embriogénico;

A concentracdo de 3% de sacarose apresenta a melhor taxa de formacao
de calo embriogénico;

Quanto maior a concentracdo de sacarose, maior a percentagem de calo
primario tipo 2;

Caseina hidrolisada e extrato de malte influenciam positivamente a
formacdo de calo embriogénico, ou seja, a associacdo desses dois
componentes Nno meio nutritivo proporciona a maior percentagem de
formacgéo de calo embriogénico;

A combinacdo de caseina hidrolisada e extrato de malte reduzem a
percentagem de formacé&o de calo primario tipo 2;

Na variedade Catuai Vermelho, o tratamento contendo 20 uM de 2,4-D
no meio PM e sua reducdo para 10 uM no meio SM corresponde ao
melhor resultado de formacao de calo embriogénico;

Picloram ndo favorece a formacdo de calo embriogénico, em
contrapartida aumenta consideravelmente a percentagem de formacdo do
calo primério tipo 2 na variedade Catuai Vermelho;

Para a variedade Mundo Novo, a concentracdo de 2,5 uM de Picloram
nos meios PM e SM apresenta a maior percentagem de formacédo de calo
embriogénico;

Quanto maior a concentracdo de 2-iP maior a percentagem de formacao
de calo primario tipo 2;

A concentracdo de 10 uM de 2-iP corresponde a melhor percentagem de

formacéo de calo embriogénico;
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Apds 90 dias de multiplicacdo de calos embriogénicos em meio de
multiplicacdo - MM, verifica-se que a densidade inicial de 8 g.L™
corresponde ao maior acumulo de massa fresca. No entanto, a densidade
inicial de 10 g.L™ apresenta a maior densidade ao final do periodo de
cultivo;

Para a multiplicagdo de calos embriogénicos, a utilizagdo de frascos de
250 ml de volume com ajuste parcial (20, 40 e 60 ml) da densidade
representa 0 maior acimulo de massa fresca;

Ao final do periodo de cultivo, a multiplicacdo em frascos de 125 ml de
volume com ajuste parcial da densidade (10, 20 e 30 ml) equivale a
utilizacdo de frascos de 250 ml de volume sem o ajuste parcial, em se
tratando de acumulo de massa fresca;

A presenca da luz na multiplicacdo de células embriogénicas influencia
negativamente por meio da reducdo do acumulo de massa fresca;

A intensidade luminosa confere um escurecimento das células
embriogénicas durante a etapa de multiplicacdo, devido ao aumento da
oxidacdo fenolica;

Durante a regeneracdo de embrides somaticos, a utilizacdo de quatro e
seis explantes (de calos embriogénicos) por placa proporciona a melhor
formagéo de embrides;

A etapa de regeneracdo € altamente influenciada pelas linhagens
embriogénicas. Quando a linhagem é boa, a regeneracdo independe do
nimero de explante por placa, mas quando a linhagem é ruim a
utilizacdo de mais de seis explantes por placa confere uma maior
multiplicacdo do calo, o que atrapalha a regeneracdo dos embrides;

E necessario o cultivo por 90 dias em meio de regeneracio - RM antes da
transferéncia para 0 meio de germinagéo - MGM;

A transferéncia dos explantes para o meio de germinacdo - MGM antes
dos 90 dias de cultivo em meio de regeneragdo - RM reduz
consideravelmente o numero de embrifes regenerados e atrasa a
matura¢do dos mesmos;

A luz durante a regeneragdo de embrides em meio de regeneracéo - RM

diminui o nimero de embrides formados;
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e A maturacdo dos embrides apresenta maior sincronizacdo com a
densidade inicial de calos embriogénicos com embrides globulares a 5

g.L™ no escuro.
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CAPITULO 2

HISTOLOGIA DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EXPLANTES
FOLIARES DO CAFEEIRO (Coffea arabica L. variedade Catuai Vermelho) E
ONTOGENESE DE CALOS



RESUMO

Desde a sua chegada ao Brasil, o cafeeiro sempre teve grande importancia para a
economia brasileira. O Brasil se tornou o maior produtor mundial de café com a
exportacdo de 26 milhGes de sacas ao ano, rendendo ao pais cerca de 2 bilhdes de
dolares ao ano. A micropropagacdo via embriogénese somatica é a melhor opg¢éo para a
propagacdo clonal em larga escala dessa espécie. Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho
foi compreender as principais etapas da embriogénese somatica de Coffea arabica
variedade ‘Catuai Vermelho’, por meio de cortes anatdmicos e da ontogénese do calo.
Para tanto, cortes anatdmicos seriados foram realizados em explantes foliares com
diferentes periodos de cultivo nos meios primario e secundario (0, 4, 7, 15, 30 dias),
calo primario tipo 1, calo primario tipo 2, calo embriogénico, embrides globulares,
embrides torpedo, embriGes cotiledonares e embrides zigoticos. Verificou-se que a
formacédo de calo primario acontece aos 7 dias de cultivo e esse calos se originaram a
partir de divisbes sucessivas de células do procambio. Calos primarios tipo 1 e tipo 2
apresentaram morfologia e tipos celulares distintos e o calo embriogénico é originado

do calo primério tipo 1.

Palavras-chave: Anatomia vegetal, calo primario tipo 1, calo primario tipo 2, calo

embriogénico, ontogénese.
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ABSTRACT

Since its introduction to Brazil, the coffee has always been of great importance to the
Brazilian economy. Brazil has become the world’s largest producer of coffee, currently
exporting twenty-six million sacks per year, earning the country an estimated two
billion dollars annually. Micropropagation via somatic embryogenesis is the best option
for large scale clonal propagation of this species. In this context, this work aimed to
understand the key phases in the somatic embryogenesis of the Coffea arabica variety
‘Catuai Vermelho’, by means of anatomical sections and ontogenesis of the callus. To
this end, series of anatomical sections were performed on foliar explants at different
stages of growth in primary and secondary media (0, 4, 7, 15, and 30 days): primary
callus type 1, primary callus type 2, embryogenic callus, globular embryos, torpedo
embryos, cotyledonary embryos, and zygotic embryos. It was found that the formation
of primary callus occurs at seven days of cultivation, and that these calli originate from
the successive division of the procambium cells. Primary calli type 1 and type 2 have
distinct morphology and distinct cell types and the embryogenic callus originates from

primary callus type 1.

Key-words: Plant anatomy, primary callus type 1, secundar callus type 2, embryogenic

callus, ontogenesis.
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1. INTRODUCAO

A cafeicultura é uma atividade de grande expressdo no cenario agroindustrial
brasileiro, colocando o Brasil como o maior produtor e maior exportador de café do
mundo (Agrianual, 2011). Coffea arabica L. (Rubiaceae) é responséavel por 70% de
todo o café produzido e comercializado no mundo. Esta espécie é uma planta perene de
porte arbustivo, produtora de frutos do tipo drupa, contendo normalmente duas
sementes que constituem seu produto econémico (Santos et al., 2003).

O sucesso dos programas de melhoramento genético do cafeeiro tem colocado a
disposicao dos cafeicultores variedades mais adaptadas, produtivas e resistentes. Elas
tém sido produzidas visando atender as demandas dos consumidores, entretanto o
melhoramento genético do cafeeiro por métodos convencionais € um processo
demorado, podendo levar mais de trinta anos para se obter uma nova cultivar. Dessa
forma, a propagacdo clonal da espécie é fundamental para possibilitar uma réapida
difusdo de novos genotipos de interesse (Pereira et al., 2003).

A embriogénese somatica € definida como o processo pelo qual células
haploides ou somaticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios, dando origem a
uma planta sem que ocorra a fuséo de gametas, possibilitando a propagacgéo acelerada
de hibridos superiores (Pereira et al., 2007).

Segundo Donato et al. (2000), a embriogénese somatica in vitro apresenta dois
padrBes basicos de desenvolvimento de embrides: direto, no qual os embrides somaticos
originam-se diretamente dos tecidos matrizes, sem a passagem por estadios
intermediarios de calos; e indireto, no qual os embrides somaticos se formam a partir de
calos primarios, que sdo constituidos por uma massa de células com crescimento
desorganizado. Na embriogénese somatica indireta do cafeeiro, diferentes tipos de calos
podem ser obtidos, ocorrendo o calo primario de crescimento ndo persistente (tipo 1), o
calo primério de crescimento persistente (tipo 2) e o calo embriogénico. Estes tipos de
calos sdo fenotipicamente diferentes.

O calo primario tipo 1 tem inicio apds 15 a 20 dias de cultivo no meio priméario —
PM (Teixeira et al., 2004), forma-se em granulos nos bordos do segmento de folha e
permanece em crescimento ativo por mais algumas semanas no meio secundario — SM
(Teixeira et al., 2004). Inicialmente, apresenta coloracdo clara e crescimento ativo.
Entretanto, ap6s aproximadamente 60 dias de cultivo no meio SM, observa-se um

escurecimento gradativo e reducdo do crescimento.
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Por sua vez, o calo primério tipo 2, embora tenha origem parecida ao calo
primario tipo 1, apresenta coloragdo clara e crescimento persistente, mesmo ap6s 120
dias de cultivo no meio SM.

O calo embriogénico tem origem basicamente a partir do calo primario tipo 1,
apos aproximadamente 120 dias de cultivo do segmento de folha no meio SM, apresenta
coloracdo amarela intensa e constituigao friavel.

A anatomia vegetal é o ramo da botanica que estuda as estruturas internas do
corpo das plantas, permitindo a descricdo de células, tecidos e érgdos quanto a sua
ontogénese, constituicdo e fungdo. Diante disso, a anatomia vegetal pode auxiliar na
compreensdo de diversos fendmenos relacionados aos organismos vegetais, dentre os
quais a embriogénese somatica (Rodrigues et al., 2004).

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi identificar através da
ontogénese, a origem de formacdo de calos, bem como comparar, por analises
anatdbmicas, calos priméarios tipo 1, tipo 2 e calo embriogénico e analisar
histologicamente explantes foliares, embrides somaticos em diferentes estadios de

desenvolvimento e embrides zigéticos de Coffea arabica, variedade Catuai Vermelho.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Analise histoldgica de neo-formac0es vegetativas e reprodutivas

Os experimentos de analise histoldgica foram realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais 1l da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em
Brasilia — DF e no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade de Brasilia.

Apos 0, 4, 7, 15 e 30 dias de cultivo nos meiosprimario - PM e secundario - SM,
foram coletadas 9 amostras de cada periodo, 9 amostras de cada tipo de calo (calo
primario tipo 1 e tipo 2 e calo embriogénico), bem como 9 amostras de cada um dos
embrides somaticos em varios estadios de desenvolvimento, abrangendo os embrides
globulares com 90 dias de cultivo em meio de regeneracdo - RM, embrides torpedo com
30 dias de cultivo em meio MGM, embrides cotiledonares com 60 dias de cultivo em
meio de germinagdo - MGM e embrides zigoticos retirados de sementes de plantas
matrizes cultivadas em casa de vegetacdo. As condicdes de cultivos e a composicado dos
meios nutritivos seguem aquelas descritas no Capitulo 1 do presente trabalho.

As amostras foram fixadas por um periodo minimo de 24 h em FAA 50
(formaldeido 37-40%, acido acético glacial e alcool etilico 50% 1:1:18, v/v) sob vacuo
(Johansen, 1940), lavadas duas vezes e estocadas em etanol 50%. As amostras foram
desidratadas em série etilica crescente. As amostras de calos foram infiltradas em
historresina (Leica®). Secgbes com 5 um de espessura foram obtidas em micrétomo
rotativo manual Leica®, distendidas sobre 4gua em uma lamina de vidro, sobre placa
aquecedora a 40°C. Os cortes foram corados com azul de toluidina 0,5% e analisados
sob fotomicroscopio Optico com sistema de captura de imagens (Zeiss Axioskop).

As demais amostras foram infiltradas em parafina para a realizacdo de cortes
seriados. Para a infiltracdo em parafina, os espécimes foram desidratados em série
etandlica, diafanizados em solucBes de etanol e xilol nas propor¢des 3:1, 1:1 e 1:3 e
duas passagens em xilol puro e colocados em frascos contendo 3 partes de parafina para
uma de xilol. Os frascos foram tampados e colocados em estufa a 60°C por 1 hora,
depois foram destampados e permaneceram por 24 h na mesma temperatura para a
evaporacdo completa do xilol. A parafina foi trocada 24 e 48 h depois, para que 0
material ndo mantivesse residuos de xilol.

O material foi emblocado e foram obtidas seccbes transversais da folha e

longitudinais dos embrides com 7 um de espessura foram obtidas em microtomo
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rotativo manual Leica®. Aplicou-se a solucdo Haupt A (adesivo) na lamina, que foi seca
em placa aquecedora a 60°C, depois foram acrescentadas 2-3 gotas de Haupt B (solugéo
de formalina diluida), onde os cortes foram distendidos. A coloracdo foi feita com
safranina e "fast green™.

As laminas foram analisadas sob microscopio Optico e o registro dos resultados
foi feito em fotomicroscopio Zeiss Axioskop acoplado a sistema de captura de imagens
LAS EZ.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Folha Adulta

A Figura 17 caracteriza a morfologia e 0s aspectos anatdmicos da folha de
Coffea arabica L. var. Catuai Vermelho cultivada em casa de vegetacdo e utilizada
como explante inicial na inducdo da embriogénese somatica.

A epiderme € unisseriada, com células comuns mais altas na face adaxial do que
na abaxial (Figura 17 B, G-H). A folha é hipoestomatica, com estdmatos nivelados com
0 restante da epiderme e cAmara subestomatica ampla (Figura 17 H). Segundo Metcalfe
& Chalk (1965), essa caracteristica da distribui¢do dos estbmatos apenas na face abaxial
é amplamente conhecida na familia Rubiaceae. Esse padrdo também foi observado por
Nakamura et al. (1992) em Coffea arabica variedades Typica e Catuai Amarelo.

O mesofilo é dorsiventral, com uma s6 camada de parénquima palicadico, com
células cerca de 2,5-3 vezes mais altas que largas e com numerosos cloroplastos (Figura
17 G). O parénquima lacunoso apresenta 8-12 camadas de células isodiamétricas e
amplos espagos intercelulares.

A nervura mediana € proeminente nas duas faces, sendo que a saliéncia adaxial
possui cerca de um terco da largura da saliéncia abaxial. A regido cortical é ocupada por
colénquima e parénquima. O colénquima constitui uma calota com 1-3 camadas de
celulas na regido subepidérmica da saliéncia da face adaxial (Figura 17 B-C) e 1-4
camadas ao longo de toda a regido subepidérmica abaxial (Figura 17 B, D). Na face
adaxial, cerca de um terco da largura de cada lado da nervura mediana é ocupado por
parénquima palicadico e lacunoso. A bainha endodérmica e o periciclo sdo pouco
conspicuos; a primeira é constituida pela ultima camada cortical, enquanto o segundo é
formado por 1-2 camadas internas a primeira (Figura 17 B-D, setas), mas estes tecidos
tornam-se descontinuos em algumas regides (Figura 17 F).

