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RESUMO GERAL

LACERDA, Guilherme Aratjo. Obtencdo e caracterizagdo de calos e
plantulas a partir de embrifes zigoticos imaturos de Coffea arabica L. e
analise in silico do gene SERK. 2008. 150p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Pretendeu-se, com a realizagdo deste trabalho, obterem-se alternativas,
além do explante foliar e nodal, visando a micropropagacdo de cultivares de
cafeeiros, relacionadas a qualidade da bebida, como o “Bourbon Amarelo’ e a
produtividade, como o ‘Rubi’ para a regido sul de Minas Gerais. Uma planta
matriz de ‘Bourbon Amarelo’ foi utilizada para a obtencdo dos frutos em estadio
verde-cana de onde extrairam-se os embrides zigoticos imaturos. Observou-se
que o maior percentual de crescimento pode ser identificado aos 15 dias de
cultivo dos embrides zigdticos imaturos em meio contendo 0 99,91 uM de TDZ.
O numero médio de brotos na regido da incisdo no hipocétilo do embrido foi
maior para o BAP (97,69 uM). Com o aumento da concentragdo de BAP, o
numero de folhas dos brotos aumenta proporcionalmente. Para a variavel
numero de folhas isoladamente sob o efeito do BAP, em comparagdo a CIN e
TDZ, observou-se efeito benéfico em decorréncia do aumento de sua
concentragdo. O efeito oxidativo do 2,4-D, causado pelas altas concentragdes,
chegou a 90% de probabilidade de oxidagdo e, possivelmente, estaria
relacionado ao carater herbicida do composto. O comportamento do TDZ e
BAP, apesar de ambos apresentarem uma probabilidade menor para o
crescimento do calo, revelou sua atuagdo no desenvolvimento do mesmo. Para o
calo da cultivar Rubi, foi observado, ao MEV, que as células acumulam grande
quantidade de grios de amido, sugerindo que eles possam ser utilizados como
marcadores iniciais do potencial embriogénico. A microscopia fotdnica revelou
que os calos provindos de embrides zigdticos apresentam-se como uma fonte de
explante responsiva a embriogénese, mostrando indicios de formacdo de
embrides somaticos em ‘Rubi’. Em relacdo a capacidade propagativa, ndo houve
diferenca significativa para a variavel nimero de brotos entre o 6° € 0 7° més de
cultivo, porém, houve um decréscimo no niimero de folhas e na matéria fresca e
seca. Para os didmetros polares e equatoriais, ndo houve diferencas significativas
entre os cultivos in vitro e in vivo (de campo). Péde ser observada diferenga
significativa (p<0,01) entre a relagdo didmetro equatorial/polar, indicando maior
simetria dos estdmatos (células-guarda + ostiolo) na condigdo de cultivo in vitro.
O nimero médio de estomatos por mm? foi diferente, significativamente
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(p<0,01), entre os cultivos, sendo maior no material in vivo. O caule in vitro
mostrou grande quantidade de tricomas, os quais, in vivo (de campo), ndo foram
encontrados. O sistema radicular obtido in vitro apresenta estrutura pelifera.
Devido a natureza juvenil e ao alto potencial regenerativo, verificado por meio
das caracteristicas da morfoanatomia foliar, embrides zigdticos de C. arabica L.
cv. Rubi se apresentam como excelentes explantes para a propagacdo in vitro de
cafeeiro. Na busca por provaveis genes dentro do banco de dados CAFEST em
C. arébica, com base na similaridade com a seqiiéncia de Coffea canephora para
SERK, apo6s o processo de busca e selegdo de reads relacionados as seqiiéncias,
realizaram-se a montagem dos EST-contigs, o alinhamento entre seqiiéncias e a
analise filogenética. A analise de motifs de agrupamento pelo MEME/MAST
revelou seqiiéncias contendo dominios de aminoacidos relacionados a SERK. O
perfil de expressdo obtido pelo Northern Eletrénico revelou uma maior
expressao das seqiiéncias nas bibliotecas de calos e células em suspensdo como
se esperava, devido a competéncia celular esperada desses materiais. Tecidos
que apresentam totipoténcia como fontes de explantes, como, por exemplo,
hipocotilo, sementes, gemas florais, frutos e folhas, também foram visualizados
contendo expressdes desses genes candidatos. Dessa forma, foi possivel
identificar 12 seqiiéncias provaveis (07 contigs e 05 singlets) relacionadas a
SERK no banco de dados do CAFEST para Coffea arabica L., dos quais pelo
menos C9 apresenta fortes indicios de similaridade com a proteina SERK de C.
canephora.



ABSTRACT

LACERDA, Guilherme Aragjo. Obtaining and characterization of calluses
and plantules starting from immature zygotic embryos of Coffea arabica L.
and gene SERK in silico analysis. 2008. 150p. Thesis (Doctor’s degree in Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

It was intended in this work be obtained alternatives to the explant to
foliate and nodal seeking the micropropagation of you cultivate of coffee plants
related to the quality of the drink, like ‘Bourbon Amarelo’ and to the
productivity as the ‘Rubi’ for the south area of Minas Gerais. A main plant of
Bourbon Amarelo was used for obtaining of the fruits in stage verde-cana from
where was extracted the immature zygotics embryos. We observed that the
percentile largest of growth could be identified to the 15 days of cultivation of
the immature zygotics embryos in medium containing 99,91 uM of TDZ. The
medium number of sprouts in the area of the incision in the hypocotyls of the
embryo went larger for BAP (97,69 uM). With the increase of the concentration
of BAP the number of leaves of the sprouts increases proportionally. When
observing the variable number of leaves separately under the effect of BAP in
comparison with CIN and TDZ observed his beneficial effect due to the increase
of his concentration. The oxidant effect of the 2,4-D caused by the high
concentrations arrived to 90% of oxidation probability, it would be related
possibly to the character herbicide of the composition. The behavior of TDZ and
BAP, in spite of they present a smaller probability than for the growth of the
callus, they reveal his performance in the development of the same. For the
callus of cultivating Rubi it was observed SEM that the cells accumulate great
amount of grains of starch, suggesting that the grains of starch can be used as
initial markers of the embryogenic potential. The optical microscopy revealed
that the calluses of the immature zygotics embryos come as a source of
responsive explante to the embryogenesis, showing indications of formation of
somatic embryos. In relation to propagates capacity there was not significant
difference for the variable number of sprouts between the 6™ and 7™ month of
cultivation, however there was a decrease in the number of leaves and in the
fresh and dry matter. To the polar and equatorial diameters, there were not
significant differences between the cultivations in vitro and in vivo (of field). As
it can be observed there was significant difference (p <0,01) among the
relationship diameter equatorial/polar, indicating larger symmetry of the
estomates (cell-guard + hostile) in the condition of cultivation in vitro. The
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medium number of estomates for mm? was different significantly (p <0,01)
among the cultivations, being larger in the material in vivo. The stem in vitro
showed a great amount of tricomas, the ones which, in vivo (of field), they were
not found. The root system was obtained in vitro presents structure rich in
tricomas. Due to the juvenile nature and the high regenerative potential, verified
through the characteristics of the morphoanatomy to foliate, immature zygotics
embryos of C. arabica L. cv. Rubi comes as excellent explantes for propagation
in coffee plant in vitro. In the search for probable genes inside of the database
CAFEST in C. arabica based on the similarity with the sequence of Coffea
canephora for SERK. After the search process and reads selection related to the
sequences, the assembly of EST-contigs, alignment between sequences and
phylogenetic analysis was accomplished. The analysis of grouping motifs for
MEME/MAST revealed sequences containing domains of related amino acids
SERK. The expression profile obtained by Electronic Northern revealed a larger
expression of the sequences in the libraries of calluses and cells in suspension as
if he waited, due to expected cellular competence of those materials. Woven that
present totipotence as explantes sources as hypocotyls, seeds, floral buds, fruits
and leaves were also visualized containing expressions of those genes
candidates. This way, it was possible to identify 12 probable sequences (07
contigs and 05 singlets) related to SERK in the database of CAFEST for Coffea
arabica L. Of the which at least C9 presents strong similarity indications with
the protein SERK of C. canephora.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

O café € uma das culturas de maior expressao, tanto no mercado interno
quando no externo, contribuindo substancialmente para a pauta de exportacdes
brasileiras. Tradicionalmente, o Brasil tem produzido café¢ com qualidade um
pouco abaixo de concorrentes, como a Colombia. Entretanto, nos ultimos anos, o
Brasil mostrou sua capacidade de produ¢ao de cafés para bebidas finas como os
obtidos principalmente nas regides montanhosas de Minas e nos cerrados
mineiro e goiano (Teixeira et al., 2004).

A melhora da qualidade do café¢ deveu-se a uma série de procedimentos,
tanto na condugdo da cultura quanto no processamento do grao, principalmente
durante as fases de colheita, seca e armazenamento. Atualmente, em varias
regides do pais, cafés com qualidade igual a dos melhores cafés colombianos
vém sendo produzidos e exportados.

Com a globalizagdo da economia, dois fatores sdo essenciais para que o
Brasil continue competitivo em relagdo aos concorrentes produtores de café. O
primeiro deles refere-se a qualidade da bebida e o segundo, ao custo de
producdo. Quanto a primeira condi¢do, a tecnologia disponivel, associada a
condigdes edafoclimaticas, permite produzir cafés de altissima qualidade.
Entretanto, no que se refere ao custo de producdo, varios fatores devem ser
trabalhados, com o objetivo de tornar a cultura menos vulneravel a variagdo
sazonal de pregos, o que € tipico para esta cultura (Teixeira et al., 2004).

A possibilidade de diferenciag@o e segmentagdo de produtos é um dentre
os fatores mais relevantes que, nos ultimos anos, estdo influenciando a
competitividade dos produtos agroindustriais. Em conseqiiéncia disso, alguns
atributos de qualidade, passiveis de certificacdo, estdo sendo incorporados como
instrumento de concorréncia do produto final. Além disso, a crescente demanda,

particularmente em paises desenvolvidos, por produtos saudaveis e socialmente



corretos, possibilita o surgimento de produtos diferenciados, com novos
atributos (Souza et al., 2002).