A vascularizacdo é composta por um grande cilindro central e 2-3 tragcos
vasculares voltados para a face adaxial, todos fechados, onde se identificam raios
parenquimaticos e o cambio continuo, caracterizando um tipico crescimento secundario
nesta nervura. A medula parenquimética € desenvolvida apenas no grande cilindro
central (Figura 17 B-C).
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Figura 17. Folha de Coffea arabica var. Catuai Vermelho cultivada em casa de
vegetacdo e utilizada como explante inicial da embriogénese somatica. A. Morfologia
externa. B-F. Secgdes transversais da nervura mediana: notar sistema vascular fechado
no centro, com raio parenquimatico tipico de crescimento secundario. G-H. Secgdes
transversais da ala foliar. Abreviacdes: AB = face abaxial; AD = face adaxial; CAM =
cambio; Col = colénquima; Endo = endoderme; EP = epiderme; EST = estbmato; F =
floema; FV = feixe vascular; M = medula; MX = metaxilema; PA = parénquima; Pcl =
parénquima clorofiliano; Per = periciclo; PL = parénquima lacunoso; PP = parénquima
palicadico; PX = protoxilema; R = raio; X= xilema.
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Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os de Menéndez-
Yuffad & Garcia (1997) que, analisando a lamina foliar da variedade ‘Catimor’ (Coffea
arabica var. ‘Caturra Vermelho’ x ‘Hibrido de Tymor’) como explante inicial para a
inducdo de calos, verificaram que a folha tem uma estrutura bifacial. Em corte
transversal, eles observaram que a epiderme nas duas faces € unisseriada, o parénquima
palicadico possui uma Unica camada de células, o parénquima lacunoso apresenta uma
altura cinco vezes maior que o palicadico e é composto por nove camadas de células
frouxamente arranjadas, entre outras caracteristicas. Resultados semelhantes também
foram observados por Nakamura et al. (1992) em Coffea arabica. Mesmo sob diferentes
regimes de luminosidade, as folhas do cafeeiro permanecem com uma sé camada de
parénquima palicadico, variando a altura de suas células e pardmetros do parénquima
lacunoso (Voltan et al., 1992).

Domaécias foram constatadas no angulo interno formado entre a nervura mediana
e a secundaria (Figura 18 A). Elas sdo constituidas por uma invaginagao abaxial foliar,
formando uma cavidade com uma abertura circular, que é totalmente revestida pela
epiderme. Na face adaxial foliar pode ocorrer uma leve saliéncia correspondente a
localizacdo da domécia. Dentro da cavidade, ndo foram constatados tricomas, nem
estomatos.

Nakamura et al. (1992) apresentaram uma descricdo das domacias bastante
similar a encontrada no presente trabalho, exceto pela presenca de tricomas recobrindo
as domécias. Segundo Brouwer & Clifford (1990), estas estruturas sdo encontradas em
mais de 2000 espécies e aparecem como um aglomerado de tricomas ou cavidades de
diferentes tipos (indumentadas ou glabras), localizadas nas jungdes entre as nervuras
principal e secundarias, na face abaxial das folhas.

Assim como as domacias, outras estruturas sdo amplamente encontradas em
diversas plantas (pélos, nectérios), fornecendo abrigo e/ou alimento a diferentes
espécies de artropodes predadores, dos quais muitos séo eficazes no controle de diversas
pragas (Marquis & Whelan, 1996; Walter, 1996; Heil et al., 1997; Agrawal et al.,
2000). Essas estruturas podem ser de grande importancia para esses organismos,
servindo como agentes de controle biolégico, uma vez que favorecem a presenca de
predadores de fitdfagos na planta, ao disponibilizarem alimento alternativo e reflgio
contra seus préprios predadores. Uma vez na planta, esses organismos passam

realmente a ser benéficos as mesmas ao se alimentarem de herbivoros, podendo desta
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forma contribuir para a reducdo de seu ataque, assim como de patdgenos (Marquis &
Whelan, 1996).

Essas estruturas estdo associadas a diferentes espécies de acaros predadores e
fungivoros, dos quais muitos sdo importantes agentes de controle de acaros fitéfagos e
fungos fitopatogénicos, que ocasionam danos consideraveis as plantas (Pemberton &
Turner, 1989; Turner & Pemberton, 1989; Rozario, 1995; Walter, 1996; O’Dowd &
Pemberton, 1998). As domaécias encontradas no cafeeiro sdo do tipo cavidade, que sdo
utilizadas por acaros predadores, inclusive fitoseideos, cuja familia engloba as espécies
mais importantes no controle de &caros fitofagos (Tanigoshi, 1982; Lorenzato, 1987;
Moraes, 1992).

Figura 18. Folha de Coffea arabica var. Catuai Vermelho cultivada em casa de
vegetacdo e utilizada como explante inicial da embriogénese somaética - detalhes das
domécias. A. Morfologia externa. B-E. SeccOes transversais: notar auséncia de
tricomas. Abreviacgdes: AD = adaxial; AB = abaxial; M = medula; DOM = domécia; EP
= epiderme.

No cafeeiro, o principal acaro predador é Iphiseiodes zuluagai Denmark &
Muma (Acari: Phytoseiidae), que tem como uma de suas presas Oligonychus ilicis
McGregor (Acari: Tetranychidae), espécie conhecida como acaro vermelho do cafeeiro

e que € uma praga de grande importancia na cultura. Esse predador também se alimenta
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de presas alternativas, como acaros Tydeidae, comumente encontrados no interior das
domécias e na face inferior das folhas (Pallini Filho, 1992). Diante disso, a presenca de
domacias no cafeeiro torna-se de grande importancia para a defesa da espécie contra

pragas economicamente importantes.

3.2.  Ontogénese dos calos

Né&o foi verificada a formacdo de calos aos 0, 2 e 4 dias de cultivo, mas eles
foram constatados em explantes aos 7, 15 e 30 dias de cultivo em meio PM (Figura 19).
Diversos autores mostram que a formacdo de calo se inicia por volta dos 7 dias de
cultivo de explantes foliares oriundos de diferentes espécies de Coffea, incluindo Coffea
arabica (Michaux-Ferriere et al., 1987; Michaux-Ferriere et al., 1989; Bieysse et al.,
1993; Berthouly & Michaux-Ferriere, 1996; Menéndez-Yuffa & Garcia, 1997), mas
Sondhal et al. (1979) observaram isto somente a partir do 25° dia de cultivo.

Verificou-se que o desenvolvimento do calo estava associado ao feixe vascular
em 100% dos calos analisados, sendo que eles se formam principalmente nas regides
proximas ao bordo dos explantes excisados, onde existe maior contato entre as células
da regido vascular e os componentes do meio nutritivo. Esta anélise foi possibilitada
pela metodologia utilizada no presente trabalho, pois os cortes seriados permitem
examinar ao longo de todo o calo. SeccBes tangenciais dos calos podem ndo mostrar o
feixe vascular associado, resultando em equivocos na interpretacdo dos resultados, o
que ndo ocorre quando toda a série de cortes é analisada.

Ao longo do desenvolvimento do calo, as células do parénquima palicadico
adjacente apresentam aumento da largura e diminuicdo da altura (Figura 19 A-D),
evidenciando o achatamento devido a compressdao das mesmas contra a epiderme. O
parénquima lacunoso contiguo ao calo se mantém com as células isodiamétricas. Ndo ha
sinais de divisdo celular nestes tecidos no inicio do desenvolvimento do calo (Figura 19
A). No inicio do desenvolvimento do calo, ndo ha evidéncias de desdiferenciacdo
celular, tais como células vacuoladas alinhadas, separadas por paredes retas (Figura 19
A).

As divisdes celulares comecam préximo ao feixe vascular, onde se observam
células de tamanho reduzido, citoplasma denso e nucleo evidente (Figura 19 A). A
proliferacdo celular resulta no aumento da espessura da folha (Figura 19 A-E), onde ha

inicialmente um predominio de divisfes periclinais, resultando em células enfileiradas
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(Figura 19 C), de modo semelhante ao procdmbio. As células de menor tamanho se
mantém no centro inicial do calo, caracterizando uma regido promeristematica que ali se

mantém ao longo do desenvolvimento do mesmo (Figura 19 F).

98



Figura 19. Aspectos anatdmicos (A-H) da formacgdo de calo primario em folha da
variedade Catuai Vermelho. A e B) Explante com 7 dias de cultivo em meio PM. C e D)
Explante com 15 dias de cultivo em meio PM. E-H) Explante com 30 dias de cultivo
em meio PM. AD = adaxial; AB = abaxial; PP = parénquima palicadico; PE =
parénquima lacunoso; EV = elemento de vaso; C = calo; CP1 = calo primario tipo 1;
CP2 = calo primério tipo 2.
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As celulas do calo desenvolvido apresentam tamanho maior, quanto mais
afastadas da regido promeristematica que, de acordo com as analises realizadas, esta
sempre associada a regido do procdmbio. Esse padrdo de origem de formacdo de calo
ndo s6 foi verificado aos 7 dias de cultivo como também nos demais periodos de cultivo
analisados (Figura 19 G).

Células perivasculares de explantes foliares de Coffea arabica foram apontadas
como a origem da proliferacdo de calos primarios por diversos autores (Michaux-
Ferriere et al. 1987; Bieysse et al., 1993), o0 mesmo ocorrendo em C. canephora
(Michaux-Ferriere et al., 1989).

A origem mdltipla é apontada por alguns autores. Segundo Berthouly &
Michaux-Ferriere (1996), células perivasculares do feixe vascular e muitas células do
mesofilo proximo ao bordo do explante foram as primeiras a se dividir em C.
canephora. Menéndez-Yuffa & Garcia (1997) observaram que a divisdo celular ocorreu
no parénquima lacunoso e no tecido perivascular da nervura em explantes de "Catimor"
(C. arabica cv. Caturra Vermelho x Hibrido do Timor).

Ja Sondhal et al. (1979) apresentaram que a formac&o de calo iniciou-se a partir
de células do mesofilo, mais especificamente do parénquima lacunoso em C. arabica, o
que também foi descrito para C. canephora por Pierson et al. (1983). Analisando a
literatura referente a origem de formagdo de calo, em nenhum dos trabalhos citados foi
informada a realizag&o de cortes seriados na analise da ontogénese dos calos.

A identificacdo do inicio da formacdo do calo pode ser uma informacéo
importante para a otimizacdo do protocolo de obtencdo de embrides somaticos. Sabendo
disso, 0 estudo da ontogénese foi meticuloso no presente trabalho. Foram analisadas
amostras de cada estadio de explantes foliares com formacdo de calo em diferentes
periodos de cultivo, onde os cortes seriados possibilitaram uma analise tridimensional
da formacdo dos calos. Dessa forma, foi possivel a identificacdo minuciosa da origem
de formacdo dos calos induzidos durante o processo de embriogénese somatica. A
associagao dos calos ao sistema vascular ficou solidamente comprovada (Figura 19 A -
H).

Sdo evidéncias que sustentam a origem dos calos a partir da proliferagdo das
células do procAmbio: proliferacdo inicial perto do feixe vascular (Figura 19 A); células
enfileiradas oriundas de divisdo periclinal (Figura 19 C); potencial mitético ja se

encontra presente nas celulas procambiais, devido a sua natureza meristematica;
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auséncia de sinais de desdiferenciacdo nas células parenquimaticas nos primeiros
estadios ontogenéticos dos calos.

O procambio € um tecido meristematico responsavel pela formacao de tecidos
vasculares e do cambio (Appezzato-da-Gléria & Carmello-Guerreiro, 2006). Baseado
no conceito de procdmbio, acredita-se que a formacdo de calo esteja intimamente
relacionada a este meristema, umas vez que essa regido apresenta células com maior
potencial mitético. O procdmbio também estd préximo ao floema, que carrega em seu
interior fitorreguladores. Estes fitorreguladores promoveriam mais facilmente uma
resposta das células procambiais aos estimulos gerados pelos componentes do meio
nutritivo.

Algumas hipéteses podem explicar a controvérsia na literatura sobre a origem
dos calos, entre elas: 1) efetivamente calos podem ter origens mdltiplas e gendtipos
diferentes de espécies de Coffea podem apresentar calos com origens diferentes,
inclusive com predominio a partir de células perivasculares, ou a partir da
desdiferenciacdo de células parenquimaticas; 2) as conclusdes de outros autores estdo
equivocadas, devido a auséncia de estudo ontogenético (Pierson et al., 1983; Bieyesse et
al., 1993; Quiroz-Figueroa et al., 2002 ), ou por inadequacdao metodol6gica, como a
falta de cortes seriados (Sondahl et al., 1979; Michaux-Ferriére et al., 1987; Michaux-
Ferriere et al., 1989; Berthouly & Michaux-Ferriere, 1996; Menandez-Yuffa & Garcia,
1997).

Acredita-se que eventualmente possa ocorrer desdiferenciacdo parenquimatica,
mas a origem dos calos ocorre predominantemente a partir de células procambiais.
Desta forma, o bordo foliar deve ser eliminado por ocasido da obtencdo dos explantes a
serem cultivados, a fim de otimizar o protocolo de embriogénese somaética in vitro e o
secionamento ao longo das nervuras deve ser testado, em contraposicdo aos cortes

transversal para a otimizacao da indugéo de calos.

3.3.  Calos primarios tipo 1, tipo 2 e embriogénico

A Figura 20 mostra as diferencas na morfologia externa e na histologia dos trés
tipos de calos estudados.

O calo primério tipo 1 (Figura 20 A) é compacto, de cor levemente amarelada a
creme, aguoso, com crescimento regular, podendo ou ndo dar origem ao calo

embriogénico. Nos cortes histoldgicos (Figura 20 B), foram observadas células
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parenquimaticas grandes, com 39 a 48 um de didmetro, vacuoladas, algumas das quais
estavam em processo de desdiferenciagdo com indicios de mitose. Os espagos
intercelulares séo reduzidos e a parede celular € mais espessa do que nas células dos
demais tipos de calos, tendo cerca de 3,1 um de espessura nas paredes de duas células

contiguas.

Figura 20. Aspectos morfoldgicos (A, C, E) e anatdmicos (B, D, F) dos calos primarios
tipo 1 (A, B) e tipo 2 (C, D) e dos calos embriogénicos (E, F): variagdo na cor dos calos
e nas caracteristicas de suas células constituintes; notar regido com linearizagdo das
células (F, seta).

O calo priméario tipo 2 (Figura 20 C) tem aspecto compacto, aquoso,
esbranquicado, com crescimento desordenado e intenso. Devido a esse tipo de
desenvolvimento, 0 mesmo pode competir diretamente com 0 surgimento e

estabelecimento de calos embriogénicos, essenciais para a regeneracdo de embrides.
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Anatomicamente, este calo possui células parenquimaticas alongadas, com 101-165 pum
de didmetro, com amplos espacos intercelulares, 1,9 um de espessura nas paredes de
duas ceélulas contiguas e vacuolos bem desenvolvidos (Figura 20 D). Apresenta
processo de multiplicacdo intenso, o que explica seu crescimento demasiado. Foi
observado por Padua et al. (2010), em andlise ultraestrutural de calo primario tipo 2 de
Coffea arabica variedade Catigud, a presenca de vacuolo autofagico ocupando toda a
célula, presenca de vesiculas, espaco intercelular marcante e a auséncia de outras
organelas citoplasmaticas.