A morfogénese nas plantas € conseqiiéncia da integra¢ao dos processos
de divisdo e diferenciacdo celular, os quais conduzem a uma estrutura
organizada e caracteristica (Handro & Floh, 1990). Tais processos sdo
controlados por uma variedade de sinais internos ou do ambiente, tais como os
fitormodnios e a luz, capazes de modificar o crescimento e o desenvolvimento. Os
padrdes mais comuns que ocorrem em tecidos cultivados in vitro sdo: a) a
neoformacao de raizes e gemas caulinares, vegetativas ou florais, por meio da
organogénese, que pode ser, ainda, direta ou indireta, a partir de um calo e b) a
formacdo de embrides somaticos por meio da embriogénese somatica, que
também pode ser direta ou indireta (Floh et al., 2007).

Pretende-se, neste trabalho, obterem-se alternativas além do explante
foliar e nodal, visando & micropropagacdo de cultivares de cafeeiro relacionadas
a qualidade da bebida, como ‘Bourbon Amarelo’ ¢ a produtividade, como
‘Rubi’, para a regido sul de Minas Gerais.

No presente trabalho s3o discutidos alguns aspectos relacionados a
utilizagdo de marcadores fisiologicos, histo-anatdmicos e moleculares estadio-
especificos, como estratégia para o estudo dos processos da embriogénese
zigbtica e somadtica. Sua identificagdo e utilizagdo permitirdo uma melhor
compreensdo dos aspectos basicos destes processos de desenvolvimento, além
de propiciar a possibilidade de otimizacdo de sistemas e protocolos de

embriogénese somatica para fins especificos e biotecnologicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processos biotecnoldgicos que envolvem a cultura do cafeeiro

A Dbiotecnologia proporciona novas idéias e técnicas que podem ser
aplicadas na agricultura. Ela usa o quadro conceitual e as abordagens técnicas da
biologia molecular para o desenvolvimento comercial de processos e produtos.
O melhoramento de plantas tem sido beneficiado pela introdugdo de técnicas de
engenharia genética baseadas no conhecimento estrutural e fungdo dos genes. Os
avangos celulares, fisioldgicos e genético-moleculares, combinados com
métodos de reprodugdo, podem conseguir melhorias agrondmicas especificas e
caracteristicas de qualidade. O alto desempenho ja alcangado nos cafeeiros
propagados in Vvitro constitui um importante avango na manipulacdo de
processos de regeneragdo e obtencgdo de plantulas (Kumar et al., 2006).

O estabelecimento da era gendmica vem transformando os estudos de
expressdo génica em biotecnologia vegetal e promete revolucionar a forma como
sdo estudadas as células e seus processos. Essa transformagdo acontece em
funcao de biotecnologias de alto desempenho hoje existentes em transcriptomica
(chips de DNA) e proteoma (eletroforese bidimensional ¢ espectrometria de
massa). Estudos nesses niveis apresentam grande potencial e certamente
contribuirdo para o desenvolvimento da produgdo cafeeira em todo o mundo (De
Castro et al., 2001).

Estudos em biotecnologia cafeeira t€ém sido realizados, durante as trés
altimas décadas, em diversos laboratorios ao redor do mundo e concentram-se
na melhoria das qualidades agrondémicas e de transformacao genética desta

cultura (Alpizar et al., 2006).



2.2 Fisiologia e desenvolvimento do fruto e do embrido do cafeeiro

Apesar da importancia econdmica mundial do café, pouco se sabe sobre
os fatores que atuam durante a floragdo e a formagdo do fruto e da semente de
cafeeiros. Estas fases do desenvolvimento sdo essenciais no que se diz respeito
ao estabelecimento de todas as caracteristicas da semente madura e rendimento
final da lavoura. E fundamental um melhor entendimento dos mecanismos
moleculares e de programas regulatorios determinantes da qualidade da semente
como propagulo e como produto (commaodity) (De Castro et al., 2001).

Em espécies comerciais de cafeeiro (Coffea arabica e Coffea
canephora), o desenvolvimento do fruto é um processo longo, caracterizado por
mudangas e evolugdes nos tecidos. O tempo também ¢ variavel, pois, enquanto
C. arabica requer de 6 a 8 meses para maturagdo, C. canephora requer de 9 a 11
meses (Cannell, 1985).

Logo apos a fecundagdo e até a metade do desenvolvimento, o fruto ¢
principalmente constituido pelo pericarpo e perisperma. Em seguida, o
perisperma gradualmente desaparece e ¢ progressivamente substituido pelo
endosperma (semente). Inicialmente, o endosperma apresenta-se no estado mais
hialino, o endosperma endurece durante a fase de maturagdo, como resultado do
acumulo gradual de proteinas de reserva, sacarose e polissacarideos complexos
representando as principais reservas da semente. De acordo com De Castro et al.
(2005) existe uma tendéncia para sincronizagdo, que foi observada nos estadios
finais da maturacdo quando uma alta propor¢do de frutos se encontrava no
tamanho cereja.

O ultimo passo da maturagdo ¢é caracterizado pela desidratacdo do
endosperma ¢ pela mudanca de cor do pericarpo. Importantes alteragdes
quantitativas e qualitativas acompanham o crescimento do fruto (Figura 1.1),
ilustrando a importdncia do seu estudo para melhor compreender as

caracteristicas finais das sementes de café¢ (De Castro e Marraccini, 2006).



Na Figura 1.1, de acordo com Estanislau (2002), observam-se as
seguintes estruturas: A) ovario depois da antese (0-60 DAF) mostrando o
perisperma (pe), integumento (in) e o saco embriondrio jovem (se). Linhas
indicadas por setas representam os futuros tecidos do pericarpo (60X); B) sec¢do
transversal de fruto imaturo com 90 DAF mostrando o pericarpo (pe) e o tecido
liquido do endosperma (en) também referindo-se a “semente” (se) com o
crescimento (setas) os tecidos do perisperma interno (ipe) sdo absorvidos; C)
sec¢do transversal do fruto imaturo entre 120-150 DAF, mostrando a
remanescente dobradura externa da linha do tecido do perisperma (ope) e D)
seccdo longitudinal do fruto “cereja” com 230-240 DAF, mostrando o
desenvolvimento das duas sementes maduras e o cotilédone de um embrido
maduro (em) dentro do endosperma sélido ou isolado (canto direito). Partes
internas (in) e externas (ex) do mesocarpo sdo também indicadas.

O embrido € pequeno e se localiza na base do endosperma, possui duas
folhas cotiledonares cordiformes e justapostas (Figura 1.1D), com eixo

hipocotiledonar curto e plumula reduzida (Mendes, 1998).
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FIGURA 1.1 Estadios de matura¢do do fruto de cafeeiro C. arabica cv. Acaia
cerrado MG-1474 e suas diferengas histologicas em dias apds o
florescimento (DAF) (Estanislau, 2002). Barras = 2 mm
(adaptado de De Castro e Marracini, 2006). Perisperma (pe);
integumento (in); saco embrionario jovem (se); endosperma (en);
“semente verdadeira” (se); crescimento (setas); perisperma
interno (ipe); linha do tecido do perisperma (ope); embrido
maduro (em); partes internas (in) e externas (ex) do mesocarpo

sdo também indicadas.



2.3 Cultivares de cafeeiro para producao de cafés especiais

A busca por qualidade em produtos agroindustriais tem mostrado um
crescimento constante na ultima década, fruto de mudangas nas preferéncias dos
consumidores. H4 consumidores dispostos a pagar mais por produtos que
possuem alguns atributos desejados (Souza et al., 2002).

No que diz respeito ao café, as possibilidades de diferenciacdo e
segmentagdo do produto vao além da qualidade final da bebida. O segmento de
cafés especiais representa, atualmente, cerca de 12% do mercado internacional
(Pascoal, 1999). Os atributos de qualidade do café apresentam ampla gama de
conceitos que vao desde caracteristicas fisicas, como origens, variedades, cor e
tamanho do fruto, sensoriais, como corpo e aroma, até preocupagdes de ordem
ambiental e social, como os sistemas de producdo e as condigdes da mao-de-
obra sob os quais o café ¢ produzido. O segmento de cafés especiais também
esta crescendo no Brasil e pode requerer uma profunda reorganizacao do sistema
agroindustrial para alcangar os atributos de qualidade necessarios para atender a
padrdes de certificacdo (Souza et al., 2002).

Cafés especiais ndo sdo organicos, mas ha afinidades no manejo da
cultura, sobretudo na questao da sustentabilidade de seu cultivo e na preservagio
das florestas naturais. Adoglio (2008), da Ipanema Cafés Especiais, o define
como o "manejo da cultura de café de modo ecologicamente sustentavel, dentro
dos padrdes da BSCA (Brazil Specialty Coffee Association), érgdo internacional
certificador de cafés especiais."

O conceito de cafés especiais estd intimamente ligado ao prazer
proporcionado pela bebida. Esses cafés destacam-se por algum atributo
especifico associado ao produto, ao processo de producdo ou ao servigo a eles
associado. Diferenciam-se por caracteristicas como qualidade superior da
bebida, aspecto dos grios, forma de colheita, tipo de preparo, historia, origem

dos plantios, variedades raras e quantidades limitadas, entre outras. Podem



também incluir pardmetros de diferenciagdo que se relacionam a
sustentabilidade econdmica, ambiental e social da producdo, de modo a
promover maior eqiiidade entre os elos da cadeia produtiva. Mudangas no
processo industrial também levam a diferenciacdo, com adi¢do de substancias,
como os aromatizados, ou com sua subtragdo, como os descafeinados. A
rastreabilidade e a incorporagao de servigos também sdo fatores de diferenciagio
e, portanto, de agregagdo de valor (Zylbersztajn et al., 2001).

Sabe-se, ainda, que a qualidade depende da interagdo entre fatores nas
fases de pré-colheita e pos-colheita que garantam a expressdo final das
caracteristicas de sabor e aroma e que enquadrem os cafés produzidos nos
melhores padrdes de qualidade. Aos fatores pré-colheita somam-se os cuidados
exigidos nas fases de colheita e do preparo do café. Finalmente, a realizacdo
adequada dos processos de beneficio, armazenamento, moagem, torrefacido e
preparo da infusdo garante a expressao final da qualidade do produto (Carvalho
et al., 2007).

Com base nestas definigdes e no conhecimento de melhoristas de
cafeeiro da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) —
Centro Tecnolégico do Sul de Minas e da Universidade Federal de Lavras,
obtiveram-se quatro cultivares que se apresentam como gendétipos elite para a
producdo de cafés especiais. Sdo elas: ‘Bourbon Amarelo’, ‘Catigua MG2’,
‘Catucai Amarelo’ e ‘Catuai Amarelo’. Destas, a cultivar Bourbon Amarelo vem
apresentando, na regido Sul de Minas, resultados satisfatorios, relacionados tanto
com a qualidade da bebida quanto aos aspectos agrondémicos (Carvalho et al.,
2007; Lage et al., 2007; Ribeiro et al., 2007).

De acordo com Teixeira et al. (2004), ha elementos suficientes para
afirmar que a multiplicagcdo clonal via embriogénese somatica ndo acarreta
variagdes genéticas ou epigenéticas que comprometam a qualidade da muda

produzida. Com base nessa afirmagdo propde-se a micropropagacao de



cultivares selecionadas no sul de Minas Gerais, relacionadas a produgao de cafés

especiais.

2.4 Propagacdo vegetativa de cafeeiro

A propagagdo por meio de estacas caulinares € viavel comercialmente,
para varias espécies frutiferas, ornamentais e florestais, inclusive para o cafeeiro
da espécie Coffea canephora Pierre ex Froehn. Para Coffea arabica L., no
entanto, os estudos para a clonagem, por meio de estaquia, ainda sdo restritos a
fase de enraizamento, ndo sendo encontrada, na literatura, nenhuma informagao
sobre mudas aptas ao plantio no campo (Jesus et al., 2005).

Para a espécie C. canephora, ja se dispde de metodologia para a sua
multiplicagdo a partir de fragmentos de ramos, com “pegamento” de 95% a
100%. Essa metodologia foi descrita por Silveira & Fonseca (1995) como
alternativa aos pequenos e médios cafeicultores do Espirito Santo, para a
obtencdo de cultivares mais uniformes e produtivas.

Por se tratar de planta autégama, a propagacdo de C. arabica ¢
predominantemente por sementes, cujas progénies em geragdes avancadas
mantém a cultivar com um minimo de variabilidade, a exemplo do Catuai,
Mundo Novo e Rubi, dentre outras. Sua propagagdo por via assexuada ndo tem
sido praticada em grande escala (Bergo & Mendes, 2000).

Cafeeiros, Coffea arabica, com alta produtividade, resistentes a
enfermidades e pragas, obtidos nas primeiras selegdes, poderiam ser propagados
vegetativamente, pois hibridos F1 de um programa de melhoramento podem
representar uma diminui¢do significativa de tempo e de recursos despendidos

nesses programas, para o langamento de uma nova cultivar.
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2.5 Micropropagacéo de cafeeiro

Na cultura de tecidos vegetais utilizam-se técnicas por meio das quais
pequenos fragmentos de tecido vegetal vivo, denominados explantes, sdo
retirados de plantas de gendtipos desejaveis e cultivados em meio nutritivo sob
condicdes assépticas. Os fragmentos podem ser reduzidos ao tamanho de células
individuais, de onde se originam calos que, pelo uso de hormdnios vegetais
adicionados ao meio, podem se diferenciar em raizes, brotos e, enfim, produzir
uma planta inteira in vitro (Ribeiro, 1999). O principio basico da cultura de
tecidos ¢ a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no organismo
vegetal contém toda a informacdo genética necessaria a regeneragdo de uma
planta completa e com constitui¢do idéntica a da planta matriz.

Os meios de cultura, por consistirem uma parte essencial da cultura de
tecidos, tém evoluido juntamente com a propria ciéncia da biotecnologia. Os
meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos de plantas
fornecem as substincias essenciais para o crescimento e controlam, em grande
parte, o desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998). Eles devem suprir tecidos
e oOrglos cultivados in vitro com macro e micronutrientes, uma fonte de
carboidrato (normalmente a sacarose) e outras substancias, como vitaminas,
aminoacidos, agente geleificante e reguladores de crescimento.

Para Andrade (1998), a cultura de tecidos vegetais torna-se vantajosa
quando aplicada em variedades melhoradas que possuem pouco material e
necessitam ser propagadas em curto espago de tempo e em grande escala. Ela
vem sendo importante, principalmente para as culturas de ciclo longo, podendo
ser uma ferramenta complementar aos métodos convencionais de melhoramento
genético. Pereira (2005) relata que, por meio de técnicas como cultura de
embrides, de anteras, de células somaticas e de multiplicagdo genética in vitro,
obtém-se resultados promissores na obtengcdo mais rapida de genotipos

superiores.
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Neste aspecto, diversos trabalhos foram realizados utilizando-se cultura
de tecidos para a propagacdao de variedades comercias de café, regenerando
plantas por meio de neoformacdo de gemas, de entrends verdes, de ramos
ortotrépicos e por indugdo de embriogénese somdtica a partir de explantes
foliares (Dublin, 1980, 1981; Herman & Haas, 1975; Pierson et al., 1983;
Séndahl & Sharp, 1977).

Os primeiros trabalhos de micropropagagdo de café via embriogénese
somatica foram publicados por Staritsky (1970), para Coffea canephora e por
Herman & Haas (1975), para Coffea arabica. Posteriormente, S6ndahl & Sharp
(1977) ampliaram o trabalho de Herman & Haas (1975) e apresentaram em
definitivo os fundamentos basicos para a multiplicacdo clonal de plantas de
Coffea arabica via embriogénese somatica.

Embrides somaticos de café podem ser produzidos via direta ou indireta.
No primeiro caso, os embrides sdo produzidos diretamente do tecido foliar em
cultivo in vitro, enquanto que, no segundo, inicialmente, observa-se uma
proliferagdo de calos, nos quais ocorre a formagdo de um segundo tipo de calos
de caracteristicas embriogénicas (Teixeira et al., 2004).

Este tipo de calo pode ser subcultivado por um periodo de tempo
relativamente longo, durante o qual pode ser transferido para meios apropriados
a formagdo de grande numero de embrides somaticos (Sondahl & Sharp, 1977,
Sondahl et al., 1979; Boxtel & Berthouly, 1996).

Os calos embriogénicos podem ser cultivados em meio liquido em
frascos de Erlenmeyer (Boxtel & Berthouly, 1996), em biorreatores de imersao
continua (Noriega & Sondahl, 1993) e biorreatores de imersdo temporaria
(Teisson et al., 1995).

Os biorreatores permitem o cultivo tanto de gemas nodais como calos
embriogénicos de café, o que constitui um dos meios mais promissores no

sentido de aumentar a eficiéncia do processo. Em meio liquido, tanto a gema
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nodal quanto os calos embriogénicos podem ser cultivados em condigdes 6timas,
desde que alguns pardmetros sejam ajustados, como tipo de explante, meio de
cultivo, sobretudo quanto a qualidade e a quantidade de reguladores de
crescimento, ciclos de imersdao/emersdo, temperatura e luminosidade (Teixeira et
al., 2004). Esta alternativa de cultivo permite uma melhor uniformidade dos
embrides produzidos, uma vez que ¢ possivel induzir a sincronizagdo do
processo embriogénico (Noriega & Sondahl, 1993). Da mesma forma, a
diferencia¢do do embrido pode ser conduzida de forma mais adequada, além de
oferecer a oportunidade de encapsulamento do embrido diferenciado em larga
escala. Estas vantagens comparativas poderdo contribuir para uma substancial

reducdo de custo da muda final de café (Teixeira et al., 2004).

2.6 Recursos gendmicos baseados em ESTs

O seqiienciamento parcial de cDNAs produz pequenas seqiiéncias
representativas dos genes expressos no momento da extragdo do mRNA da
célula ou do tecido em questdo. Esses fragmentos seqilienciados funcionam como
etiquetas, identificando genes expressos e sendo, por isso, chamados de ESTs
(Expressed Sequence Tags).

O seqiienciamento de ESTs permite identificar diferentes transcritos, por
meio da comparagdo com outras seqiiéncias estudadas e armazenadas em bancos
de dados publicos, e também estudar o grau de expressdo na populagdo pelo
numero de vezes em que cada transcrito é seqiienciado. Além disso, a estratégia
de andlise do transcriptoma ¢ importante também para estudar o
desenvolvimento dos organismos, pois produz bibliotecas de diferentes fases de
desenvolvimento, possibilitando a identificacdo de quais genes estdo sendo
expressos em cada momento. Tal abordagem permite o estudo de como ocorre a
expressao diferencial de genes em diferentes 6rgdos de um mesmo organismo,

facilitando o entendimento de seu desenvolvimento ¢ func¢do. Assim, em uma
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unica analise, € possivel obter uma perspectiva da expressdo relativa de todos os
genes de um dado organismo sob determinada condi¢do ou em determinado
tecido.

Geralmente, a comparagdo entre seqiiéncias ¢ realizada por meio de um
alinhamento, utilizando-se o programa BLAST Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997). O algoritmo desse programa procura
alinhar apenas
as regides mais conservadas, independente da localizagao relativa de cada regiao
em sua seqiiéncia. Este método de comparagdo ¢ utilizado para determinar o
grau de similaridade entre duas ou mais seqiiéncias, ou a similaridade entre
fragmentos dessas seqii€ncias. No caso de mais de duas seqiiéncias, o processo ¢é
denominado alinhamento multiplo. Consiste em introduzir espagos (gaps) entre
os mondmeros de uma ou mais seqiiéncias, a fim de obter-se o melhor
alinhamento possivel, quando necessario. A qualidade de um alinhamento ¢
determinada pela soma dos pontos obtidos por unidade parecada (match) menos
as penalidades pela introducdo de gaps e posigdes ndo pareadas (mismatch). Sua
unidade de medida é o E-value, que representa a probabilidade de o alinhamento
ter ocorrido por acaso, ndo sendo as seqiiéncias similares. O alinhamento possui
uma diversidade de aplicagdes e ¢ considerado uma das operagdes mais
importantes desta area.

Como exemplo de abordagens transcriptomicas no Brasil, cita-se o
Projeto SUCEST da cana-de-agicar' e de organismos parasitas, como o
Schistosoma mansoni’® , além de outros. Em ambito internacional, um grande
numero de ESTs de diversos organismos importantes vem sendo registrado’.
Além da introducdo de cultivares mais eficientes e do cultivo menos agressivo

ao ambiente, ¢ importante lembrar que projetos como esses citados permitem a

! http://sucest.lad.ic.unicamp.br
? http://bioinfo.iq.usp.br/schisto/ e http://bioinfo.cpqrr.fiocruz.br/
? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.html
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descoberta de novas drogas e a reducdo de seu tempo de entrada no mercado,
por meio do estudo da expressdo de proteinas e a obtencdo de mapas de
interagdo proteina-proteina. Esses setores ocupam os estigios, dos quais se

espera 0 maior impacto econdomico nos proximos anos (Prosdocimi et al., 2003).