No bordo do calo priméario do tipo 1 (Figura 20 A-B), as células sdo menores,
apresentam divisdo celular, parede celular espessa, nucleo evidente e citoplasma denso,
semelhantes as células observadas no calo primario tipo 1. J& as células do interior do
calo apresentaram um padrdo muito similar ao desenvolvido pelo calo primério tipo 2,
com ceélulas maiores, paredes celulares delgadas, nucleo bastante reduzido e vacuolo
extremamente desenvolvido.

Ja o calo embriogénico ¢é friavel, de coloracdo amarelo intenso, com crescimento
reduzido (Figura 20 E). Nas seccbes anatdbmicas, foram observadas regides
meristematicas com células pequenas, com 15 a 25 um de didmetro, isodiamétricas,
com citoplasma denso, paredes celulares mais estreitas, com aproximadamente 0,9 um e
nucleo evidente. Vaérias células apresentaram dois nucleos num mesmo citoplasma,
evidenciando a citocinese ainda ndo concluida no processo de divisao celular. Em
algumas regiBes, constatou-se o inicio da linearizacdo das células, o que sugere a
organizacéo celular envolvida no processo de formagéo de embrides (Figura 20 F, seta).
O mesmo foi observado por Menéndez-Yuffa & Garcia (1997) em Coffea arabica
‘Catimor’, por Padua et al. (2010), com calo embriogénico de Coffea arabica variedade
‘Catigud’ e por Nogueira et al. (2007), na andlise ultra-estrutural de calos
embriogénicos de Byrsonima intermedia A. Juss.. Utilizando ANA (acido naftaleno
acético) para a inducdo dos calos embriogénicos de Carya illinoinensi, Tomes (1985)
também verificou nestes calos uma morfologia celular isodiamétrica. Segundo
Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro (2006), tal formato é caracteristico de

células meristematicas.
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3.4. Embrido globular

A Figura 21 ilustra a estrutura morfologica e anatémica de embrides globulares
cultivados por 90 dias em meio RM gelificado. Nas sec¢des longitudinais dos embrides
globulares, a protoderme pode ser identificada por ser unisseriada, constituindo a
camada mais externa de células, que se mostram com nucleo evidente e ja se
apresentam mais achatadas e menores do que as células do interior do embriao.

Internamente, o embrido globular apresenta uma massa de células com diametros
variados, com nucleos evidentes, algumas das quais possuem dois nucleos evidenciando
a divisao celular. Elas constituem tipicas células de meristema fundamental, pois s&o
poliédricas devido a divisGes periclinais e anticlinais. As células mais proximas da
protoderme sdo menores e com nucleo mais evidente, enquanto as células centrais

possuem muitas faces e parede delgada (Figura 21 B).

Figura 21. Aspectos morfoldgicos (A) e anatdmicos (B) do embrido globular formado
através da embriogénese somatica de Coffea arabica var. ‘Catuai Vermelho’. A)
Explante contendo vérios embrifes globulares (seta) ap6s 90 dias em meio de
regeneracdo gelificado. B) Corte longitudinal do embrido globular. EG = embrido
globular; MF = meristema fundamental; PD= protoderme.

O resultados aqui obtidos corroboram os de Quiroz-Figueroa et al. (2002), que
verificaram a presenga de uma camada bem desenvolvida de protoderme, contendo
células com nucleo evidente no embrido globular de Coffea arabica. Segundo os
autores, essa caracteristica da protoderme seria resultado de uma alta atividade mitética.
Ao contrario do observado no presente trabalho, esses autores encontraram conddes

procambiais bem definidos no embrido em estadio globular.
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Pierson et al. (1983) e Berthouly & Michaux-Ferriere (1996), analisando
embrides globulares de Coffea canephora, apresentaram resultados semelhantes aos
aqui verificados, onde o0s embrides nesse estadio ndo apresentaram células de
procambio.

A andlise da origem do embrido somético de Coffea arabica nédo figura entre os
objetivos do presente trabalho, mas foi analisada a literatura a este respeito. Segundo
Zimmerman (1993), embrides somaticos podem ter uma origem uni ou multicelular. Ja
outros autores afirmam que o embrido somatico origina-se a partir de divisdes
sucessivas de uma unica célula (Sondahl et al., 1979; Michaux-Ferriere et al., 1987;
Menendez-Yuffa & Garcia, 1997; Quiroz-Figueroa et al., 2002).

Pierson et al. (1983) verificaram que o padrdo de desenvolvimento encontrado
em Coffea arabica é o mesmo de C. canephora, ou seja, ocorre a partir de repetidas
divisdes de uma Unica célula. Segundo os autores, 0s embrides somaticos sao formados
a partir de pequenas células (células meristematicas) situadas na superficie do calo.
Durante o seu desenvolvimento, esse embrido apresenta uma conexao com a massa
celular do calo através de um suspensor, que possui a largura de uma ou duas células.
Esse padrdo de formacdo dos embriGes somaticos na periferia do calo também foi
claramente visualizado no Capitulo 1 do presente trabalho.

Segundo Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro (2006), o embrido em
estadio globular é uma massa esférica de células reconhecida como proembrido, que
estdo em intensa divisdo, onde as células da camada mais externa (protoderme) sofrem
apenas e predominantemente divisdes anticlinais, ao passo que as células mais internas
(meristema fundamental) se dividem em varios planos (divisbes periclinais e

anticlinais), aumentando o volume do embrido.

3.5. Embrido torpedo

Na Figura 22, estao representados embrides torpedo obtidos mediante cultivo de
explantes por 30 dias em meio liquido de germinacdo (MGM).

O embrido torpedo é revestido por uma protoderme semelhante a do embrido
globular, ndo apresentando cuticula evidente. Em secgdo longitudinal, o embrido
torpedo mostra polarizagdo tissular, com duas extremidades promeristematicas,
constituidas de células menores, com citoplasma mais denso. Entre os dois extremos, as

células sdo poliédricas e de tamanhos diferentes; seus diametros sdo maiores no centro
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do embrido do que perto da protoderme e apresentam citoplasma pouco denso,
constituindo o meristema fundamental (Figura 22 C). O procambio apresenta-se como
um grupo de células estreitas, com formato bastante alongado, que acompanha o
comprimento do embrido e possuem nucleo evidente (Figura 22 D).

Figura 22. Aspectos morfolégicos (A) e anatdmicos (B-D) do embrido em estadio de
torpedo durante o processo de maturagdo apos 30 dias em meio de germinacao liquido.
A) Amostra contendo varios embriGes torpedo (seta). B) Corte longitudinal do embrido
torpedo. ET = embrido torpedo; MF = meristema fundamental; PC = procambio; PD =
protoderme.

Os embrides torpedo aqui analisados sdo semelhantes aos relatados por Quiroz-
Figueroa et al. (2002), que examinaram sec¢Oes longitudinais deste tipo de embrido de
Coffea arabica, tendo verificado a presenca de uma camada bem desenvolvida de
protoderme, contendo células com ndcleo evidente. Internamente, descreveram a
presenca do procambio no centro.

As caracteristicas do embrido torpedo aqui descritas coadunam com as do café
Catimor (Menéndez-Yuffd & Garcia, 1997) e Coffea canephora (Michaux-Ferriére et
al., 1989).
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3.6. Embrido cotiledonar

A Figura 23 ilustra morfoldgica e anatomicamente embrides cotiledonares apos
60 dias de cultivo em meio MGM liquido.

Na Figura 23 B, compondo a epiderme, foram identificadas células externas,
justapostas, com ndcleo evidente, apresentando formato tabular. Abaixo destas, foram
observadas algumas camadas com nucleo evidente e células com didmetro maior, que
caracterizam um meristema fundamental (Figura 23 C-D). No centro hd uma regido
vascular com células alongadas e nucleo evidente, que compdem o procambio, algumas
mais internas tém parede corada de vermelho e constituem os elementos de vaso.

Internamente ao procambio existe uma regido formada por meristema fundamental. Em

toda a extensdo do embrido, foi encontrada uma grande quantidade de plastideos (Figura
23 D, seta).

Figura 23. Aspectos morfoldgicos (A) e anatdmicos (B-D) do embrido em estadio de
cotiledonar durante o processo de maturacdo apdés 60 dias em meio de germinagédo
liquido. A) Embrido cotiledonar. B) Corte longitudinal do embrido cotiledonar. AML =
amiloplastos; EV = elemento de vaso; MF = meristema fundamenta; PC = procambio;
PD = protoderme.
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O resultados encontrados no presente trabalho corrobora os resultados obtidos
por Quiroz-Figueroa et al. (2002), onde foram analisados cortes longitudinais do
embrido cotiledonar de Coffea arabica. Esses autores verificaram a presenca de uma
camada bem desenvolvida de protoderme, contendo células com nucleo evidente.
Internamente, foi constatada a presenca de células parenquimaticas e no centro a
presenca do procdmbio. Segundo esses autores, as células do procdmbio presentes na
porcdo central do embrido sdo mais alongadas e definidas se comparadas as células do
procambio presentes nos estadios anteriores.

O presente trabalno comprova os resultados encontrados em que foram
analisados embrides cotiledonares de Coffea arabica (Michaux-Ferriére et al., 1987),
café Catimor (Menéndez-Yuffa & Garcia, 1997) e Coffea canephora (Berthouly &
Michaux-Ferriere 1996).

Conforme verificado no Capitulo 3 do presente trabalho, Lai & McKersie (1994)
verificaram que a maior deposicdo de amido em embrides somaticos de Medicago
sativa L. ocorreu apos a fase de torpedo.

Ao analisar a morfologia do embrido somatico em estadio cotiledonar pode-se
perceber uma grande diferenca quanto a sua coloracdo se comparado ao embrido
zigotico identificado a seguir. Diante disso, a principal hipotese para a coloracéo
esverdeada apresentada pelo embrido cotiledonar € verificada em sua anatomia que,
como pode ser observado na Figura 23 D, apresenta uma grande quantidade de
amiloplastos presentes nas células desse embrido. Segundo Muraja-Fras et al. (1994)., a
exposicdo dos amiloplastos a luz induz a transformacdo dessas estruturas em
cloroplastos, que uma vez presentes no tecido promovem o seu esverdeamento atraves
da sintese e acumulo de clorofila.

Brune & Melo (2001), afirmam que os amiloplastos presentes na pelicula dos
tubérculos iluminados se transformam em cloroplastos, podendo ser percebido pelo
aumento dos teores de clorofila resultantes das atividades fotossintéticas ali presentes.

Sendo assim, é provavel que os amiloplastos observados no embrido somatico
em estadio cotiledonar, devido & exposicdo desses embrides a luz, tenham se modificado
para a formacdo de cloroplastos conferindo ao tecido essa coloracdo esverdeada. Em
uma andlise comparativa com o embrido zigotico, pode-se evidenciar que esse
fendmeno nédo ocorra no embrido zigdtico, pois 0 mesmo estd completamente protegido

da luz.
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3.7.  Embrido zigotico

Na Figura 24, foram caracterizados, morfoldgica e anatomicamente, embrides
zigoticos coletados de frutos maduros de plantas matrizes cultivadas em casa de
vegetacéo.

Foi verificada uma camada protodérmica contendo células mais externas,
justapostas, muito coradas, com nucleo evidente (Figura 24 B). Internamente,
constituindo a regido cortical, o meristema fundamental contém células com diametro
maior e nucleo evidente. Posteriormente uma regido com células alongadas, estreitas e

ndcleo visivel, denominada procambio. Na regido medular, hd meristema fundamental,

com células semelhantes a regido cortical (Figura 24 C-D).

Figura 24. Aspectos morfolégicos (A) e anatdmicos (B-D) do embrido zigético retirado
de frutos maduros de plantas matrizes de Coffea arabica var. ‘Catuai vermelho’
cultivadas em casa de vegetacdo. A) Embrido zigético. B) Corte longitudinal do

embrido zigdtico. MF = meristema fundamental; PC = procambio; PD = protoderme.
Menéndez-Yuffa & Garcia (1997), analisando embrifes somaticos do café
‘Catimor’ em diferentes estadios, apresentaram resultados semelhantes aos verificados

no presente trabalho. Segundo os autores, os estadios globular, torpedo e cotiledonar sdo
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morfoldgica e anatomicamente semelhantes aos estadios correspondentes de embrido
zigotico apresentados por Moens (1965).

Segundo Titon et al. (2007), o conhecimento dos aspectos morfoldgicos e
anatdmicos dos embrides somaticos é importante para a diferenciagdo de embrides
normais ou com algum tipo de anormalidade. A formag&o de embrides anormais, a falta
de sincronia no desenvolvimento, a ndo-conversdo desses embrides em plantas e nédo-
repetibilidade dos resultados sdo grandes barreiras na obtencdo de um protocolo
eficiente de embriogénese somatica.

No Capitulo 1 do presente trabalho, foi verificada a sincronia e conversdo dos
embribes somaticos obtidos, evidenciando a eficiéncia do protocolo utilizado. A
morfologia do embrido somatico em estadio cotiledonar foi diferente daquela observada
no embrido zigotico, o qual € adotado como modelo de desenvolvimento. Apesar disto,
conforme verificado no Capitulo 1 do presente trabalho, esses embrifes se
desenvolveram e originaram plantas normais e isto ocorreu de forma bastante

competente.
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4. CONCLUSOES

e O inicio da formacéo de calos ocorre aos 7 dias de cultivo em meio PM.

e A ontogenia dos calos primarios revelou que eles se originam a partir de
divisdes sucessivas de células do procambio associado ao feixe vascular.

e Calos primérios tipo 1 e tipo 2 apresentam morfologia e tipos celulares
distintos;

e Um mesmo calo pode apresentar simultaneamente células semelhantes as
do calo primério tipo 1 e tipo 2 ;

e Existe uma grande quantidade de plastideos no embrido somatico em
estadio cotiledonar;

e O protocolo usado é eficiente para produzir embrifes somaticos viaveis e

semelhantes aos zigéticos;
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CAPITULO 3

BIOQUIMICA DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA EMBRIOGENESE
SOMATICA INDIRETA DO CAFEEIRO (Coffea arabica L. variedade Catuai
Vermelho) A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES



RESUMO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma espécie pertencente a familia Rubiaceae. Seu
cultivo é uma atividade de grande expressdo no cenario do agronegécio mundial. O
Brasil é o maior produtor, consumidor e exportador de café do mundo. A cultura de
tecidos de plantas, mais especificamente a embriogénese somatica, surge como uma
alternativa eficiente para uma rapida propagacdo de plantas de cafeeiro. Embora a
embriogénese somatica seja uma técnica bastante antiga e, hd muito tempo,
eficientemente aplicada a essa espécie, ainda estdo em fase inicial de exploracdo as
possiveis mudangas no tecido vegetal capaz de induzir a formacdo de calos e embrides
somatico. Diante disso, o estudo dos compostos presentes nas diferentes etapas da
embriogénese somatica € fundamental para o entendimento da fisiologia da planta
cultivada in vitro. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi trabalho compreender as
principais etapas da embriogénese somética de Coffea arabica variedade Catuai
Vermelho, com o auxilio das analises bioquimicas. Para tanto, foram extraidos e
quantificados os acucares solUveis totais, a identificacdo dos agucares sollveis, o amido,
0s amino&cidos totais sollveis, a identificagdo dos amino&cidos essenciais e as proteinas
totais das diversas fases do desenvolvimento embriogénico. Verificou-se que o
metabolismo dos carboidratos, aminoacidos e proteinas auxiliam para uma melhor
interpretacdo e entendimento sobre os processos de inducdo da embriogénese somatica,

assim como a regeneracao, maturacao e germinacao dos embrides somaticos.