2.7 Projeto Genoma Café Brasileiro

O café é um dos principais produtos agricolas, sendo considerado o
segundo item em importincia do comércio internacional de “commodities”. O
género Coffea pertence a familia Rubiaceae que também inclui outras plantas
importantes. Este género contém, aproximadamente, 100 espécies, mas a
produgdo comercial é baseada somente em duas espécies, Coffea arabica e
Coffea canephora, que representam, aproximadamente, 70% e 30% do mercado
total de café, respectivamente. O Projeto Genoma Café¢ Brasileiro foi
desenvolvido com o objetivo de disponibilizar os modernos recursos da
gendomica a comunidade cientifica e aos diferentes segmentos da cadeia
produtiva do café. Para isso, foram seqiienciados 214.964 clones escolhidos
aleatoriamente de 37 bibliotecas de ¢cDNA de C. arabica, C. canephora e C.
racemosa, representando estadios especificos do desenvolvimento de células e
de tecidos do cafeeiro, resultando em 130.792, 12.381 e 10.566 seqii€ncias de
cada espécie, respectivamente, apos processo de triagem.

Os ESTs foram agrupados em 17.982 contigs e em 32.155 singlets. A
comparagdo entre estas seqiiéncias pelo programa BLAST revelou que 22%
delas ndo tiveram nenhuma similaridade significativa com as seqiiéncias no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (de fungdo
conhecida ou desconhecida). A base de dados de ESTs do cafeeiro resultou na
identificagdo de cerca de 33.000 unigenes diferentes. Os resultados de anotacéo

das seqiiéncias foram armazenados em base de dados online®. Os recursos

* http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe
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desenvolvidos por este projeto disponibilizam ferramentas genéticas e
genOmicas que podem ser decisivas para a sustentabilidade, a competitividade e
a futura viabilidade da agroindustria cafeeira nos mercados interno e externo

(Vieira et al., 2006).

2.8 Genes relacionados a embriogénese

Os processos moleculares que governam a competéncia e a indugdo para
a embriogénese em células vegetais ainda ndo estdo totalmente esclarecidos
(Mordhost et al., 1997; Ikeda et al., 2006). Sem duvida, esses processos
envolvem a reprogramacgdo da expressdao génica, que resultam em alteragdes
morfoldgicas, bioquimicas e metabdlicas nas células (Namasivayam, 2007).
Trabalhos recentes tém sido realizados com objetivo de obter marcadores
moleculares para a detec¢do e ou a promog¢do da competéncia embriogénica
(Ikeda et al., 2006; Floh et al., 2007). A identificacdo e a expressdo destes genes
marcadores sdo, na sua maioria, utilizadas para a identificacdo de populacdes
celulares competentes para a embriogénese.

Alguns genes que sdo expressos durante a embriogénese zigdtica e
somatica (Tabela 1.1) tém sido identificados utiliando diferentes técnicas.

Genes e proteinas envolvidos com embriogénese foram isolados, sendo
células embriogénicas extraidas de embrides somaticos e células do mesofilo
foliar (tecidos nao-embriondrios). Compararam-se, entdo, a partir desses
agrupamentos celulares, os padroes de expressdo desses genes e proteinas
relacionados a embriogénese. Em outras abordagens, foram identificados genes
envolvidos na embriogénese zigotica, utilizando mutantes embrides-defeituosos

(Ikeda et al., 2006).
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TABELA 1.1 Caracteristicas de genes relacionados a embriogénese somatica.
*Motif alvo é o cis-elemento no promotor que ¢ ligado ao
complexo protéico, incluindo a codificagdo do fator de
transcrigdo. °Expressio do gene nos tecidos EZ (embrido
zig6tico) e ES (embrido somatico); (-) o fator de transcri¢do nao
apresenta ligagdo no Cis-elemento do promotor; nd, ndo
determinado (Adaptado de Ikeda et al., 2006).

Nome do gene Proteina Motif alvo® Expressdo”
" EZ  EBS
ABI3 Fator de transcrigdo (dominios B2 e B3) G-box (ABRE), RY motif +
FUS3 Fator de transcrigdo (dominio B3) RY motif + +
LECI1 Fator de transcrigdo (HAP3) CCAAT box +
LEC2 Fator de transcrigdo (dominio B3) RY motif + nd
SERK Receptor Kinase (Leucine-rich repeat) _ + +
AGLI15 Fator de transcrigdo (MADS box) GC[A/T]sGG +
BBM Fator de transcrigdo (AP2/ERF) nd + +

A utilizagdo de marcadores bioquimicos, como poliaminas (substancias
liberadas em estresses), hormdnios vegetais, proteinas e 6xido nitrico (radical
livre), em conjunto na expressdo de genes marcadores, pode representar uma
importante estratégia para a otimizagdo e o controle dos processos
morfogenéticos in vitro (Floh et al., 2007). Adicionalmente, o uso desses
marcadores pode ser crucial para estudos basicos em biologia celular,
bioquimica e fisiologia vegetal, utilizando sistemas de cultura de tecidos de
plantas. Esta estratégia pode ser importante para a viabilizacdo da cultura de
tecidos na propagacdo de genétipos superiores e na conservagido de
germoplasma, assim como sua utilizagdo como ferramenta complementar em
programas de melhoramento genético, que utilizam técnicas biotecnologicas,
como a transformacgao genética, para aumentar o ganho genético.

Agregados celulares de O. catharinensis cultivados, com competéncia a

embriogénese, foram associados a expressdo do gene SERK e com perfis
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especificos de poliaminas (PAs) e aminoacidos associados a sintese de PAs
(Santa-Catarina et al., 2004). Ficou evidenciado que, para este sistema, ¢
possivel utilizar a expressdo do gene SERK como um marcador para o

reconhecimento das células competentes.
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CAPITULO 2 Obtenc&o de calos e plantulas a partir de embrides zigoticos
imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo
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1 RESUMO

LACERDA, Guilherme Aratjo. Obtencdo de calos e plantulas a partir de
embrides zigéticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo. In:

. Obtencao e caracterizacao de calos e plantulas a partir de embrides
zig6ticos imaturos de Coffea arabica L. e andlise in silico do gene SERK.
2008. Cap.2, p.24-80. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

O café é um dos principais produtos agricolas, sendo considerado o
segundo item, em importincia, do comércio internacional de “commodities”. O
género Coffea pertence a familia Rubiaceae, que também inclui outras plantas
importantes. Este género contém, aproximadamente, 100 espécies, mas a
produgdo comercial ¢ baseada somente em duas espécies, Coffea arabica e
Coffea canephora, que representam cerca de 70% e 30% do mercado total de
café, respectivamente. Aos 15 dias do estabelecimento do experimento com as
concentragdes de BAP (0-97,69 uM), observou-se o intumescimento dos
explantes. Apds 60 dias de cultivo, ja foi possivel observar o crescimento de
brotos oriundos do calo. Nao foram observados efeitos da CIN na calogénese ou
na obtencdo de plantulas na regido da injuria fisica no hipocotilo. Os resultados
obtidos com TDZ demonstram que, a partir dos 30 dias na concentragdo inicial
de 18,17 uM, obtém-se calos de coloragdo e aspecto variados. O mesmo pode
ser observado na concentragdo de 36,33 uM. Ja na concentracdo de 54,5 uM,
observou-se um processo organogénico direto, com a formagdo de brotos na
regido da incisdo. Numa concentracdo mais alta, 81,74 pM, observou-se o
crescimento de um calo mais uniforme e diferente naqueles das concentracdes
menores 18,17 e 36,33 uM. Na maior concentracao testada, de TDZ 99,91 uM,
observou-se um processo muito semelhante a concentragdo de 72,66 uM, porém,
foram visualizadas gemas e brotos em diferentes estddios ¢ numa mesma data,
demonstrando uma assincronia do processo morfogenético. Aos 15 dias de
desenvolvimento, nas concentragdes de 18,1, 36,2 e 54,3 uM de 2,4-D,
observou-se a ocorréncia de calos do tipo fridvel. Ja os calos observados nas
concentragoes de 72,4, 81,45 e 99,55 uM apresentaram, aos 15 dias, calos do
tipo compacto. Formacdo de estruturas foliares ou gemas demonstrou a
determinagdo do explante para a formacdo de primordios foliares. Observou-se
que o maior percentual de crescimento pdode ser identificado aos 15 dias de
cultivo dos embrides zigdticos imaturos em meio contendo 0 99,91 uM de TDZ.
O nimero médio de brotos na regido da incisdo no hipocotilo do embrido foi

“Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun Junior
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maior para o BAP (97,69 uM). Com o aumento da concentragdo de BAP, o
numero de folhas dos brotos aumenta proporcionalmente. Observando-se a
variavel niumero de folhas isoladamente, sob o efeito do BAP em comparagao a
CIN e TDZ, constatou-se seu efeito benéfico em decorréncia do aumento de sua
concentragdo. O efeito oxidativo do 2,4-D, causado pelas altas concentragdes,
chegou a 90% de probabilidade de oxidagao, esta relacionado, possivelmente, ao
carater herbicida do composto. O comportamento do TDZ e do BAP, apesar de
apresentarem probabilidade menor que para o crescimento do calo, revela sua
atuacdo no desenvolvimento do mesmo.
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2 ABSTRACT

LACERDA, Guilherme Aragjo. Obtaining of calluses and plantules starting
from immature zygotic embryos of Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo. In:

. Obtaining and characterization of calluses and plantules starting
from immature zygotic embryos of Coffea arabica L. and gene SERK in
silico analysis. 2008. Cap.2, p.24-80. Thesis (Doctor’s degree in Plant
Physiology)-Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The coffee is one of the main agricultural products, being considered the
second item in importance of the international trade of commodities. The genus
Coffea belongs to the family Rubiaceae that also includes other important plants.
This gender contains 100 species approximately, but the commercial production
is only based on two species, Coffea arabica and Coffea canephora, that
represent 70% and 30% of the total market of coffee approximately,
respectively. To the 15 days of the establishment of the experiment with the
concentrations of BAP (0-97,69 uM) the intumesciment of the explantes was
observed, in the case the immature zygotics embryos. After 60 days of
cultivation, it is already possible to observe with the naked eye the growth of
sprouts originating from of the area of the callus. Effects of CIN were not
observed in the callogenesis or in the obtaining of seedling in the area of the
physical offense in the hypocotyls. The results obtained with TDZ demonstrate
that starting from the 30 days in the initial concentration of 18,17 uM are
obtained coloration calluses and aspect varied, the same can be observed in the
concentration of 36,33 uM. Already in the concentration of 54,5 uM we
observed a process direct organogenic, with the formation of sprouts in the area
of the incision. In a higher concentration 81,74 uM observed the growth of a
more uniform and different callus in those of the smaller concentrations 18,17
and 36,33 uM. In the largest tested concentration of TDZ 99,91 pM observed a
very similar process the concentration of 72,66 uM however it forms visualized
buds and sprouts in different stadiums and in a same date, demonstrating an
asynchrony of the process morphogenetic. To the 15 days of treatment in the
concentrations of 18,1, 36,2 and 54,3 uM 2,4-D observed the occurrence of
calluses of the crumbly type. Already the calluses observed in the concentrations
of 72,4, 81,45 and 99,55 uM presented to the 15 days calluses of the compact
type. Formation of leaves or buds structures demonstrated the determination of
the explante for the formation of origins foliate. We observed that the percentile
largest of growth could be identified to the 15 days of cultivation of the

"Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Advisor), Antonio Chalfun Junior
(Co-advisor) — UFLA.
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immature zygotics embryos in medium containing 99,91 puM of TDZ. The
medium number of sprouts in the area of the incision in the hypocotyls of the
embryo went larger for BAP (97,69 uM). With the increase of the concentration
of BAP the number of leaves of the sprouts increases proportionally. When
observing the variable number of leaves separately under the effect of BAP in
comparison with CIN and TDZ observed his beneficial effect due to the increase
of his concentration. The oxidant effect of the 2,4-D caused by the high
concentrations arrived to 90% of oxidation probability, it would be related
possibly to the character herbicide of the composition. The behavior of TDZ and
BAP, in spite of they present a smaller probability than for the growth of the
callus, they reveal his performance in the development of the same.
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3 INTRODUCAO

O embrido originado de um processo normal de fecundacdo pode ser
facilmente separado e cultivado sob condigdes assépticas em meio de cultura
adequado, mantendo-se geneticamente estavel e produzindo descendentes
idénticos a ele. Para a remocdo do embrido, basta desinfestar apenas a superficie
externa da semente, uma vez que ele esta alojado em regido estéril da semente.
Assim, o indice de contaminagdo in vitro é muito baixo em rela¢do aos demais
tecidos (Illg, 1986).

O meio de cultura adequado, tanto para a propagac¢do quanto para a
cultura de embrides, deve ser adaptado para cada espécie. Embora diferentes
meios sejam capazes de manter os microcultivos de embrides, o mais
freqiientemente utilizado ¢ o MS (Murashige & Skoog, 1962), com diferentes
suplementos (Carvalho et al., 1998; Santos, 2001; Andrade et al., 2001).

No caso do cafeeiro, o endocarpo libera substincias fenodlicas que
influenciam na germinagdo e no desenvolvimento do embrido, por impedir a
absor¢do de agua e de O, (Freitas et al., 2006). Entdo, a excisdo do embrido
eliminaria o problema da oxidagdo por este tipo de composto. Os reguladores de
crescimento sdo amplamente utilizados na cultura de embrides, quando estes sdo
muito jovens (imaturos). Tais substincias possuem a capacidade de suprir as
necessidades para germinacdo, desenvolvimento e crescimento do embrido
(Santos, 2001).

De modo geral, baixas concentracdes de auxinas tém favorecido o
crescimento normal de embrides, enquanto altas concentragdes tanto
apresentaram efeito inibitério quanto favoreceram a formag¢do de calos
(Raghavan & Srivastava, 1982). Citocininas tém, usualmente, inibido o
crescimento (Raghavan & Torrey, 1964), apesar de Pinfield & Stobar (1972)

terem registrado estimulo ao crescimento de embrides de Acer pseudoplatanus
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L. pelo uso de cinetina (CIN). De acordo com Andrade et al. (2001), a auxina
sintética ANA proporciona os melhores resultados na concentragio de 1 mg L™
para as variaveis nimero total de brotos, de folhas e de brotos maiores que 1 cm
e na concentragio de 0,53 mg L', para a variavel massa da matéria fresca da
parte aérea de embrides zigdticos de cafeeiro.

Na cultura do cafeeiro, baixas concentragdes de acido giberélico e altas
de citocininas promovem a germinacdo de embrides, enquanto altas
concentragdes de acido giberélico podem causar a morte do embrido (Valio,
1957).

A cultura de embrides possibilita a recuperagdo de hibridos de
cruzamentos incompativeis, micropropagagdo, superacdo de dorméncia e
esterilidade de sementes (Hu & Ferreira, 1988), além do estudo detalhado dos
problemas nutricionais e fisiologicos do embrido, permitindo a clonagem de
plantas selecionadas com o objetivo de antecipar a época de plantio em culturas
como o café.

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de obter um sistema
eficiente para a propagacdo de plantulas a partir de embrides zigéticos imaturos
de cafeeiro C. arabica L. cv. Bourbon Amarelo, visando uma otimizagido de sua

multiplicagdo clonal como alternativa ao explante foliar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Uma planta de cafeeiro cv. Bourbon Amarelo (Figura 2.1.A) foi
utilizada para a obteng@o dos frutos em estadio verde-cana (Figura 2.1.B) que,
de acordo com Pezzopane et al. (2003), caracteriza o inicio da maturagdo, pois

os frutos comegam a mudar de cor (de verde para amarelo).

FIGURA 2.1 A) Aspecto da planta de cafeeiro (Coffea arabica L. cv. Bourbon
Amarelo) no campo experimental da UFLA. B) Detalhes dos
frutos em estadio verde-cana. UFLA, Lavras, MG, 2008.

De acordo De Castro et al. (2001), o estadio verde-cana estaria em,
aproximadamente, 210 dias apds o florescimento (DAF) e os frutos apresentam
diametro de 12-13 mm. As plantas de cafeeiro se localizam em area
experimental do Setor de Cafeicultura do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Minas Gerais. Os frutos foram
coletados entre os meses de marco e abril do ano de 2008, correspondendo as
fases de granagdo e maturagdo dos frutos, de acordo com Camargo & Camargo

(2001).
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4.2 Desinfestacdo dos frutos, retirada e incisdo dos embrides

Os experimentos foram realizados no Laboratério Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Minas Gerais.

Foram coletados frutos de cafeeiro C. arabica L. cv. Bourbon Amarelo
em estadio verde-cana e mantidos em sacos de papel, por 24 horas, sob
refrigeracdo (4°C). Os frutos foram desinfestados em hipoclorito de sodio
comercial 70% (v/v), durante 30 minutos, em cdmara de fluxo laminar e lavados
3 vezes em agua destilada e autoclavada. Em seguida, os embrides foram
isolados utilizando-se placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro e 4gua
destilada e autoclavada (adaptado de Santos, 2001).

Com o objetivo de se induzir a calogénese, foi realizada uma incisdo ou
injuria fisica (Torres et al., 2000) no eixo embrionario radicular (hipocétilo) do

embrido zigdtico imaturo, no momento da excisdo do fruto (Figura 2.2).

FIGURA 2.2 Embrido zigdtico imaturo extraido de frutos de Coffea arabica L.
cv. Bourbon Amarelo em estddio verde-cana. A) Incisado na
regido do hipocoétilo; B) disposi¢do no meio de cultura. Barra = 1
mm. UFLA, Lavras, MG, 2008.
Os embrides incisados foram, entdo, transferidos para tubos de ensaio de

2,5 x 15 cm contendo, aproximadamente, 20 mL do meio MS (Murashige &
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Skoog, 1962), acrescido dos suplementos agar (6 g L) e sacarose (20 g L") e

dos reguladores de crescimento testados.

4.3 Efeito do BAP, CIN e TDZ sobre a calogénese de embrides zigéticos
imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

O meio utilizado como base para a avaliagdo ¢ o delineamento dos
tratamentos para cultivo de embrides zigéticos de cafeeiro C. arabica L.
descritos por Santos (2001). Como os experimentos se estenderiam até¢ o 120°
dia, diminuiu-se intencionalmente a concentragdo do agar e da sacarose, a fim de
diminuir o potencial osmoético do meio.

A partir desses experimentos, foram avaliadas diferentes concentragdes
de citocininas sintéticas como suplemento, sendo elas: BAP (6-
Benzilaminopurina), CIN (6-Furfurilaminopurina) ¢ TDZ (1-fenil-3(1,2,3-
tiadizol-5-il) uréia), visando a indugdo de calogénese em embrides zigoticos
imaturos de C. arabica L. Bourbon Amarelo (Tabela 2.1).

O pH dos meios, autoclavados a 121°C por 20 minutos, foi ajustado em
5,8.

Depois de inoculados, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento, a 26+2°C e intensidade luminosa de 80 pmol.s’l.m'z, em

fotoperiodo de 16 horas.
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TABELA 2.1 Concentragdes de BAP (6-Benzilaminopurina),

CIN (6-

Furfurilaminopurina) e TDZ (1-fenil-3(1,2,3-tiadizol-5-i1) uréia)
utilizadas nos diferentes tratamentos visando a obtencdo de

calogénese em embrides zigoéticos imaturos de C. arabica L. cv.
Bourbon Amarelo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Regulador PM mg L' uM
BAP 2252 0 0
4 17,76
8 35,52
12 53,29
16 71,05
18 79,93
22 97,69
CIN 2152 0 0
4 18,59
8 37,17
12 55,76
16 74,35
18 83,64
22 102,2
TDZ 220,2 0 0
4 18,17
8 36,33
12 54,5
16 72,66
18 81,74
22 99,91

4.4 Efeito do 2,4-D sobre a calogénese de embriGes zigéticos imaturos de

Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Foram avaliadas diferentes concentragdes (Tabela 2.2.) da auxina

sintética, 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) como suplemento, visando a

inducdo da calogénese em embrides zigdticos imaturos de C. arabica L.

‘Bourbon Amarelo’ e a comparagdo com os resultados obtidos com as diferentes

citocininas sintéticas (BAP, CIN e TDZ) avaliadas.
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TABELA 2.2 Concentragdes de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético)
utilizadas nos diferentes tratamentos visando a obtencdo de
calogénese em embrides zigdticos imaturos de C. arabica L.
Bourbon Amarelo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Regulador PM mg L' uM

2,4-D 221 0 0
4 18,1
8 36,2
12 54,3
16 72,4
18 81,45
22 99,55

O pH dos meios, autoclavados a 121°C por 20 minutos, foi ajustado em
5.8.

Depois de inoculados, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento, a 26+2°C e intensidade luminosa de 80 pmol.s'l.m'z, em

fotoperiodo de 16 horas.

4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Calos e gemas obtidos de tratamentos com 2,4-D e TDZ foram fixados
em Karnovsky modificado [glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%)] em
tampao cacodilato 0,05 M, pH 7,0, por 24 horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram colocados em glicerol 30% por 30
minutos e cortados em nitrogénio liquido com bisturi. Os fragmentos foram
lavados por trés vezes (10 minutos) em tampao cacodilato 0,05 M e pds-fixados
em solucdo de tetroxido de 6smio 1% por 1-2 horas. Em seguida, foi realizada a
desidratagdo em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%) por 10 minutos e

em 100%, por 2 vezes de 10 minutos.
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Posteriormente, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto
critico, por meio de CO, liquido, para completar a secagem. Os espécimes
obtidos foram montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono
dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e
observados em microscépio eletronico de varredura LEO EVO 40X VP. Diversas
imagens para cada amostra foram geradas e registradas digitalmente, a aumentos

variaveis, nas condi¢oes de trabalho de 20 Kv e distancia de 9 mm.

4.6 Curva de crescimento de calos obtidos a partir de embrides zigéticos
imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Para a obtencdo da curva de crescimento de calos a partir de embrides
zigoticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo, utilizou-se o
tratamento de 99,91 pM (22 mg L") de TDZ.

Os embrides incisados foram, entdo, transferidos para placas de Petri
100 x 20 mm, contendo, aproximadamente, 40 mL do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) acrescido dos suplementos agar (6 g L), sacarose (20 g L) e do
regulador de crescimento.

O pH dos meios, autoclavados a 121°C por 20 minutos, foi ajustado em
5.8.

Depois de inoculados, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento, a 26+2°C e intensidade luminosa de 80 pmol.s'l.m'z, em
fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes da formacdo de calos, para a obtengdo da curva de
crescimento, foram feitas a partir do dia da inoculagdo (tempo 0) até o 135° dia,
com intervalos de coleta de 15 dias. Em cada coleta, os explantes contendo os
calos foram pesados cuidadosamente em balanca de precisdo, sendo

posteriormente descartados.
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O percentual de crescimento dos calos foi determinado, segundo Limeira

(1997) e Santos (2001), por meio da equagdo:

% crescimento = fP L % 100

sendo P;= peso inicial e P; = peso final de calos

A taxa de crescimento foi calculada de acordo com Teixeira et al. (2004)

pela seguinte formula:

InP, - InP

sendo TCM = taxa de crescimento médio; In = logaritmo neperiano; P;=
peso final da matéria fresca; P; = peso inicial da matéria fresca e t = o periodo de

cultivo, em dias.

4.7 Andlise estatistica
4.7.1 Dados quantitativos

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des, em que os tratamentos constituiam-se de
quatro reguladores (BAP, CIN, TDZ, 2,4-D) e sete diferentes concentragdes (0,
4,8,12,16, 18 ¢ 22 mg L™!). As variaveis foram mensuradas apos 120 dias de
estabelecimento  (Carvalho et al., 1997), avaliando-se as seguintes
caracteristicas: numero de brotos, nimero de folhas dos brotos na incisdo,
numero de folhas na plumula e presenca e auséncia de calo na regido da incisdo
(hipocétilo). Para andlise estatistica destas, foram utilizadas as metodologias de

modelos lineares generalizados, por meio do pacote estatistico R (2007).
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Os dados de numero de brotos e nimero de folhas caracterizam-se por
apresentar distribuicdo de Poisson (contagem), sendo utilizada como preditor

linear (77) a fungdo de ligagao logaritmica, dada por:

n=In(4).

Os dados de presenca e de auséncia de calo na raiz caracterizam-se por
apresentar distribui¢do binomial (presenca ou auséncia da caracteristica), sendo

utilizada, como preditor linear (77), a funcdo de ligagdo logistica, dada por:

Hi

n=In| ——
m, — 4

Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo com

estrutura fatorial, dado por:
n=v+a, +pB;+ap;

sendo v uma constante inerente a cada observacdo; ¢; o efeito do i-
ésimo regulador, comi=1,2,3,4; ;0 efeito da j-ésima concentragdo, com j =
1, ...,7; aﬁij o efeito da interacdo entre o i-€simo regulador e a j-ésima

concentragao.
4.7.2 Dados qualitativos

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente

casualizado com cinco repeti¢des em que os tratamentos eram constituidos por
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quatro reguladores (BAP; 2,4-D; CIN e TDZ), sete diferentes concentragoes (0,
4,8,12,16, 18 ¢ 22 mg L! ) e 8 tempos (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias).
A variavel resposta assumiu valores discretos de -1 a 5, dados por quatro juizes,

de acordo com a escala abaixo, adaptada de Figueiredo (2007):

= -1 - oxidacdo dos explantes;

= (- explantes inalterados;

. 1 — intumescimento dos explantes;
= 2 —presenga do calo;

= 3 —crescimento do calo;

= 4 —presenga de gemas;

] 5 — presenca de brotos.

Como os dados tém a estrutura categorizada, a andlise estatistica foi
realizada utilizando-se a regressdo logistica multinomial por meio da
metodologia de modelos lineares generalizados, utilizando-se o pacote

estatistico R (2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar o embrido zigdtico imaturo extraido do fruto do
cafeeiro e incisado na regido do hipocétilo (Figura 2.2.A). Pela coloragdo branca
do embrido, assim como a extremidade do eixo hipocétilo-radicula arredondada,
espera-se um alto poder germinativo (Sera & Miglioranza, 2003) e totipotente

deste explante.

5.1 Grupo controle de embrides zigéticos imaturos de Coffea arabica L. cv.
Bourbon Amarelo

No intuito de verificar as respostas diferenciais na regeneragdo a partir
da incisdo realizada no hipocétilo, observou-se apenas o desenvolvimento da
parte aérea do explante, enquanto, no decorrer do tempo, observou-se a
cicatrizacdo do ferimento (Figura 2.3). Uma radicula em protrusdo pode ser
observada a partir dos 45 dias (C-D). Nota-se, ainda, um processo de
cicatrizacdo aparente na regido incisada do hipocotilo, a partir dos 90 dias.

De acordo com Carvalho et al. (2005), na indugéo in vitro de brotacdes
adventicias a partir de segmentos de hipocotilo de urucum (Bixa orellana L.),
observaram-se as menores médias avaliadas obtidas em meios na auséncia de
reguladores.

A utilizagdo do hipocotilo como fonte de explante em Coffea arabica ¢
Coffea canephora foi realizada por Giridhar et al. (2004a), porém, sem nenhum
efeito embriogénico ou, mesmo, calogénico, sem a adicdo de reguladores de

crescimento ao meio.
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FIGURA 2.3 Embrido zigético de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Grupo controle na auséncia dos reguladores de crescimento: A)
15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D) 60 dias; E) 75 dias; F) 90 dias;
G) 105 dias; H) 120 dias. Barra = 1 mm. UFLA, Lavras, MG,
2008.
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De acordo com Ribeiro et al. (2003), o meio ideal para o
desenvolvimento de embrides zigoticos de Coffea arabica é o MS. Estes autores
ainda observaram que diferentes cultivares tiveram seus melhores resultados
neste meio, sem a adi¢do de reguladores de crescimento para comprimento da

parte aérea, peso fresco do sistema radicular e da parte aérea e peso seco total.

5.2 Efeito do BAP sobre a calogénese e a regeneracao de embrides zigoticos
imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Aos 15 dias do estabelecimento do experimento com as concentragdes
de BAP (0-97,69 uM), observou-se o intumescimento dos explantes, no caso, 0s
embrides zigoéticos imaturos, em todas as concentracdes (Figuras 2.4-2.7).
Porém, o desenvolvimento dos cotilédones foi observado desde os 15 dias, na
concentragdo controle de 0 uM de BAP (Figura 2.3A), demonstrando o efeito
deste regulador de crescimento no desenvolvimento da parte aérea do embrido
zigbtico imaturo. Tal fato poderia estar relacionado a translocacdo do BAP do
meio de cultura por meio da regido da incisdo do hipocétilo aos cotilédones do
embrido para os tratamentos testados. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Santos (2001), que avaliou o efeito de diferentes concentragdes de
BAP sobre o embrido zigotico do cafeeiro. Esta autora ainda conclui que o
melhor resultado ¢ o de 12 mg L™, aproximadamente 53,29 uM de BAP para as
caracteristicas das partes aéreas dos embrides. Para Andrade et al. (2001), os
melhores resultados com BAP sdo obtidos com 9 mg L' (aproximadamente
39,96 uM) para numero total de folhas, comprimento de brotos e massa da

matéria seca da parte aérea.
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FIGURA 2.4 Embrido zigético de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 12 mg L (53,29 uM) de BAP (6-
Benzilaminopurina): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D) 60
dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra = 1
mm. Broto (bt). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Depois de 30 dias de cultivo, observou-se uma proliferagcdo celular nas
proximidades da incisdo de alguns explantes (Figura 2.4B). Apds 45 dias, foi
possivel observar, sob microscopio estereoscopico, a formacao dos primeiros
pontos de diferenciagdo organogénica, correspondente ao inicio de formacao de
brotos no tratamento de 53,29 uM de BAP (Figura 2.4C). Por meio das demais
estereomicrografias é possivel acompanhar o desenvolvimento das brotagdes no
decorrer das quinzenas (Figuras 2.4D-H).