Palavras-chave: Bioquimica vegetal, carboidratos, aminoacidos, proteinas.
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ABSTRACT

Coffee (Coffea arabica L.) is a species belonging to the Rubiaceae family. Its
cultivation is an activity of great importance for global agribusiness. Brazil is the largest
producer, consumer, and exporter of coffee in the world. Plant tissue culture methods,
more specifically, somatic embryogenesis, has become an efficient alternative for the
rapid propagation of coffee plants. Although somatic embryogenesis is a relatively old
technique and has been effectively used with this species for a long time, the
exploration of possible changes in plant tissue capable of inducing the formation of calli
and somatic embryos is still in the initial phase. Thus, the study of the compounds
present in the different stages of somatic embryogenesis is fundamental to an
understanding of the physiology of plants cultivated in vitro. In this context, this study
aimed to understand the key phases in the somatic embryogenesis of Coffea arabica
variety Catuai Vermelho, with the help of biochemical analyses. To this end, total
soluble sugars were extracted and quantified, and soluble sugars, starch, total soluble
amino acids, essential amino acids, and total proteins in the different phases of
embryogenic development were identified. It was found that the metabolism of
carbohydrates, amino acids, and proteins helps in the interpretation and understanding
of processes of induction in somatic embryogenesis, as well as the regeneration,

maturation, and germination of somatic embryos.

Key-words: Plant biochemistry, carbohydrates, amino acids, proteins.
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1. INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma espécie pertencente a familia Rubiaceae e
originaria da Etiopia (Bridson, 1994). Seu cultivo € uma atividade de grande expressdo
no cenario do agronegocio mundial. Sendo o Brasil o maior produtor, consumidor e
exportador de café do mundo (Agrianual, 2011). Por ser uma espécie que possui grande
importancia social e econémica, Coffea arabica L. vem sendo estudada a fim de agregar
caracteristicas de interesse comercial, como resisténcia a pragas, qualidade da bebida,
etc. Desta forma, métodos biotecnoldgicos sdao amplamente utilizados nos programas de
melhoramento genético, auxiliando nas dificuldades encontradas em culturas perenes
(Rezende, 2008).

Sendo assim, a cultura de tecidos de plantas surge como uma alternativa eficiente
para uma rapida propagacédo de plantas de cafeeiro, podendo ser realizada em diferentes
épocas do ano, aumentando a taxa de multiplicacdo e a difusdo acelerada de novas
variedades de café (Ducos et al., 2007). Dentre as varias técnicas da cultura de tecidos
vegetais destaca-se a embriogénese somatica. Esta técnica € uma das opcdes mais
adequadas para a propagacao in vitro de plantas lenhosas, como o café, permitindo alta
taxa de multiplicacdo, quando comparada a qualquer outro processo de propagagédo
(Pereira et al., 2007).

Atualmente, a embriogénese somatica tem sido utilizada com sucesso ha
multiplicacdo de espécies que apresentam dificuldade de propagacdo sexuada. A
inducdo de calos tem permitido o estabelecimento in vitro, o que, consequentemente,
proporciona a propagacdo em larga escala de diversas espécies. No entanto, ainda estdo
em fase inicial de exploragdo as possiveis mudancas no tecido vegetal capaz de induzir
a formacao de calos e embrides somaticos (Priyono et al., 2010). Diante disso, o0 estudo
dos compostos presentes nas diferentes etapas da embriogénese somaética é fundamental
para o entendimento da fisiologia da planta cultivada in vitro.

Sob um enfoque fitotecnoldgico, tem sido proposto que o potencial pratico da
embriogénese somaética estaria vinculado & obtencéo de plantas vigorosas, caracteristica
que so poderia ser analisada pela bioquimica, fisiologia e similaridade morfolégica com
0s embrides zigoticos (Flinn et al., 1993).

Diante desse cenario, o crescimento otimizado e plantulas vigorosas € o que se
espera encontrar em embriGes somaticos que apresentem altos teores de amido, proteina

e carboidratos soltveis (Attree et al., 1992). Nesse contexto, o acumulo adequado de
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reservas como carboidratos sollveis, amido e proteinas afeta de forma especial a
embriogénese somatica, sendo crucial para a retomada do desenvolvimento apds a
obtencdo de embrides cotiledonares (Attree et al. 1992, Flinn et al. 1993, Chanprame et
al. 1998).

Devido as multiplas funcbes que os acucares desempenham nas células,
incluindo transporte, fornecimento de energia e de esqueletos carbdnicos e regulacéo do
potencial osmdtico e da expressdo génica, o metabolismo dos carboidratos sollUveis
representa um dos mais importantes processos no ciclo celular (Carrier et al. 1999). Eles
sdo importantes na formagdo do embrido, atuando como sinalizadores do processo
morfogenético (Verma et al. 1977, Lou et al. 1996). Em particular, esses compostos
parecem agir na protecao das células embrionérias durante a dessecacdo, substituindo a
agua na manutencdo de estruturas hidrofilicas, evitando a formacdo de cristais intra e
intercelulares (Hoekstra & Golovina 1999). A presenca de carboidratos torna-se
essencial nessa fase, porque provavelmente as proteinas de protecdo do embrido contra
a desidratacdo (LEASs - late embryogenesis abundant) presentes em embrides zigdticos,
ndo se acumulem nos embrides somaticos na fase de dessecacdo (Wise & Tunnacliffe,
2004; Sghaier-Hammami 2009).

Morfologicamente, a embriogénese somaética parece refazer os estadios da
embriogénese zigética. Ambos 0s processos sdo considerados complexos e
influenciados por fatores genéticos e ambientais. O nitrogénio parece ser um dos fatores
mais importantes na morfogénese, sendo 0s aminoacidos considerados reguladores
importantes em varias espécies (Sen et al., 2002). Os aminoacidos sdo importantes no
metabolismo do nitrogénio, representando o produto inicial da assimilacdo primaria
desse elemento quimico. Além da sintese de proteinas, 0s aminoacidos estdo
relacionados com o metabolismo priméario e secundario. Neste ultimo caso, sdo
precursores de horménios vegetais e também de compostos envolvidos na defesa das
plantas. A sintese de aminoécidos pode controlar direta e/ou indiretamente varios
aspectos ligados ao crescimento e ao desenvolvimento das plantas (Ortiz-Lopez et al.,
2000).

Diante disso, o presente trabalho objetiva descrever aspectos bioquimicos das
diferentes fases do desenvolvimento embriogénico in vitro de Coffea arabica variedade
Catuai Vermelho. A analise bioguimica da folha, de calos primarios e embriogénicos,

regeneracado e diferenciacdo de embrides foi realizada com o objetivo de contribuir para
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a melhor compreensdo do papel dos compostos envolvidos nas diferentes fases de

desenvolvimento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacgdo bioquimica da embriogénese somatica

Os experimentos de caracteriza¢do bioquimica foram realizados no Laboratdrio
de Cultura de Tecidos Vegetais Il da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) e no Laboratério de Bioguimica Vegetal da Universidade de Brasilia — DF.

Para a caracterizacdo bioquimica da embriogénese somaética de cafeeiro, foram
extraidos e quantificados os agUcares totais solGveis, o amido, as proteinas totais e 0s
aminoacidos totais livres de cultivos de diversas fases da embriogénese somaética
indireta de Coffea arabica variedade Catuai Vermelho. Foram coletadas 2 folhas do
terceiro par de folhas de ramos plagiotropicos de plantas matrizes cultivadas em casa de
vegetacdo, 200 amostras de calos primarios tipo 1 (aos 30 dias de cultivo em meio PM),
200 amostras de calos primarios tipo 2 (aos 30 dias de cultivo em meio PM), 200
amostras de calos embriogénicos (aos 120 dias de cultivo em meio SM), 200 embrides
globulares (aos 90 dias de cultivo em meio RM gelificado), 200 embrides torpedo (aos
30 dias de cultivo em MGM liquido), 200 embrides cotiledonares com inicio de
germinagdo (aos 60 dias de cultivo em MGM liquido) e 200 embrides zigdticos
coletados de sementes de frutos maduros.

Para tanto, as amostras coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liqguido e armazenadas em cémaras -80°C. Posteriormente, as amostras foram
liofilizadas por 48 horas e maceradas em almofariz. Os experimentos foram compostos
por 3 repeticdes de cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia,

utilizando-se o programa Sisvar 4.0 (Ferreira, 2000).

2.2 AgUcares soluveis totais

A extracdo dos agUcares totais soluveis foi realizada segundo a metodologia
modificada de Carvalho et al. (1998). Para isto, 10 mg de massa seca das amostras
foram inoculadas em tubos plasticos de 2 mL de capacidade, e submetidas a extracéo
em 0,5 mL de metanol 80% a 70°C por 20 minutos. Apés a incubagéo, os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm (microcentrifuga modelo Eppendorf) por 10 minutos, 0s

sobrenadantes foram coletados e os residuos foram re-extraidos mais trés vezes e
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novamente centrifugados, com o0s sobrenadantes das quatro extracdes metandlicas
reunidos em novos tubos plasticos, totalizando 2 mL de sobrenadante.

Apols a extracdo, os tubos contendo os sobrenadantes foram submetidos a
secagem em ‘Speed Vac’ com temperatura ambiente e o produto da secagem
ressuspendido em 1 mL de agua milli-Q. Em seguida, o extrato foi submetido a
purificacdo em colunas de troca idnica, utilizando-se as resinas cationica Dowex 50x8
(100-200 mesh), para remocao dos aminoacidos e outros cations, anidnica Dowex 1x8
(52-100 mesh), para remogdo de acidos organicos e outros anions, e agua milli-Q para
eluicdo dos extratos.

Os carboidratos purificados foram quantificados de acordo com o método fenol-
sulfurico, descrito por Dubois (1956). Foram pipetados 75 pL das amostras em tubos de
ensaio, onde foram adicionados 425 L de agua milli-Q, 500 uL de solucédo de fenol 5%
e 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado. Ap6s 5 minutos de repouso em temperatura
ambiente, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro a 490 nm.
Como branco foi utilizado uma solu¢do com 0,5 mL de dgua milli-Q, 0,5 mL de solucéo
de fenol 5% e 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado. Todas as anélises foram
realizadas em duplicata com base na curva padrdo da glicose, de concentracOes
crescentes de 0,0; 5,0; 10; 20; 40 e 80 ug.mL™.

Apb6s a dosagem dos totais, as amostras foram liofilizadas por 48 horas e
ressuspensas em 2 mL de agua milli-Q. A composicdo dos aclcares totais sollveis foi
determinada por cromatografia de troca i6nica de alto desempenho com detector de
pulso amperométrico (HPAEC-IPAD modelo ICS3000, marca Dionex Sunnyvale,
Califérnia) com coluna CarboPac™ PA10 (2 X 250 mm) (Dionex Corp, Sunnyvale,
CA, USA), usando-se um gradiente de eluicdo com 200 mM NaOH em agua (30
minutos). As respostas do detector foram comparadas com os padrbes de glucose,
frutose e sacarose a 10; 20; 40; 80; 160 uM. A curva-padrdo para cada agucar foi usada

para calcular os conteudos de carboidratos nas amostras no Chromeleon Software.

2.3 Amido

A extracdo do amido foi realizada segundo o método enziméatico de Amaral et al.
(2007). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostras foram colocadas em tubos
plasticos de 2 mL de capacidade, e submetidas a remocdo dos agucares em 0,5 mL de
etanol 80% a 80°C por 20 minutos. Apds a incubacéo, os tubos foram centrifugados a
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13.000 rpm em microcentrifuga modelo Eppendorf por 10 minutos, os sobrenadantes
foram descartados e os residuos foram submetidos a remocao dos aglcares por mais trés
vezes. Em seguida, o residuo foi lavado trés vezes em agua milli-Q e congelados a -20
°C e liofilizados.

As amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 mL (120 U mL™) de alfa-amilase
termoestéavel do Bacillus licheniformis (Megazyme®), diluida em tampdo MOPS (4cido
3-(n-morfolino) propanosulfénico) 10 mM pH 6,5. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 75°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez,
totalizando 120 unidades de enzima. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até
50°C (em banho-maria), sendo entdo adicionada uma solucdo contendo 0,5 mL (30 U
mL™) de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus niger (Megazyme®), em tampéo
acetato de sodio 100 mM, pH 4,5, seguido pela incubacdo das amostras a 50°C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 15 unidades de
enzima.

Apés as quatro incubagdes, foram acrescentados 100 puL de acido perclorico
0,8M para interromper a reacdo e precipitar proteinas. Apds rapida centrifugacéo,
aliquotas de 50 pL das amostras, foram pipetadas em cubetas plasticas e incubadas por
15 minutos a 37°C com 750 pL de solucdo de GODPOD (Glicose PAP Liquiform/
Centerlab®). Ap6s a incubacéo, o teor de amido foi determinado em espectrofotdmetro a
505 nm. Todas as analises foram realizadas em duplicata com base na curva padrdo da

glucose de concentragdes crescentes de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 pg.mL™.

2.4 Aminoacidos totais livres

A extracdo dos aminoacidos foi realizada utilizando-se 10 mg de massa seca das
amostras em tubos plasticos de 2 mL de capacidade, submetidos a imersdo em 0,5 mL
de metanol 80% e incubacdo em banho-maria a 70°C por 20 minutos. Apés a incubacao,
os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos, os sobrenadantes foram
coletados e os residuos foram re-extraidos mais trés vezes e novamente centrifugados,
com o0s sobrenadantes das quatro extracdes metanolicas reunidos em novos tubos
plasticos, totalizando 2 mL de sobrenadante.

Apols a extracdo, os tubos contendo os sobrenadantes foram submetidos a
secagem em ‘‘Speed Vac’> com temperatura ambiente e o produto da secagem

ressuspendido em 1 mL de agua milli-Q. Em seguida, o extrato foi submetido a
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purificacdo em coluna de troca catidénica Dowex 50x8 (100-200 mesh), para a retencdo
dos aminoécidos. Para retirada dos aminoécidos a coluna foi lavada com tampéo
trisodiocitrato 33 mM, contendo 145 mM de NaOH e 200 mM de H3BO; (= pH 10).

A quantificacdo dos aminoacidos totais livres foi realizada segundo a
metodologia modificada descrita por Yemm & Cocking (1955). Para tanto, em 50 pL de
amostra foi adicionado 50 pL de tampéo citrato 0,02 M e 100 pL de ninhidrina 1%.
Posteriormente, os tubos foram agitados, vedados e mantidos em banho a temperatura
de 95 °C, durante 20 minutos. Apds o resfriamento dos tubos realizou-se a leitura da
absorbancia em leitor de microplacas ELISA a 570 nm. Todas as anélises foram
realizadas em triplicata com base na curva padrdo da leucina, com concentracfes
crescentes de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 pg.mL™.

Para a identificagdo dos amino&cidos foi utilizada a metodologia descrita em
Bruijn & Bout (2000). Ap6s a dosagem dos aminoacidos totais livres, as amostras foram
liofilizadas por 48 horas e ressuspensas em 0,5 mL de &gua milli-Q. Para tanto, as
amostras foram filtradas e analisadas em Cromatografia de Troca l0nica de Alto
Desempenho com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) modelo ICS 3000,
em coluna analitica AminoPAC - PA10 com dimensdo de 2x 250 mm (Dionex
Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) e coluna guarda AminoPac — PA10 com dimenséo
de 2 x 50 mm (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), elui¢do em gradiente de
agua; hidroxido de sodio 250 mM e acetato de sodio 1M, com fluxo 0,2 mL/minuto. As
respostas do detector foram comparadas com os padrdes de arginina, lisina, histidina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, cisteina, tirosina, aspartato, glutamato, glicina,
alanina, valina, leucina, prolina, isoleucina, metionina, fenilalanina e triptofano nas
concentragdes 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 uM. A curva-padréo para cada aminoacido foi
usada para calcular os conteidos de aminoacidos nas amostras no Chromeleon

Software.

2.5 Proteinas totais

A extracdo das proteinas totais foi realizada utilizando-se 10 mg de massa seca
das amostras em tubos plasticos de 2 mL de capacidade, submetidos a trés lavagens em

hexano e trés lavagens em acetona, para a despigmentacdo das amostras. ApoOs as

lavagens, as amostras foram imersas em 0,5 mL de NaOH e incubagéo a 4 °C por 12
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horas. Em seguida, foram adicionadas mais duas aliquotas de 0,25 mL e foram
incubadas por mais uma hora cada.

Ap0s as incubacgoes, foi adicionado as amostras, 1 mL de &cido tricloroacético
10% (TCA), seguido da centrifugacdo dos tubos a 13.000 rpm por 10 minutos, para
precipitagdo das proteinas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as proteinas
ressuspensas em 0,5 mL de NaOH 0,1 N.

A quantificacdo foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976). Foram pipetados 10 pL das amostras em tubos eppendorf, onde foram
adicionados 790 pL de agua milli-Q e 200 pL de solucdo Bradford 20%. Apds 5
minutos de repouso no escuro, foi realizada a leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 595 mn. Como branco foi utilizado uma solucdo com 800 pL de
agua milli-Q e 200 pL de Bradford. Todas as analises foram realizadas em duplicata

com base na curva padréo da albumina de soro bovino (BSA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizacdo das analises bioguimicas foram analisadas folhas de plantas
matrizes (Figura 25 A), calos primarios tipo 1 (Figura 25 B) e tipo 2 (Figura 25 C) aos
30 dias de cultivo em meio PM. Apos 120 dias de cultivo em meio SM foram coletados
calos embriogénicos (Figura 25 D). Foram analisados também embribes globulares,

torpedo, cotiledonares e zigéticos (Figura 25 E-H respectivamente).

7

Figura 25. Estadios da embriogénese somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai
Vermelho’. A) Folha jovem e bem expandida. B) Calo primario tipo 1. C) Calo
primario tipo 2. D) Calo embriogénico. E) Embrides globulares ap6s 90 dias de cultivo
em meio RM gelificado. F) Embrides torpedo apds 30 dias de cultivo em meio MGM
liquido. G) Embrides cotiledonares apds 60 dias de cultivo em meio MGM liquido. H)
Embrido zigotico de frutos maduros.

3.1 AguUcares soluveis totais

Na Figura 26 é apresentado o teste de médias apds andalise de variancia das
concentragfes de agUcares sollveis totais (AST) nos diferentes estadios de
desenvolvimento da embriogénese somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai
Vermelho’. O contetdo de agUlcares solUveis variou em todos os estadios apresentados
na Figura 26, exceto pelos resultados encontrados na Folha e no Calo primario tipo 2
que apresentaram 0s menores resultados e ndo diferiram estatisticamente entre si. Na
fase de inducdo de calos primarios houve diferenca significativa entre o teor de agucar
do calo primario tipo 1 e o calo primario tipo 2. O calo primario tipo 2 apresentou um
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teor de agUcar bastante inferior ao encontrado no calo primario tipo 1. As concentracdes
de carboidratos observadas no calo primério tipo 1, embrido globular e torpedo nédo
diferiram estatisticamente entre si. Foi verificado que o embrido zigotico apresentou a
maior concentracdo de acUcares totais, aproximadamente duas vezes o resultado

encontrado no embrido somatico em estadio cotiledonar.
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Figura 26. ConcentracGes de acucares totais sollUveis nos diferentes estadios da
embriogénese somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’.

A concentracdo de acUlcares sollveis totais encontrada nas folhas é influenciada
pelo periodo do ano e estado fisiol6gico da planta em que a coleta é realizada. Segundo
Laviola et al. (2007), a concentracdo de AST nos 3° e 4° pares de folhas de Coffea
arabica L. é bastante reduzido no inicio do periodo reprodutivo. E provavel que a maior
parte do acgUcar sintetizado neste periodo seja mobilizado para o crescimento vegetativo
e para a frutificacdo. A queda na concentracdo de carboidratos nas folhas nessa época
estd relacionada, principalmente, as demandas por fotoassimilados nos frutos, bem
como as exigéncias para o crescimento vegetativo (Amaral et al., 2001).

Segundo Pescador et al. (2008), foi verificado em Feijoa sellowiana Berg. que
essa elevacdo inicial no teor de agucares soliveis em calos primarios parece decorrer da
presenca de sacarose no meio de cultura. A sacarose € considerada, h bastante tempo,

como a principal forma de aglcar usada como fonte de esqueleto carbdnico e energia
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pelas células durante o crescimento e desenvolvimento in vitro (Tremblay & Lalonde,
1984; Tremblay et al., 1984; Barghchi, 1988; George, 1993). A afirmacdo apresentada
por Pescador et al. (2008) parece bastante coerente com o resultado observado no
presente trabalho, uma vez que foi verificado que o explante inicial (fragmentos de
folha) ndo seria o responsavel pela alta concentracdo de agucares sollveis no calo, pois
a quantidade de acUcares sollveis totais encontrados na folha € inferior ao observado no
calo apos 30 dias de cultivo em meio PM. Entdo, pode-se supor que esse acumulo de
acucares solUveis totais no calo primario tipo 1 é decorrente da alta disponibilidade de
sacarose encontrada no meio nutritivo de indugéo.

Com o surgimento do calo primario tipo 2 o conteudo de carboidrato decresceu
cerca de 5 vezes quando comparado ao calo primario tipo 1. Segundo Pescador et al.
(2008), esse aparente catabolismo do aclcar parece estar associado a ocorréncia de
proliferacéo celular, evidenciada durante a fase de indugdo. No presente trabalho, essa
proliferacdo celular associada a reducdo de carboidratos quantificados pbde ser
observada tanto na formacdo do calo primaério tipo 2, quanto no calo embriogénico.
Esses resultados corroboram os resultados encontrados por Santos et al. (2003), que ao
analisar explantes foliares de C. arabica variedade Rubi observaram essa reducdo nos
teores de acucares ap6s um periodo de 30 dias de cultivo. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Serra et al. (2000), em calos originados de segmentos
foliares de Bertholletia excelsa HBK e Paiva Neto (1996) em segmentos foliares de
moreira (Chlorophora tinctoria L. Gaudichand).

A sensibilidade aos acucares enddgenos, bem como a concentracdo deles no
apoplasto das células e o seu transporte, podem afetar a morfogénese pelo controle da
divisdo celular no nivel de transcricédo, traducdo e pos traducdo (Delrot, 2000). Ensaios
com bioluminescéncia indicaram a existéncia de gradientes de actcares em cotilédones
de feijdo, os quais, segundo Weber et al. (1997) estariam envolvidos no controle
morfogénico, influenciando a divisdo e a diferenciacdo celular. Segundo 0s mesmos
autores, os acgUcares transportados também estariam interferindo na regulacéo do ciclo
celular.

Diferente do observado no presente trabalho, os embrifes de F. sellowiana, na
fase inicial de desenvolvimento apresentaram quantidades maiores de actcares solveis
totais quando comparados aos embrides na fase cotiledonar da embriogénese somatica
(Pescador et al., 2008).
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Cangahuala-Inocente et al. (2009) mostraram que a concentracdo de agucares
soluveis totais encontrada no embrido cotiledonar de Acca sellowiana era maior do que
0s acucares presentes no embrido zigoticos, sugerindo que a quantidade de carboidratos
presentes no meio de cultura pode aumentar os niveis de acUcares internos do embrido
cotiledonar. J& no presente trabalho, esse padrdo ndo aconteceu e sugere-se que,
conforme verificado na Figura 26, os agucares absorvidos pelo embrido cotiledonar
estdo sendo estocados na forma de amido. E o embrido zigdtico apresenta uma alta
concentracdo de acUcares soluveis totais e uma baixa concentracdo de amido.

Embora a quantificagdo dos aclcares solUveis totais seja importante para o
entendimento das diferentes fases da embriogénese somatica do cafeeiro, a identificacao
dos diferentes agucares envolvidos nessas fases pode contribuir com informacdes ainda
mais interessantes quanto ao metabolismos dos acucares durante a embriogénese
somatica.

Na Figura 27 estdo descritas as concentracbes de monossacarideos (frutose e
glucose) e dissacarideos (sacarose) nos diferentes estddios de desenvolvimento da
embriogénese somatica de Coffea arabica var. ‘Catuai Vermelho’. Foi verificado que a
folha apresentou as menores concentracdes desses trés acucares sollveis. No calo
primario tipo 1 foram observadas as maiores concentracdes de frutose e glucose, porém
a concentracdo de sacarose nesse estadio € bastante reduzida. O calo primario tipo 2
apresentou baixas concentra¢fes dos trés acuUcares, no entanto, a concentracdo de
frutose foi maior que os outros dois agUcares encontrados nesse calo. No calo
embriogénico as concentracdes de frutose e sacarose foram semelhantes e menores que
a guantidade de sacarose. J& no embrido globular, a concentracdo de sacarose foi
superior as concentracdes de frutose e glucose. O embrido torpedo apresentou 0 mesmo
padrdo do embrido globular, com uma concentracdo de sacarose bastante elevada,
porém nesse tipo de embrido as concentracfes de frutose e sacarose reduziram ainda
mais, se comparadas ao estadio anterior. No embrido cotiledonar, as concentracdes dos
trés aclcares voltaram a se igualar. Nesse estadio, havia ainda uma maior concentracdo
de sacarose, porém as concentragcdes desses trés agucares estavam bastante similares. O
embrido zigético apresentou um padrdo semelhante ao encontrado no embrido
cotiledonar. Embora as concentragdes encontradas no embrido zigético terem sido
superiores as encontradas no embrido cotiledonar, o embrido zigético apresentou uma

concentracdo de sacarose levemente superior aos demais agucares.

130



160,00
& 140,00 —
=
oo __
& 120,00
T
£ 100,00 —
(%]
'E 80,00 Sacarose
3
S 60,00 M Frutose
(7]
% 40,00 M Glucose
3
< 20,00 I I

0,00 . == T T b T T T - T T 1
F CP1 CP2 CE EG ET EC EZ
Estadios de desenvolvimento embriogénico

Figura 27. Concentracdes de acUcares sacarose, frutose e glucose nos diferentes
estadios da embriogénese somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’. F =
folha; CP1 = calo primario tipo 1; CP2 = Calo primério tipo 2; CE = calo embriogénico;
EG = embrido globular; ET = embrido torpedo; EC = embrido cotiledonar; EZ =
embrido zigdtico.

Os principais carboidratos, ndo-estruturais, acumulados em folhas e frutos de
cafeeiro sdo o amido e os acucares solUveis redutores e ndo-redutores. Entre os agucares
redutores, os principais sdo a glicose e frutose, enquanto o principal agcucar nao-redutor
é a sacarose, mobilizado nos processos de transporte na direcdo fonte/dreno (Taiz &
Zeiger, 2007).

Diferente do observado no presente trabalho, Paiva Neto (1996) observaram uma
reducdo nos teores de acucares redutores apos a inoculacdo, verificada em segmentos
foliares de moreira (Chlorophora tinctoria L. Gaudichaud) cultivados em meio MS
acrescido de 2,4-D. Os resultados desse estudo indicaram uma reducdo nos teores de
acucares redutores, no periodo que sucedeu a inoculacdo, seguido de um aumento até 12
dias apos a inoculacdo, e posterior reducdo até o 30 dia de cultivo. Serra et al. (2000),
estudando calos originados de segmentos foliares de castanha-do-Brasil, também
verificaram reducdo nos teores de agucares redutores, apés a inoculacdo dos explantes.

Em embrides somaticos da conifera Picea abies, observou-se a presenca de
glucose, frutose e sacarose (Konradova et al., 2002), aclcares estes detectados também

nos embrides zigoticos de abacateiro (Sdnchez-Romero et al., 2002). Na embriogénese
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de soja, por outro lado, Chanprame et al. (1998) detectaram a presenca de frutose,
galactose, galactinol, glucose, mio-inositol, pinitol, rafinose, estaquiose e sacarose.

Os resultados analisados relativos aos teores de sacarose, glucose e frutose
apontam para uma coordenacdo do catabolismo e do anabolismo desses agucares
soliveis. No periodo em que se observaram teores baixos de sacarose, verificaram-se
concomitantemente, concentracOes elevadas de glucose e frutose. Por outro lado,
quando aumentaram os teores de sacarose, ambas as hexoses mostraram-se com teores
diminutos. Esses resultados concordam com os verificados em sementes de Vicia sp,
nas quais, antes do acumulo dos carboidratos de reserva no embrido, o endosperma
continha altos teores de hexoses derivadas do desdobramento da sacarose pela agcéo da
invertase ligada a parede celular (Hill et al., 2003). Os teores de sacarose, glucose e
frutose, detectados no presente trabalho, indicaram a mesma tendéncia de particdo da
sacarose com acumulo de glucose e frutose ou ocorrendo o contrario onde ha um
acumulo de sacarose e a reducao dos teores de frutose e glucose simultaneamente.

Foi verificado no presente trabalho que as hexoses e a sacrose estdo intimamente
relacionadas as diferentes fases do desenvilmento embriogénico. Weber et al. (1997)
observaram essa mesma tendéncia ao analisarem o desenvolvimento de sementes de
leguminosas. Segundo esses autores a sacarose desempenha um papel de regulacdo da
diferenciacdo celular e de armazenamento de substancias de reserva, enquanto as
hexoses controlariam o crescimento e o metabolismo celular. Analisando a
embriogénese somatica do cafeeiro, foi possivel verificar a predominancia da sacarose
durante o processo de maturacdo e germinacdo dos embriGes somaticos, e a presenca
das hexoses intensamente relacionadas a fase de inducdo da embriogénese somatica.

Odnevall & Bjork (1989), verificaram que as enzimas para a degradacdo da
sacarose e da maltose estavam presentes nas fracdes da parede celular e que a glicose e
frutose foram simultaneamente usadas pelas culturas de raizes, porém, as culturas
menos diferenciadas usaram toda glicose disponivel antes da utilizacdo da frutose.

Segundo Hew & Mah, (1989), a preferéncia pela frutose em relacdo a sacarose,
como fonte de carbono, por algumas espécies e tecidos, pode estar relacionada a
necessidade de as células excretarem a enzima invertase ao meio de cultivo, visando a
hidrolise da sacarose antes da absorcao da fonte de carbono.