Ayub & Gebieluca (2003), trabalhando com embriogénese somatica via
explantes foliares, observaram o efeito dependente de citocininas e concluiram
que a concentragdo de 5 pM de BAP produziu os melhores resultados para o
hibrido Sachimor. Santos et al. (2007), avaliando o BAP e o 2iP na concentragio
de 9,84 uM, verificaram efeito semelhante na inducdo de calos primadrios,
porém, com maior percentagem de calos embriogé€nicos para o tratamento com
2iP. Estes resultados discordam do de Santos et al. (2001) que ndo observaram
calogénese em explantes foliares da cultivar Rubi na auséncia de BAP ¢ 2,4-D e
nos tratamentos com BAP apenas (aproximadamente de 0-13,32 uM). Etienne
(2005) utiliza o BAP em duas etapas distintas da embriogénese somatica de
cafeeiro, porém, utilizando uma mesma concentra¢dao de 17,76 uM no meio de
producdo do calo embriogénico (ECP) e no meio de regeneracao (R). Maciel et
al. (2003) concluiram que uma maior freqiiéncia de calos embriogénicos
friaveis, em explantes foliares da cultivar Obata, ocorreu na presenca de BAP (8
mg L', aproximadamente 35,52 uM), associado ou ndo ao 2,4-D.

Uma resposta organogénica pode ser observada por estereomicroscopio
no tratamento de 71,05 uM com a formacdo de um calo a partir dos 30 dias de
cultivo (Figura 2.5B). Até os 45 dias, este calo continua seu crescimento
mudando a coloragdo de verde-claro a amarelo-claro (Figura 2.5C). Apos 60
dias de cultivo, ja é possivel observar, a olho nu, o crescimento de brotos

oriundo da regido do calo (Figura 2.5D).
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FIGURA 2.5 Embrido zigético de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 16 mg L (71,05 pM) de BAP (6-
benzilaminopurina): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D) 60
dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra = 1
mm. Calo (ca); broto (bt). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Segundo Quiroz-Figueroa et al. (2002), a proliferacdo ocorre nas células
do cambio vascular da folha, o que leva a formacdo do calo primario. Supde-se
que o tecido parenquimatico do hipocoétilo do embrido do cafeeiro apresente esta

mesma totipoténcia (Giridhar et al., 2004a).

5.2 Efeito da CIN sobre a parte aérea de embrides zigoticos imaturos de
Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Nao foram observados efeitos da CIN (6-Furfurilaminopurina) na
calogénese ou na obten¢do de plantulas na regido da injtria fisica no hipocétilo.
Estes resultados se assemelham muito aos do grupo controle (Figura 2.2).
Observou-se, no entanto, o desenvolvimento da parte aérea do explante (Figura
2.6A ¢ 2.6B) em relagdo ao numero de folhas e comprimento da parte aérea a
medida que aumentava gradativamente a concentragdo do regulador e o tempo

de cultivo (dados ndo demonstrados).

FIGURA 2.6 Embrides zigéticos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo
em diferentes concentragcdes de CIN (6-Furfurilaminopurina). A)
30 dias e B) 120 dias. Barra = 1 mm. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Pereira et al. (2007), ao trabalharem com cinetina (CIN) em explantes
foliares de cultura de embrides de Coffea arabica L. cv. Acaia Cerrado,

observaram o efeito deste regulador associado a GA; (acido giberélico) e ANA
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(acido naftalenoacético), na indugdo de embrides somaticos pela via direta. Apds
150 dias, o maior comprimento de embrides obtidos por estes autores foi
observado na associa¢do de 8 mg L' de cinetina e 8 mg L' de ANA ou 17 mg L’
"de GA; e 8 mg™' de ANA.

Logo, o material vegetal obtido no experimento com CIN poderia ser

utilizado, em futuros trabalhos, como fonte de explante.

5.3 Efeito do TDZ sobre a calogénese de embribes zigbticos imaturos de
Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Até os 15 dias, todos os explantes se demonstram intumescidos,
independente da concentragdo de TDZ (Figuras 2.7A-2.8A).

Os resultados obtidos com TDZ demonstram que, a partir dos 30 dias na
concentragdo inicial de 18,17 uM (Figura 2.9 B-H), obtém-se calos de coloragio
e aspecto variados. O mesmo pdde ser observado na concentracao de 36,33 uM
(Figura 2.10 B-H).

Ja na concentragao de 54,5 uM, observou-se um processo organogénico
direto, com a formacao de brotos na regido da incisdo. De acordo com Giridhar
et al. (2004b), processos indiretos em explantes como hipocoétilos de Coffea sp.
sdo forte evidéncia da totipoténcia celular deste tecido. Ao contrario, na
concentragdo de 72,66 puM, observou-se um processo organogénico indireto,
com a formacao de brotos e plantulas em meio a massa de calos.

Numa concentra¢do mais alta, 81,74 uM, observou-se o crescimento de
um calo mais uniforme e diferente daqueles das concentracdes menores 18,17 e
36,33 uM. Porém, o mesmo ndo apresentou a formacdo de estruturas
organogénicas nem embriogénicas até o periodo observado de 120 dias.

Na maior concentragdo testada de TDZ 99,91 uM (Figura 2.8),

observou-se um processo muito semelhante a concentragdo de 72,66 uM, porém,
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foram visualizadas gemas e brotos em diferentes estadios e numa mesma data,
demonstrando uma assincronia do processo morfogenético.

As concentragdes testadas neste trabalho foram muito superiores as
descritas na literatura para cafeeiros. Por exemplo, as concentracdes de TDZ
utilizadas por Giridhar et al. (2004b) ficaram entre 2,27-11,35 uM, estando esta
faixa abaixo da inicialmente avaliada neste trabalho. O melhor meio de indugéo
de agrupamentos de embrides somaticos diretos por explante foi de 9,08 uM em
dois meses e os subcultivos reduzindo a concentrag¢do para 0,045-0,91 uM para
embrides secundarios.

Estes resultados estdo de acordo com as afirmagdes de Huettman &
Preece (1993) e Laszloffy et al. (1992), segundo os quais a presenca de altas
concentragoes de citocininas no meio induz a excessiva formacdo de calos em
explantes de espécies lenhosas. J4 Venturiere & Venturiere (2004) observaram
que o uso do TDZ no cotilédone de um hibrido cacaueiro produziu um calo néo-
organogénico. Giridhar et al. (2004a) demonstraram que explantes, como folha,
hipocétilo e talo de C. arabica e C. canephora, sdo habeis na formacdo de
embrides somaticos diretos na definicdo de um meio 6timo em concentragdes de
TDZ, com variaveis como genotipo e tipo de explante.

O provavel mecanismo de acdo do TDZ na inducdo da embriogénese
somatica é comumente associado com sua modulag¢do nas auxinas (Cappelle et
al., 1983; Visser et al., 1992; Hutchinson et al., 1996). O TDZ promove a sintese
e a acumulag@o de purinas (Cappele et al., 1983) e também altera o metabolismo
de citocinina (Mok et al., 1982). De acordo com Murthy et al. (1998), o TDZ
exibe uma propriedade inica, mimetizando efeitos tanto da auxina quanto da

citocinina.
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FIGURA 2.7 Embrido zigético de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 4 mg L™ (18,17 pM) de TDZ (1-fenil-
3(1,2,3-tiadizol-5-il) uréia): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D)
60 dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra =
1 mm. Calo (ca). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 2.8 Embrido zigotico de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 22 mg L™ (99,91 uM) de TDZ (1-fenil-
3(1,2,3-tiadizol-5-il) uréia): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D)
60 dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra =
1 mm. Calo (ca); gema (ge); broto (bt). UFLA, Lavras, MG,
2008.
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5.4 Efeito do 2,4-D sobre a calogénese de embrifes zig6ticos imaturos de
Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo

Aos 15 dias de tratamento, nas concentragdes de 18,1 (Figura 2.9A),
36,2 e 54,3 uM de 2,4-D, observou-se a ocorréncia de calos do tipo friavel. Os
efeitos isolados do 2,4-D na formacgao de calos friaveis ja foram obtidos a partir
de explantes foliares de C. arabica (Forni, 1993).

Ja os calos observados nas concentragdes de 72,4, 81,45 e 99,55 uM
(Figura 2.10A) apresentaram, aos 15 dias, calos do tipo compacto.

Santos (2001) demonstrou o efeito de 1 mg L' (aproximadamente 4,52
uM) de 2,4-D, quando aplicado isoladamente na formacdo de calos em 26%-
81% dos explantes foliares e de 16%-41% em explantes nodais, variando de
acordo com o cultivar de C. arabica. Porém, esta autora ndo determina o tipo de
calo quanto a friavel ou compacto.

A influéncia das auxinas exdgenas, em especial o 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), na indu¢do da embriogénese somatica, estd bem
documentada (Dudits et al., 1995). Foi sugerido que o 2,4-D atua indiretamente
por meio de um aumento nos niveis endogenos do AIA e alterando o
metabolismo das auxinas. Fehér et al. (2003) propuseram que o 2,4-D, quando
acima de uma determinada concentragdo, possui um duplo efeito nas culturas,
como uma auxina (diretamente ou através do metabolismo endogeno) e como
um agente de estresse. A ativacdo simultanea das respostas ao estresse e aos
sinais auxina/ABA (4cido abscisico) pode ser um evento chave na adaptacgdo
celular, causando reprogramagdes genéticas, metabdlicas e fisiologicas que
resultam na competéncia embriogénica das células somaticas. No sistema de
agregados de O. catharinensis (Santa-Catarina et al., 2004), ficou demonstrada a
indugdo da expressdao do gene SERK por auxinas, mais especificamente o 2,4-D.

Assim, em culturas nas quais o 2,4-D foi adicionado ao meio de cultura, foram
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identificadas populagdes celulares competentes e ndo competentes para
embriogénese, em um mesmo calo. Naquelas em que o regulador de crescimento
estava ausente, populagdes de células competentes ndo foram observadas (Santa-

Catarina et al., 2004).
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FIGURA 2.9 Embrido zigotico de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 4 mg L' (18,1 uM) de 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D)
60 dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra =
1 mm. Calo (ca); gema (ge). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 2.10 Embrido zigotico de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
Efeito na concentragdo de 22 mg L™ (99,55 uM) de 2,4-D (4cido
2,4-diclorofenoxiacético): A) 15 dias B) 30 dias; C) 45 dias; D)
60 dias; E) 75 dias; F) 90 dias; G) 105 dias; H) 120 dias. Barra =
1 mm. Calo (ca); gema (ge). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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5.5 Caracteristicas histo-anatdmicas das gemas e calos

A identificagdo de marcadores histo-anatomicos estadio-especificos,
como estratégia para o estudo dos processos morfogenéticos in vitro, foi
avaliada por meio da microscopia eletronica de varredura.