De acordo com o que foi mencionado anteriormente, verificou-se uma mudanga
na propor¢do dos agUcares, favorecendo a sacarose em relagdo as hexoses, glucose e

frutose, nas fases embrionarias. Resultados semelhantes foram encontrados por
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Pescador et al. (2008) onde foram analisadas a trés vias de obtencdo de embrifes de F.
sellowiana (a embriogénese somatica direta, indireta e a zigotica). Resultados similares
também foram observados por Sdnchez-Romero et al., (2002) quanto aos carboidratos
sollveis de embrides zigdticos de abacateiro, sendo atribuido o decréscimo das hexoses
a sintese de sacarose.

Semelhante o verificado no presente trabalho, Pescador et al. (2008) ao analisar a
embriogéneses zigodtica e somatica de Feijoa sellowiana, verificaram que a glucose e a
frutose tiveram suas concentracfes alteradas durante as etapas desses processos.
Segundo, Hill et al., (2003), teores elevados de hexoses manteriam 0s processos de
divisdo e alongamento celular em embrides na fase cordiforme. Entretanto, teores
varidveis também foram evidenciados nos embrides nas fases globular e cotiledonar e
em menor quantidade na fase torpedo (Figura 26).

Diferentemente do observado no presente trabalho, Gosslova et al. (2001)
analisando sementes e embrides somaticos de Picea abies, verificaram que o0s
carboidratos totais tiveram seus teores reduzidos em embri6es na fase cotiledonar.

No presente trabalho, na fase cotiledonar das trés vias de embriogénese foram
observados teores mais altos de sacarose. Esse acgUcar poderia estar sendo utilizado
como base no metabolismo do carbono ou como fonte de carboidratos (Taiz & Zeiger,
2007). Conforme foi sugerido, a sacarose poderia também ser sinalizadora da rota de
sintese de substancias de reserva (Weber et al., 1997). Em Picea abies, Iraqui &
Tremblay (2001) observaram que esse agUcar atuava como fator regulatorio na
maturacdo de embrifes somaticos através da sinalizacdo para a sintese de proteinas de
reserva. Na embriogénese zigética de abacateiro, Sanchez-Romero et al. (2002),
observaram aumentos nos teores de sacarose, 0s quais eram coincidentes com as fases
de maturacdo, ocorriam simultaneamente a um declinio no conteido de agua e a um

acumulo de amido.

3.2 Amido

Na Figura 28 é apresentado o teste de médias ap6s analise de variancia das
concentragOes de amido nos diferentes estadios de desenvolvimento da embriogénese
somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’. A folha apresentou maior teor
de amido que os calos primarios. Na fase de inducdo de calos primérios tipo 1 e tipo 2

foram verificados teores reduzidos de amido (1,88 e 2,04 % de hidrolise,
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respectivamente). Os calos primérios tipo 1 e tipo 2, ndo diferiram estatisticamente. Os
teores de amido aumentaram gradativamente nas etapas que compdem a embriogénese
somatica, atingindo a maior percentagem nos embrides cotiledonares que apresentaram
24,06 % de hidrdlise de amido. Os embrides zigoticos apresentaram 0s menores teores

de amido, com 0,71 % de hidrolise.
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Figura 28. Concentrac6es de amido nos diferentes estadios da embriogénese somatica
de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’.

Segundo Martin et al. (2000) a embriogénese somatica € um processo
morfogenético que requer uma quantidade elevada de energia, e, por conseguinte o
catabolismo do amido resulta em compostos intermediarios de glicose que fornecem o
ATP necessario para 0 metabolismo da célula.

Segundo Priestley (1962), as conversdes de amido para aglUcar ocorrem em
ocasides de crescimento vegetativo intenso, quando as reservas sao usadas para dar
suporte a atividade meristematica de &pices caulinares e também ao crescimento de
frutos. Verificou-se que a concentracdo de amido em folhas apresentou uma pequena
tendéncia de aumento no final do ciclo reprodutivo. E possivel que a maior
concentracdo de amido em folhas, esteja relacionada & menor producéo de frutos. Uma
menor producéo de frutos pode ter resultado em menor forga de dreno (Taiz & Zeiger,
2007) ocorrendo, com isto, balanco positivo de fotoassimilados nas folhas, que podem
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ter sido armazenados na forma de amido (Marenco & Lopes, 2005). Apesar disso,
Janardhan et al. (1971) encontraram niveis elevados de amido, em ramos com carga
elevada, sendo improvavel que as concentracbes de amido nas folhas e ramos esteja
apenas relacionada a formacao dos frutos.

Foi verificada uma baixa concentracdo de agUcares solUveis totais na folha, no
entanto o teor de amido nesse explante foi relativamente elevado. Sendo assim, pode-se
dizer que devido a folha ser um o6rgdo de fonte, ndo ha a necessidade de grande
estocagem de acucares no tecido, pois os carboidratos sdo ali gerados através da
fotossintese. E como foi verificada a baixa concentracdo de agUcares sollveis e o alto
teor de amido, pode-se dizer que, a maior parte do agucar gerado no tecido foliar de
Coffea arabica, é estocado na forma de amido, pois a maior parte da forma livre acaba
sendo transportada para outros tecidos.

Nakamura (1994) e Bobak et al. (2004), estudando embrifes somaticos de Coffea
arabica variedades ‘Mundo Novo’ e ‘Catuai Amarelo’, respectivamente, e células de
calos de Drosera spathulata, por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura,
encontraram plastidios cheios de amido. Numerosos grdos de amido também foram
observados em células embriogénicas de calos de Gentiana punctata por Mikula et al.
(2004), relacionando este padrdo bioquimico como fonte primaria de energia necessaria
para a intensa divisdo celular e para o desenvolvimento dos embrides (Cangahuala-
Inocente et al., 2007). Segundo Martin et al. (2000), o consumo dos grdos de amido
promove energia para o desenvolvimento do embrido somatico, sugerindo uma ativa
regulacdo do acimulo de gréos de amido em calos embriogénicos.

Em muitos casos, as células com grdos de amido estdo localizadas proximas a
regibes com intensa atividade meristematica. O acUmulo de amido em células
embriogénicas ou em células adjacentes do explante parece ser um fendmeno ligado a
aquisicdo de competéncia embriogénica (Lai & McKersie, 1994). Altas quantidades de
amido foram observadas durante o processo de formagdo de embrides somaticos em
algumas espécies (Profumo & Gastaldo, 1995; Rodriguez & Wetzstein, 1998). Esse
acumulo de amido na formacgdes de embrides somaticos pode estar associada a alta
disponibilidade de carboidratos presentes no meio nutritivo.

Crescimento otimo e plantulas vigorosas € 0 que se espera encontrar em
embrifes somaticos que apresentem altos teores de amido, proteina e carboidratos

soluveis (Attree et al., 1992). A acumulacdo, portanto, de reservas adequadas, € vital
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para a embriogénese somatica de plantas, assim como para a retomada de
desenvolvimento apés a formacao de embrides cotiledonares (Flinn et al., 1993).

Estudos tém sido realizados visando estabelecer uma associacao entre o acimulo
de amido e o desenvolvimento de embrides somaticos. Alguns destes estudos
evidenciaram aumento no conteddo de amido durante a maturacdo de embrides
somaticos, 0s quais apresentam teores mais elevados desta substéncia do que os
embrides zigdticos. Estes resultados sugerem que os embriGes somaticos sdo
metabolicamente diferentes dos embrides zigoticos e incapazes de converter
eficientemente carboidratos em lipidios e proteinas de reserva (Merkle et al., 1995).

Segundo Bewley & Black (1994), os aclcares ndo sdo utilizados diretamente
para 0 metabolismo de energia, e sim transformados em amido, como substancia de
reserva nos cotilédones dos embrides zigoticos, sendo a sacarose a principal fonte para a
sintese de amido. Mostrou-se também que durante a fase de maturacdo das sementes
ocorre acumulo de substancias de reserva tais como o amido. A deposicdo de
substancias de reserva é o processo chave para desenvolvimento da semente, uma vez
que fornece os compostos que sdo usados desde os estadios iniciais do desenvolvimento
até a autotrofia (Merkle et al., 1995).

Conforme verificado no presente trabalho, a concentragdo de amido estocada nos
embribes zigoticos € reduzida ou, em algumas espécies, chegando a ser nula. Faria et
al. (2008) analisaram quimicamente a semente de Butia capitata e constataram um alto
teor de lipidios. Panza et al. (2004) afirmaram que o cotilédone do embrido das
palmeiras desempenha, ao lado da funcdo de absorcdo das reservas do endosperma,
papel de acumular reservas. Os autores constataram existéncia de corpos proteicos,
depdsitos proteicos no vacuolo e pequenos graos de amido em células do embrido da
palmeira Euterpe edulis. Demanson (1988) concluiu que 68% do tecido embrionario da
palmeira Washingtonia filifera € composto por estruturas de reservas, como cOrpos
lipidicos e proteicos, embora amido ndo seja encontrado.

3.3 Aminoacidos totais livres

Na Figura 29 é apresentado o teste de médias apos andlise de variancia das
concentragfes de aminoacidos totais livres (ATL) nos diferentes estadios de
desenvolvimento da embriogénese somaética de Coffea arabica variedade ‘Catuai

Vermelho’. A folha apresentou a menor concentragdo de amino&cidos totais. Os calos
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primario tipo 1 e tipo 2, calo embriogénico, embrides globulares e torpedo ndo
difeririam estatisticamente entre si e apresentaram altas concentracGes de aminoacidos
totais. O embrido cotiledonar apresentou uma queda na concentracdo de aminoacidos e
0 embrido zigotico apresentou a maior concentragdo de aminoacidos totais encontrada

em todos os estadios analisados.
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Figura 29. Concentracbes de aminoécidos totais livres nos diferentes estadios da
embriogénese somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’.

Ao analisar a dosagem de aminoacidos totais livres no tecido foliar, foi
verificada uma concentracdo bastante reduzida. Shan et al. (2012), estudando o
comportamento de plantulas de seringueira cultivadas in vitro também verificaram
concentragdes diminutas de aminoacidos presentes no tecido foliar dessa espécie.
Segundo os autores, os aminoacidos que chegam aos tecidos foliares sdo rapidamente
utilizados, principalmente de plantas cultivadas in vivo pois eles afirmam que a
manipulagdo de componentes do meio nutritivo, especificamente a adi¢do de nitrato,
acarreta no aumento da concentracdo dos aminoacidos nas folhas das plantas cultivadas
in vitro.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os resultados
apresentados por Pescador (2008) e Kumar & Kumari (2011), que analisando a
formacéo de calos embriogénicos de feijoa e cartamo, respectivamente, verificaram uma

elevacdo acelerada dos teores de aminodcidos livres. Segundo Fehér et al. (2003), esse
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aumento repentino das concentracdes de aminoacidos totais nos tecidos em
desenvolvimento, pode ter ocorrido devido ao aumento da atividade metabdlica das
culturas estimulada pela presenca de auxina no meio nutritivo, acarretando alteragdes
bioquimicas e fisiologicas nas células vegetais em cultivo. A alta concentracdo de
aminoacidos também pode ser explicada pela alta concentracdo de nitrogénio presente
no meio nutritivo.

Ao contrario do presente trabalho, Pescador (2008) e Booz et al. (2009), ao
estudar a bioquimica dos processos de maturacéo e regeneracdo de embrides somaticos
de feijoa e goiabeira serrana, respectivamente, observaram uma redugdo continua dos
niveis de aminoécidos totais livres ao longo dos diferentes estadios de desenvolvimento.
Segundo os autores, essa diminui¢cdo no conteudo de aminoacidos totais ao longo das
fases tardias da embriogénese somatica, esta relacionada, provavelmente, com o
aumento da sintese de proteinas. No presente trabalho verificou-se que os niveis de
aminoacidos foram reduzidos principalmente no embrido somatico em estadio
cotiledonar, devido a diminuicdo exporadica dos aminoacidos apenas nesse estadio da
embriogénese somatica, especula-se que a troca tardia do meio nutritivo e o
esgotamento dos nutrientes disponiveis influenciaram negativamente a sintese de
aminoacidos. Sugere-se entdo um controle mais apurado e uma realizacdo de trocas do
meio nutritivo em periodos menores do que 0s propostos no presente trabalho.

A Tabela 20 ilustra a quantificacdo dos aminoacidos relevantes nos diferentes
estadios do desenvolvimento embriogénico de Coffea arabica variedade ‘Catuai
Vermelho’. Foi verificado que a arginina apresentou uma maior concentragdo no calo
primério tipo 1 e a menor concentracdo no embrido zigotico, ja os demais estadios nao
diferiram estatisticamente entre si. A lisina também estd em maior quantidade no calo
primério tipo 1. Foi observada uma grande quantidade de glutamina no calo primério
tipo 1 e novamente a menor concentracdo foi verificada no embrido zigético. O calo
primario tipo 1 apresentou as maiores concentracdes de todos os aminoacidos, exceto
serina e prolina que foram bastante inferiores aos demais estadios embriogénicos. Foi
identificada uma alta concentragdo de serina no calo primario tipo 2 e embrido torpedo
apresentou a maior quantidade de prolina. A leucina foi observada em alta concentragédo
em quase todos os estadios embriogénicos, exceto no calo embriogénico e no embrido
globular que apresentaram quantidades reduzidas desse aminoacido. Ja a histidina foi

encontrada em quantidades reduzidas na maioria dos estadios da embriogénese somatica
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exceto pelo calo primario tipo 1 e o embrido zig6tico. E a metionina foi verificada em

grande quantidade no calo primario tipo 1, mas esteve ausente nos demais estadios.

Tabela 20. Quantificacdo dos aminoacidos de maior relevancia nos diferentes estadios
de desenvolvimento da embriogénese somatica de Coffea arabica variedade Catuai
Vermelho expressos em nmol/mg de Massa Seca.

Estadios de desenvolvimento embriogénico

Amino&cidos F CP1 CpP2 CE EG ET EC EZ

Arginina 2,72AB 1166 A 447AB 675AB 534AB 884AB 5,05AB 2,38B
Lisina 049AB 0, 75A 0,02C 0,20 BC 0,06 C 0,06 C 003C 0,26BC
Glutamina 0,15C 1215A 181BC 4,64B 259BC 232BC 051BC 001C
Asparagina 0,00 B 32,56 A 0,33B 001B 0,00B 032B 0,13B 0,15B
Treonina 301BC 952A 4,37B 360BC 411BC 163CD 267BCD 041D
Glicina 2,75B 8,50 A 241B 1,23CD 2,74B 0,93 DE 1,63C 0,46 E
Serina 0,00H 032F 3,78 A 151C 1,09D 1,69B 099 E 0,23G
Prolina 0,00C 0,19C 0,47C 2,18B 2,22B 553A 096BC 128BC
Leucina 4,00 AB 6,25 A 6,37 A 1,41B 145B 367AB 541A 414AB
Histidina 0,00C 132 A 0,04C 0,05C 0,00C 0,67B 0,00C 0,84AB
Metionina 0,00B 11,23 A 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B

Médias seguidas pela mesma ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. F = folha; CP1 = calo primario tipo 1; CP2 = Calo priméario tipo 2; CE = calo
embriogénico; EG = embrido globular; ET = embrido torpedo; EC = embrido cotiledonar; EZ = embrido
zigético.

A arginina é um dos principais precursores na biossintese de poliaminas.
Segundo Silveira (2006), o metabolismo das poliaminas esta diretamente relacionado
com a aquisi¢cdo de competéncia embriogenética em culturas embriogénicas. Dessa
forma, é provavel que o aumento da arginina no calo primario tipo 1 esteja relacionado
a inducdo de competéncia embriogénica desse calo que dard origem ao calo
embriogénico, propriamente dito.

Conforme verficado no presente trabalho, Percador et al. (2008), também
verificaram um incremento de glutamina por volta do 30° dia de cultivo de Feijoa
sellowiana. Ha evidéncias na literatura de que a glutamina estaria provavelmente
relacionada a indugdo do processo embriogénico somatico. Segundo Dal Vesco &
Guerra (2001), a glutamina seria uma forma de nitrogénio organico prontamente
assimilavel e incorporado aos esqueletos carbdnicos durante 0 metabolismo e na sintese

de proteinas, quando comparadas as fontes inorganicas de nitrogénio. A importancia de
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aminoéacidos no meio de cultura varia com a espécie considerada, tipo de explante ou
resposta morfogénica desejada (George, 1993). A adicdo de aminoécidos no meio de
cultura pode inibir ou promover o desenvolvimento da embriogénese somatica, como
também, a continuidade de desenvolvimento apds a fase cotiledonar em alfafa (Merkle
etal., 1995).

Ao analisar a presenca da asparagina nas diferentes fases do desenvolvimento da
embriogénese somatica Pescador (2008), afirmaram que devido a sua grande
solubilidade, a asparagina representa uma das principais formas de transporte e
armazenamento de nitrogénio das plantas superiores. No entanto, no presente trabalho
esse aminodcido foi encontrado em concentragdes extremamente reduzidas exceto pelo
calo primario tipo 1 que apresentou uma alta concentracdo desse componente. Isso pode
estar relacionado a alta disponibilidade de compostos nitrogenados presentes no meio
nutritivo.

O incremento do conteudo enddgeno de prolina, também foi verificado na
inducdo da embriogénese somatica de amendoim (Murch et al., 1999). Segudo Satya-
Narayan & Nair (1990), o acumulo desse aminoacido nos tecidos vegetais, de forma
geral, esta relacionado a condic¢des de estresse. Sendo assim, o acimulo de prolina na
inducdo da embriogénese somaética, esta possivelmente associado ao estresse inerente a
desprogramacéo e reprogramacdo celular induzida pelas altas concentracdes de auxina
no meio nutritivo.

A leucina foi verificada em alta concentragdo em ambos calos néo
embriogénicos e a histidina apenas foi encontrada no calo primario tipo 1 e no embrido
zigotico. Kamada Harada, 1979 analisando, a embriogénese somaética de cenoura,
verificou a sintese de leucina e histidina, no entanto, a formacdo desses compostos
proporcionou um aumento na inducdo de calos ndo embriogénicos e uma forte inibicao
na embriogénese somatica, respectivamente. Esses resultados corroboram Miflin & Lea
(1976), que afirmam que a leucina e a histidina além de ndo serem metabolizadas pelos
organismos, ainda apresentam a caracteristica de ndo serem convertidas em outros
aminoacidos, dificultando sua redugcdo nos tecidos em cultivo e prejudicando o
desenvolvimento embriogénico, uma vez que energia e recursos Sao gastos para sua
sintese.

Conforme verificado no presente trabalho, Astarita et al. (2003) evidenciaram o
acimulo de altos teores de alanina, glutamina e serina em embridos zigéticos de

Araucaria angustifolia.
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3.4 Proteinas totais

Na Figura 30 é apresentado o teste de médias apos andlise de variancia das
concentracdes de proteinas totais nos diferentes estadios de desenvolvimento da
embriogénese somética de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’. A folha
apresentou a menor concentracao de proteinas totais. Calos primérios tipo 1 e tipo dois
apresentaram concentracbes maiores que as encontradas na folha e ndo diferiram
estatisticamente entre si. O calo embriogénico apresentou a maior concentracdo de
proteinas totais. Na maturacdo dos embriGes, o embrido globular apresentou uma
reducdo da concentragdo de proteinas quando comparado com o calo embriogénico que
deu origem ao mesmo. O embrido torpedo apresentou um aumento seguido de uma
queda da concentracao de proteinas observadas nos embrides cotiledonares e zigoticos

que ndo diferiram estatisticamente entre si.
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Figura 30. Concentracdes de proteinas totais nos diferentes estadios da embriogénese
somatica de Coffea arabica variedade ‘Catuai Vermelho’.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram os resultados
apresentados por Caixeta et al. (2004) que ao analisarem folhas de Coffea arabica
variedade ‘Catuai Vermelho’ verificaram alta concentracdo de proteinas nesse tecido.

Segundo esses autores, esse acimulo de proteinas no tecido foliar ocorre provavelmente
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devido a particdo de fotoassimilados participando, preferencialmente da sintese de
proteinas.

Conforme verificado no presente trabalho, Steinmacher (2007), também né&o
observou, na embriogénese somatica de pupunheira, diferencas significativas nos teores
de proteinas totais de calos primarios com caracteristicas embriogénicas e calos
primarios que ndo apresentavam competéncia embriogénica. Segundo esses autores,
embora a dosagem de proteinas totais de calos embriogenicos e ndo embriogenicos ndo
tenha apresentado diferencas, foram verificadas duas bandas de proteina de alta massa
molecular associadas aos calos embriogenicos que, conforme foi verificado pelos

autores, poderiam ser consideradas proteinas especificas do embrido somaético.

Na formacédo do calo embriogénico, foi verificado nos tecidos desse explante,
um aumento nas concentracBes de proteinas totais se comparados com os calos
primarios. Santos et al. (2003) também observaram na formacéo de calos embriogénicos
de Coffea arabica variedade ‘Rubi’, induzidos a partir de segmentos foliares, um
acumulo de proteinas totais nos tecidos em cultivo. Segundo os autores, esse aumento

nas taxas de proteinas totais, se deve a sintese de polipeptideos.

No processo de maturacdo dos embriGes somaticos, detectou-se um aumento
seguido de uma diminuicdo nos indices de proteinas totais nos explantes. Cangahuala-
Inocente et al. (2009), também observaram na maturacdo dos embrifes somaticos de
Acca sellowiana, variacdes nas taxas de proteinas totais. No entanto, foi verificado
pelos autores, apenas o aumento dos indices de proteinas totais nos tecidos dos

embrides.

Na formacdo do embrido cotiledonar, ou seja, no inicio do processo de
diferenciacéo, foi verificado que os niveis de proteinas totais decairam de 210 para 160
mg/g de massa seca, aproximadamente. Segundo Wise & Tunnacliffe (2004), no
processo germinativo ou no processo de diferenciacdo, no caso do embrido somatico, as
proteinas de reserva armazenadas durante o processo embriogénico sdo entdo
degradadas, e 0os aminoacidos que as compdem sdo hidrolisados, liberando grandes

guantidades de compostos a serem utilizados no crescimento da plantula.

Na embriogénese zigotica, ocorre a formacdo de um eixo portador de

meristemas caulinar e radicular, acompanhada pela formacdo dos cotiledones, esses
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ultimos mais de perto associados a sintese e estocagem de substancias de reserva, como

as proteinas e os lipidios (Dodeman et al., 1997).

De acordo com Thomas (1993), a maior mudanca no desenvolvimento do
embrido ocorre com a expansao e maturagdo dos seus 6rgdos. Neste periodo, hd uma
mudanca do desenvolvimento originando um programa de sintese e armazenagem de
compostos, que prepara o esporofito jovem para o periodo de dorméncia e de seu
desenvolvimento pés-embrionério. O cotilédone e o eixo caulinar-radicular aumentam
consideravelmente de tamanho, e as células do meristema fundamental em todos os
Orgdos apresentam como caracteristica 0 acumulo de substanciais quantidades de

proteinas e lipidios, que serdo utilizados como fonte energética durante a germinacéo.
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4. CONCLUSOES

e O metabolismo dos carboidratos, aminoacidos e proteinas desempenham
um importante papel nas diferentes etapas da embriogénese somaética;

e A folha é um 6rgdo denominado fonte que ndo realiza a estocagem de
grandes quantidades de carboidratos;

e Comparativamente, o calo primario tipo 1 retém maior quantidade de
carboidratos que o calo primario tipo 2 que, devido ao seu crescimento
desordenado, grandes quantidades de carboidratos sdo utilizados na
promocéo desse desenvolvimento;

e A partir da formacdo do calo embriogénico até a completa maturacdo dos
embrides somaéticos, a concentracdo de carboidratos aumentou
gradativamente desempenhando importantes funcbes na formagéo
maturacao dos embrides somaticos;

e Embribes somaticos estocam grandes quantidades de carboidratos na
forma de amido, diferentemente dos embrifes zigdticos em que a reserva
de amido é minima

e Os aminodcidos estdo presentes em todas as etapas da embriogénese
somética e do embrido zigéticos, desempenhando as mais variadas

funcoes.

144



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRIANUAL 2011. Anuério da agricultura Brasileira. Sdo Paulo: FNP, p.497,
2011.

AMARAL, J. A. T.; MATTA, F. M. da; RENA, A. B. Effects of fruiting on the growth
of Arabica coffee trees as related to carbohydrate and nitrogen status and to nitrate
reductase activity. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.13, p.66-74, 2001.

AMARAL, L. I. V.; COSTA, P. M. F.; AIDAR, M. P. M.; GASPAR, M.
BUCKERIDGE, M. S. Novo método enzimético rapido e sensivel de extracdo e
dosagem de amido em materiais vegetais. Hoehnea, v.34, p.425-431, 2007.

ASTARITA, L. V.; GUERRA, M. P.; Early somatic embryogenesis in Araucaria
angustifolia — induction and maintenance of embryonal-suspensor mass cultures.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.10, p.113-118, 1998.

ATTREE, S. M., POMERQY, M. K.; FOWKE, L. C. Manipulation of conditions for the
culture of somatic embryos of white spruce for improved triacylglycerol biosynthesis
and desiccation tolerance. Planta, v.187, p.395-404, 1992.

BARGHCHI M. Micropropagation of Alnus cordata (Loisel.) Loisel. Plant Cell, Tissue
Organ and Culture, v.15, p.233-244, 1988.

BEWLEY, J. D.; BLACK., M. Seeds: Physiology of development and germination.
2 ed. New York: Plenum Press, p.445, 1994.

BOBAK, M.; SAMAJ, J.; PRETOVA, A, BLEHOVA, A, HLINKOVA, E,;
OVECKA, M.; HLAVACKA, A.; KUTARNOVA, Z. The histological analysis of
indirect somatic embryogenesis on Drosera spathulata Labill. Acta Physiologiae
Plantarum, v.26, n.3, p.353-361, 2004.

BOOZ, M. R.; KERBAUY, G. B.; GUERRA, M. P.; PESCADOR, R. The role of y-
aminobutyric acid (Gaba) in somatic embryogenesis of Acca sellowianaBerg.
(Myrtaceae). Brazilian society of plant physiology, v.21, n.4, p.271-280, 2009.

BORISJUK, L.; ROLLETSCHEK, H.; RADCHUK, R.; WESCHKE, W.; WOBUS, U.;
WEBER, H. Seed Development and Differentiation: A Role for Metabolic Regulation.
Plant Biology, v.6, p.375-386, 2004.

BRADFORD, M. M. A rapid sensitive method for quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, New
York, v.72, p.248-254, 1956.

BRIDSON, D. M. Additional notes on Coffea (Rubiaceae) from Tropical East Africa.
Kew Bulletin, v.49, p.331-342, 1994.

145


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/plb.2004.6.issue-4/issuetoc

BRUIJN, J. M.; BOUT, M. Analysis of aminoacids in sugarbeet samples: Method
development and application. 7th. Symposium of Association Andrew Van Hook for
the advancement of knowledge on sugars, Reims, FR, 2000.

CAIXETA, S. L.; MARTINEZ, H. E. P.; PICANCO, M. C.; CECON, P. R.; ESPOSTI,
M. D. D.; AMARAL, J. F. T. Nutricdo e vigor de mudas de cafeeiro e infestagédo por
bicho mineiro. Ciéncia Rural, v. 34, p.1429-1435, 2004.

CANGAHUALA-INOCENTE, G. C.; CAPRESTANO, C. A.; DUCROQUET, J. P.;
GUERRA, M. P. Competéncia embriogenética em tecidos florais de Acca sellowiana
(Myrtaceae). Revista Brasileira de Biociéncias, v.5, p.87-89, 2007.

CANGAHUALA-INOCENTE, G. C.; STEINER, N.; MALDONADO, S. B,
GUERRA, M. P. Patterns of protein and carbohydrate accumulation during somatic
embryogenesis of Acca sellowiana. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v.44, n.3,
p.217-224, 2009.

CANHOTO, J. M.; MESQUITA, J. F.; CRUZ, G. S. Ultrastructural Changes in
Cotyledons of Pineapple Guava (Myrtaceae) During Somatic Embryogenesis. Annals
of Botany, v.78, p.513-521, 1996.

CARRIER, D. J; KENDALL, E. J; BOCK, C. A.; CUNNINGHAM, J. E,;
DUNSTAN, D. I. Water content, lipid deposition, and abscisic acid content in
developing white spruce seeds. Journal of Experimental Botany, v.50 p.1359-1364,
1999.

CARVALHO, M. A. M.; PINTO, M. M.; FIGUEIREDO-RIBEIRO, R. C. L. Inulin
production by Vernonia herbacea as influenced by mineral fertilization and time of
harvest. Revista Brasileira de botanica, v.21, p.275-280, 1998.

CHANPRAME, S.; KUO, T. M.; WIDHOLM, J. M. Soluble carbohydrate content of
soybean (Glycine max L.) Merr.: somatic and zygotic embryos during development. In
Vitro Cellular & Developmental Biology — Plant, v.34, p.64-68, 1998.

CORUZZI, G. & LAST, R. Amino acids. In: BUCHANAN, B. B.; GRUISSEM, W.;
JONES, R. L. (Eds.) Bichemistry and molecular biology of plants, Rockville:
American Society of Plants Physiologists. p.358-410, 2000.

DELROT, S.; ATANASSOVA, R.; MAUROUSSET, L. Regulation of sugar, amino
acid and peptide plant membrane transporter. Biochimica et Biophysica Acta, v.1465,
p.281-306, 2000.

DEMANSON, D. A. Embryo structure and storage reserve histochemistry in the palm
Washingtonia filifera. American Journal of Botany, v.75, p.330-337, 1988.

DAL VESCO, L. L.; GUERRA, M. P. The effectiveness of nitrogen sources in Feijoa
somatic embryogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.64, p.19-25, 2001.

146



DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A,; SMITH, F.
Colorimetric method for the determination of sugars and related substances. Analytical
Chemistry, v.28, p.350-356, 1956.

DUCOS, J. P.; LAMBOT, C.; PETIARD, V. Bioreactor for coffee mass propagation by
somatic embryogenesis. International Journal of Plant Developmental Biology, v.1,
p.1-12, 2007.

FARIA, J. P.; ARELLANO, D. B.; GRIMALDI, R.; SILVA, L. C. R;; VIEIRA, R. F.;
SILVA, D. B.; AGOSTINI-COSTA, T. S. Caracterizacdo quimica da améndoa de
coquinho-azedo (Butia capitata var. capitata). Revista Brasileira de Fruticultura,
v.30, p.549-552, 2008.

FEHER, A., PASTERNAK, T. P.; DUDITS, D. Transition of somatic plant cells to an
embryogenic state. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.74, p.201-228, 2003.

FERREIRA, D. F. Andlises estatisticas por meio do SISVAR para Windows verséo
4.0. Reunido anual da regido brasileira da sociedade internacional de biometria, Sdo
Carlos, v.45, p.255-258, 2000.

FLINN, B. S.; ROBERTS, D. R.; NEWTON, C. H.; CYR, D.R.; WEBSTER, F. B,;
TAYLOR, I. E. P. Storage protein gene expression in zygotic and somatic embryos of
interior spruce. Physiologia Plantarum, v.89 p.719-730, 1993.

GEORGE, E. F.; STITT, M. Plant Propagation by tissue culture. The technology.
Edington: Exegetics Ltda. p.523, 1993.

GOSSLOVA, M.; SVOBODOVA, H.; LIPAVAVSKA, H.; ALBRECHTOVA, J,;
VREUGDENHIL, D. Comparing Carbohydrate status during Norway spruce Seed
Development and somatic Embryo Formation. In Vitro Cellular & Developmental
Biology - Plant, v.37, p.24-28, 2001.

HEW, C. X.; MAH, T. C. Sugar uptake and invertase activity in Dendrobium tissues.
New Phytologist, v.111, n.2, p.167-171, 1989.

HILL, L. M.; MORLEY-SMITH, E. R.; RAWSTHORNE, S. Metabolism of sugar in
the endosperm of developing seeds of oilseed rape. Plant Physiology, v.131, p.228-236,
2003.

HOEKSTRA, F. A.; GOLOVINA, E. A. Membrane behavior during dehydration:
implication for desiccation tolerance. Russian Journal of Plant Physiology, v.46,
p.295-306, 1999.

IRAQUI, D.; TREMBLAY, F. M. Analysis of carbohydrate metabolism enzymes and
cellular contents of sugars and proteins during spruce somatic embryogenesis suggests a
regulatory role of exogenous sucrose in embryo development. Journal of
Experimental Botany, v.52, p.2301-2311, 2001.

147



JANARDHAN, K. V.; GOPAL N. H.; RAMAIAH, P. K. Carbohydrate reserves in
relation to vegetative growth, flower bud formation and crop levels in arabica coffee.
Indian Coffee, p.145- 148, 1971.

KAMADA, H.; HARADA, H. Studies on the organogenesis in carrot tissue cultures. I.
Effects of growth regulators on somatic embryogenesis and root formation. Zeitschift
fuer Pflanzen-Physiologie, v.91, p.453-463, 1979.

KONRADOVA, H.; LIPAVSKA, H.; ALBRECHTOVA, J.; VREUGDENHIL; D.
Sucrose metabolism during somatic and zygotic embryogeneses in Norway spruce:
content of soluble saccharides and localisation of key enzyme activities. Journal of
Plant Physiology, v.159 p.387-396, 2002.

KUMAR, S. P.; KUMARI, B. D. R. Factors Affecting on Somatic Embryogenesis of
Safflower (Carthamus tinctorius L) at Morphological and Biochemical Levels. World
Journal of Agricultural Sciences, v.7, n.2, p.197-205, 2011.

LAI, F-M.; MCKERSEI, B. D. Regulation of starch and protein accumulation in alfalfa
(Medicago sativa L.) somatic embryos. Plant Science, v. 100, p. 211-219, 1994.

LAVIOLA, B. G.; MARTINEZ, H. E. P.; SALOMAO, L. C. C.; CRUZ, C. D
MENDONCA, S. M.; NETO, A. P. Alocacdo de fotoassimilados em folhas e frutos de
cafeeiro cultivado em duas altitudes. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.42, n.11, p. 1521-1530, 2007.

LOU, H.; OBARAOKEYO, P.; TAMAKI, M.; KAKO, S. Influence of sucrose
concentration on in vitro morphogenesis in cultured cucumber cotyledon explants.
Journal of Horticultural Science, v.71, p.497-502, 1996.

MARENCO, R. A.; LOPES, N. F. Fisiologia vegetal: fotossintese, respiracdo, relacbes
hidricas e nutricdo mineral. Vigcosa: UFV, p.451, 2005.

MARTIN, A. B.; CUADRADO, Y.; GUERRA, H.; GALLEGO, P.; HITA, O,
MARTIN, L.; DORADO, A.; VILLALOBOS, N. Differences in the contents of total
sugars, starch and sucrose in embryogenic and non-embryogenic calli from Medicago
arborea L. Plant Science, v.154, p.143-151, 2000.

MERKLE, S. A.; PARROTT, W. A.; FLINN, B. S. Morphogenic aspects of somatic
embryogenesis in plants. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, Cap. 5, p. 155 —
203, 1995.

MIFLIN, B. J.; LEA, P. J. The pathway of nitrogen assimilation in plants.
Phytochemistry, v.15, p.873-885, 1976.

MIKULA, A.; TYKARSKA, T.; SKA, M. Z.; KURAS, M., SKI, J. J. R. Ultrastructural
changes in zygotic embryos of gentiana punctata I. during callus formation and somatic
embryogenesis. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, Cracow, v.46, p.109-
120, 2004.

148



MURCH, S. J.; VICTOR, J. M. R.; KRISHNARAJ, S.; SAXENA, P. K. The role of
proline in Thiiazuron-induced somatic embryogenesis of Peanut. In vitro Cellular &
Developmental Biology - Plant, v.35, p.102-105, 1999.

NAKAMURA, T.; TANIGUCHI, T.; MAEDA, E. Cyto-histological studies on somatic
embryos of Coffee: Ultrastructural Aspects. Japanese Journal of Crop Science,
Nagoya, Japan v.63, n.1, p.144-157, 1994,

NOGUEIRA, R. C.; PAIVA, R.; PORTO, J. M. P.; NICIOLI, P. M.; STEIN, V. C,
DEUNER, S.; ALVES, E. Analise ultra-estrutural de calos embriogénicos de murici-
pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). Revista Brasileira de Biociéncias, v.5, p.48-
50, 2007.

ODNEVALL, A.; BJORK, L. Differentiated tissue cultures of Panax ginseng and their
response to various carbon sources. Biochemie und Physiologie der Pflanzen, v.185,
p.403-413, 1989.

ORTIZ-LOPES, A.; CHANG, H. C.; BUSH, D. R. Amino acid transporters in plants.
Biochimica et Biophysica Acta, v.465, p.275-280, 2000.

PAIVA NETO, V. B.; PAIVA, R; GOMES, G. A. C; POVOA, J. S. R.
Comportamento in vitro de segmento nodal de moreira (Chlorophora tinctoria (L.)
Gaudichaud). Arquivos de Biologia e Tecnologia, v.40, n.1, p.135-141, 1997.

PANZA, V.; LAINEZ, V.; MALDONADO, S.; Seed structure and histochemistry in the
palm Euterpe edulis. Botanical Journal of the Linnean Society, v.145, p.445-453,
2004.

PEREIRA, A. R.; CARVALHO, S. P.; PASQUAL, M.; SANTOS, F. C. Embriogénese
somatica direta em explantes foliares de Coffea arabica L. cv. Acaia Cerrado: efeito de
citocinina e &cido giberélico. Ciéncia Agrotécnica, v.31, n.2, p.332-336, 2007.

PESCADOR, R.; KERBAUY, G. B.; KRAUS, J. E.; FERREIRA, W. M.; GUERRA,
M. P.; FIGUEIREDO-RIBEIRO, R. C. Changes in soluble carbohydrates and starch
amounts during somatic and zygotic embryogenesis of Acca sellowiana (Myrtaceae). In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v.44, p.289-299, 2008.

PRIESTLEY, C. A. Carbohydrate resources within the perennial plant.
Commonwealth Agricultural Bureaux, Farnham Royal, v.27, p.116, 1962.

PRIYONO; FLORIN, B.; RIGOREAU, M.; DUCOS, J. P.; SUMIRAT,
U.; MAWARDI, S.;LAMBOT, C.;BROUN, P.;PETIARD, V.;WAHYUDI,
T.; CROUZILLAT, D. Somatic embryogenesis and vegetative cutting capacity are
under distinct genetic control in Coffea canephora Pierre. Plant Cell Reports. v.4,
p.343-357, 2010.

PROFUMO, P.; GASTALDO, P. Somatic embryogenesis in horse chesnut (Aesculus

hippocastanum L.) In: Bajaj YPS (ed) Biotechnology in Agriculture and Forestry v.30
Somatic embryogenesis and synthetic seed I, Springer-Verlag, p.233-245, 1995.

149


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Priyono%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Florin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rigoreau%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ducos%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sumirat%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sumirat%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mawardi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lambot%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Broun%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9tiard%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wahyudi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wahyudi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crouzillat%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Wahyudi%2BT%5bauth%5d

REZENDE, J. C.; PASQUAL, M.; CARVALHO, S. P.; PEREIRA, A. R.; VILLA, F.
Influéncia do meio de cultura e concentragdo de agar no crescimento e desenvolvimento
de plantulas de café oriundas da embriogénese somatica direta. Scientia Agraria, v.9,
n.1, p.21-26, 2008.

RODRIGUEZ, A. P. M.; WETZSTEIN, H. Y. A morphological and histological
comparison of the initiation and development of pecan (Carya illionensis) somatic
embryogenesis culture induced with naphtaleneacetic acid or 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid, Protoplasma, v.204, p.71-83, 1998.

SANCHEZ-ROMERO, C.; PERAN-QUESADA, R.; BARCELO-MUNOZ, A
PLIEGO-ALFARO, F. Variations in storage protein and carbohydrate levels during
development of avocado zygotic embryos. Plant Physiology and Biochemestry, v.40,
p.1043-1049, 2002.

SANTOS, C. G.; PAIVA, R.; PAIVA, P. D. O.; PAIVA, E. Inducdo e analise
bioquimica de calos obtidos de segmentos foliares Coffea arabica L., cultivar rubi.
Ciéncia Agrotecnica, v.27, n.3, p.571-577, 2003.

SATYA-NARAYAN, V; NAIR, P. M. Metabolism, enzyaology and possible roles of
4-aminobutyrate in higher plants. Phytochemistry, v.29, p.367-375, 1990.

SAUTER, J. J.; VAN CLEEVE, B. Biochemical and ultrastructural results during
starch-sugar conversion in ray parenchyma cells of Populus during cold adaptation. J.
Plant Physiology, v.139, p.19-26, 1991.

SEN, J.; KALIA, S.; GUHA-MUKHERJEE, S. Level of endogenous free amino acids
during various stages of culture of Vigna mungo (L.) Hepper-somatics embryogenesis,
organogenesis and plant regeneration. Current Science, v.82, p.429-433, 2002.

SERRA, A. G. P.; PAIVA, R.; PAIVA, P. D. O. Anélises bioquimicas de calos
formados de explantes foliares de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.).
Ciéncia e Agrotecnologia, v.24, n.40, p.833-840, 2000.

SGHAIER-HAMMAMI, B.; VALLEDOR, L.; DRIRA, N.; JORRIN-NOVO, J. V.
Proteomic analysis of the development and germination of date palm (Phoenix
dactylifera L.) zygotic embryos. Proteomics, v.9, p.2543-2554, 2009.

SHAN, A. Y. K. V.; OLIVEIRA, L. E. M.; BONOME, L. T. S.; MESQUITA, A. C.
Assimilacdo metabolica de nitrogénio em plantulas de seringueira cultivadas com
nitrato ou aménio. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.47, n.6, p.754-762, 2012.

SILVEIRA, V.; SANTA-CATARINA, C.; TUN, N. N.; SCHERER, G. F. E;
HANDRO, W.; GUERRA, M. P.; FLOH, E. I. S. Polyamine effects on the endogenous
polyamine contents, nitric oxide release, growth and differentiation of embryogenic
suspension cultures of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. Plant Science, v.171,
p.91-98, 2006.

STEINMACHER, D. A.; CANGAHUALA-INOCENTE, G. C.; CLEMENT, C. R;
GUERRA, M. P. Somatic embryogenesis from peach palm zygotic embryos. In Vitro
Cellular & Developmental Biology - Plant, v.43, p.124-132, 2007.

150


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DSanta-Catarina,%2520Claudete%26authorID%3D6506114543%26md5%3D10ab6d85e603589fb7491410e608d4c5&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=fc2f1257097bed1b95b35534c575599c
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DTun,%2520Ni%2520Ni%26authorID%3D6506405203%26md5%3Da13783a3a7837820bd7d7a83c0a482e2&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=2ebf827e5806e2b514be8b25a89047c4
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DScherer,%2520G%25C3%25BCnther%2520F.E.%26authorID%3D14822474900%26md5%3D7baad2c24330f12a9e78776202407a98&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=adf04b06e7f3306483485a195c347508
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DHandro,%2520Walter%26authorID%3D6602109114%26md5%3Dd8e3d2c3e93cf8ebd3612ceebb06fc4d&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=c93cd804b621e3e8b362b7fee7dac74f
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DGuerra,%2520Miguel%2520P.%26authorID%3D7102970652%26md5%3Dbf08a9dbb8a0154adef27f049f894677&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=18cb6023e85450c9298402953340a020
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DFloh,%2520Eny%2520I.S.%26authorID%3D6602695321%26md5%3D92da3be3369d53a1ca93fc17db607b09&_acct=C000037918&_version=1&_userid=687355&md5=d8636896bf9dc1311aea6b84c2d3bb9c
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01689452

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Phant Physiology. 3rd ed. Sinauer associates, Inc., Publishers.
Sunderland, Massachusetts. 2007.

THOMAS, T. L. Gene expression during plant embriogenesis and germination: an
overview. The Plant Cell, v.5, p.1401-1410, 1993.

TREMBLAY, F. M.; LALONDE, M. Requeriments for in vitro propagation of seven
nitrogenfixing Alnus species. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.3 p.189-199,
1984.

TREMBLAY, F. M.; NESME, X.; LALONDE, M. Selection and micropropagation of
nodlating and non-nodulating clones of Alnus crispa (Ait.)Pursh. Plant & Soil, v.78,
p.171-179, 1984.

VERMA, D. C.; DOUGALL, D. K, Influence of carbohydrates on quantitative aspects
of growth and embryo formation in wild carrot suspension cultures. Plant Physiology,
v.59, p.81-85, 1977.

WEBER, H.; BORISJUK, L.; WOBUS, U. Sugar import and metabolism during seed
development. Trends in Plant Science, v.2, p.169-174, 1997.

WISE, J. M.; TUNNACLIFFE, A. POPP the quest: what do LEA proteins do ? Trends
in Plant Science, v.9, p.13-17, 2004.

YEMM, E. W.; COOCKING, E. C.; RICKETTS, R. E. The determination of amino-
acids with ninhydrin. Analyst, v.80, p.209-214, 1955.

151