Formacdo de estruturas foliares ou gemas (Figura 2.11), demonstrando,
de acordo com Appezzato-da-Gloria et al. (2005), a determinacdo do explante

para a formacgao de primordios foliares.

FIGURA 2.11 Eletromicrografia de varredura de um embrido zigético imaturo
(120 dias) tratado com 4 mg L' (18,1 uM) de 2,4-D. A) Estrutura
geral excisada de um calo; B) Detalhes das gemas, ladeadas pelos
cotilédones do embrido zigdtico imaturo (Barras = 1 mm); C e D)
Gemas observadas ao estereomicroscopio. UFLA, Lavras, MG,
2008.
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Nota-se a origem multicelular das gemas (Figura 2.11A-B) a partir de
um tecido ndo organizado (Quiroz-Figueroa et al., 2006), caracterizando uma
possivel organogénese indireta.

A presenca de meristema caulinar € essencial para a producao de brotos
(Appezzato-da-Gloria et al., 2005). Esse fato justifica a observacdo de os
tratamentos obtidos com 2,4-D ndo apresentarem potencial embriogénico,
porém, com a ocorréncia de brotagdes isoladas, caracteristicas de um processo
organogénico fora da regido da incisdo (hipocotilo).

Paiva Neto et al. (2003), trabalhando com embrides zigoticos imaturos
como fonte de explante para Bixa orellana L., observaram estruturas
semelhantes (Figura 2.11C-D), definindo-as como embrides somaticos em
diferentes estadios de desenvolvimento.

As observagdes ao microscopio eletrdnico de varredura (MEV)
permitiram a diferenciacdo morfolégica entre gemas caulinares e estruturas
foliares isoladas, baseando-se no fato de que, nestas, a base se insere diretamente
no explante (Figura 2.12), enquanto os primodrdios foliares saem de um eixo
comum.

Foram observadas estruturas nodulares, provavelmente precursores de
embrides globulares nos setores embriogénicos (Figura 2.13). Essas estruturas
constituem, de acordo com Teixeira et al. (2004), uma caracteristica desejavel
para se obter tecidos embriogénicos. Estas estruturas nodulares constituem
também um calo do tipo compacto (firme) que apresentam textura dura (Figura

2.13).
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FIGURA 2.12 Eletromicrografia de varredura de um embrido zigdtico imaturo
tratado com 99,91 uM de TDZ. A) Gemas caulinares isolada; B)
detalhes da gema isolada. Inser¢do (in). UFLA, Lavras, MG,
2008.
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FIGURA 2.13 Eletromicrografia de varredura de um embrido zigético imaturo
(120 dias) tratado com 18,17 pM de TDZ. A e B) Calos
compactos observados ao esteremicroscopio. Barras = 1 mm.
Broto (bt), calo (ca). C e D) Detalhes dos calos compactos
observados ao MEV. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Outras concentragdes, como 36,33 uM de TDZ, se mostraram
promissoras apenas na obten¢do de calos com aspecto bastante organizado
apresentando células com formato isodiamétrico (Figura 2.14). Estes calos sdo
do tipo fridvel (mole), com crescimento fragil e se separam prontamente quando

incisados.
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FIGURA 2.14 Eletromicrografia de varredura dos calos obtidos a partir do
hipocétilo de um embrido zigoético imaturo tratado com 36,33 uM
de TDZ. A e B) calo do tipo friavel. Barras = 1 mm. Calo (ca). C
e D) detalhe dos calos, mostrando células isodiamétricas ao
MEV. UFLA, Lavras, MG, 2008.

O formato isodiamétrico € caracteristico de células meristematicas
(Murashige & Skoog, 1962). Os calos embriogénicos sdo compostos, em sua
maioria, por células meristematicas com dimensdes relativamente pequenas e

com citoplasma denso (Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro, 2006).
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5.6 Quanto ao crescimento e ao desenvolvimento dos calos e plantulas
5.6.1 NUmero de explantes com calos presentes e ausentes

Para a avaliacdo da presenca e da auséncia do calo no decorrer dos
diferentes reguladores e de suas concentracdes pela analise estatistica seguindo
modelo binomial. O grafico contendo os resultados estimados a partir da anélise

binomial pode ser observado na Figura 2.15.

—— BAP i
TDZ 't
08

Proporgéo de calos

0.0

0 4 8 12 16 18 3
Concentragéo do regulador de crescimento (mg L-1)

FIGURA 2.15 Efeito do BAP e TDZ na obtencdo de calos a partir de embrides
zigoticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo. A
linha pontilhada representa o intervalo de confianga, enquanto a
linha continua representa os dados estimados. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
Ainda assim, para os reguladores BAP e TDZ (Figura 2.15), observou-se
que, até a concentragdo de 12 mg L', 0 TDZ se demonstra o melhor na obtengio

de uma maior propor¢do de calos. Porém, em concentragdes mais altas, a partir

de 14 mg L™, eles ja ndo apresentam diferengas estatisticas entre si.
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5.6.2 Curva de crescimento

Os resultados referentes as avaliagdes de crescimento podem ser
observados na Figura 2.16. No grafico, observou-se o peso fresco médio dos
explantes, seu logaritmo neperiano, a taxa de crescimento do calos (Teixeira et
al., 2004) e o percentual de crescimento do calo (Lameira, 1997; Santos, 2001).

Observou-se que o maior percentual de crescimento pode ser
identificado aos 15 dias de cultivo dos embrides zigéticos imaturos em meio
contendo 0 99,91 uM (22 mg L") de TDZ. Do 1° até o 15° dia provavelmente
ocorreu o periodo caracterizado pela fase exponencial do crescimento. Esse fato
pode ser devido ao 15° dia apresentar a maior taxa de crescimento 0,1939
grama/dia e o maior percentual de crescimento 94,54 % (Figura 2.16).

De acordo com Santos (2001), a fase exponencial, periodo no qual
ocorre maxima divisdo celular, ocorreu, para o explante foliar de C. arabica L.
cv. Apoatd entre o 28° e 63° dias de inoculagdo, com 92% de crescimento do
calo. Esta mesma autora verificou que pequenas variacdes no crescimento dos
calos, de acordo com a cultivar, ocorreram entre o 42° ¢ o 77° dia de cultivo, em
87% e 91% de crescimento para as cultivares Rubi e Topazio.

Pode-se observar também o periodo de crescimento linear, em que os
calos diminuem a divisdo e aumentam a area celular, entre o 15° ¢ o 60° dia

(Figura 2.16).
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FIGURA 2.16 Curva de crescimento a partir do peso fresco médio, indicando o
crescimento e o desenvolvimento dos embrides zigdticos
imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo na
concentragdo de 22 mg L' (99,91 uM) de TDZ. A) Peso fresco
médio (gramas/dia); B) percentual de crescimento; C) taxa de
crescimento médio (gramas/dia). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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A partir da determinacdo das fases lag (preparag@o para o crescimento),
exponencial, linear e estaciondria da curva de crescimento de calos, pode-se
determinar o indice mitético para cada fase desta curva (Guerra et al., 1999).
Com isso, ¢ possivel estipular o intervalo médio de subcultivos que serdo feitos
quando as culturas estiverem no ponto mediano da fase linear da curva de
crescimento, no caso, aproximadamente 30 dias.

Logo, a fase linear foi observada entre o 15° e o 60° dia de cultivo,
indicando o possivel periodo de subcultivos do material, para os calos a partir do
embrido zigdtico imaturo de ‘Bourbon Amarelo’.

Segundo Nogueira (2006), na curva de crescimento do murici-pequeno,
a fase lag ocorreu até o 20° dia ap0s a inoculagdo; a fase exponencial estendeu-
se do 20° ao 40° dia de cultivo; a fase linear foi observada entre o 40° e o 60°
dia de cultivo; entre o 60° e o 80° dia ocorreu a fase de desaceleracdo e do 80°
ao 100° dia ocorreu a fase estacionaria, na qual pode ocorrer o acumulo de
metabolitos secundarios. Entre o 57° e o 106° dia ocorre a fase estacionaria,
demonstrando que o material ndo acumula biomassa (aumento no nimero de
células).

Entre 0 60° e o 105° dia, ocorre a fase estacionaria, demonstrando que o
material ndo acumula biomassa (aumento no nimero de células) para os calos a
partir do embrido zigético imaturo de ‘Bourbon Amarelo’.

A partir do 100° dia, a cultura entra na fase de declinio (Smith, 1992;
Nogueira, 2006). Observou-se que a fase de declinio a partir do 105° até a tltima
avaliacdo aos 135 dias de cultivo dos calos obtidos a partir de embrides zigoticos

imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
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5.6.3 NUmero de brotos na regido da incisao

Como as plantas com os reguladores 2,4-D e CIN ndo apresentaram
nenhuma brota¢ado, estes dados foram desconsiderados da analise. Com base nos
resultados da analise dos efeitos do BAP e do TDZ separadamente, pdde-se
observar que o BAP atuou como intercepto da mesma.

Pelo grafico da Figura 2.17, pode-se melhor visualizar os resultados
obtidos, observando-se os dados dispersos ¢ a interacdo entres as diferentes

concentragdes de cada um dos reguladores de crescimento.

20

Numero médio de brotos
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Concentragdo do regulador de crescimento (mg L)

FIGURA 2.17 Efeito do BAP ¢ TDZ na obtenc¢ao de brotos a partir da incisdo no
hipocoétilo de embrides zigdticos imaturos de Coffea arabica L.
cv. Bourbon Amarelo. A linha pontilhada representa o intervalo
de confianga, enquanto a linha continua representa os dados
estimados. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Como se observou no grafico da Figura 2.17, o nimero médio de brotos
na regido da incisdo no hipocotilo do embrido foi maior para o BAP na
concentragdo de 22 mg L' (97,69 pM). O nimero médio de, aproximadamente,

dois brotos por explante ¢ inferior, se comparado com, aproximadamente, trés,

obtidos por Ribeiro (2001). Porém, as superficies de contato do explante nodal

64



sdo maiores se comparadas a regido da injuria sofrida pelo hipocétilo. De acordo
com Carvalho et al. (1997), o melhor resultado para nimero total de brotos em
C. arabica L. cv. Catuai foi obtido na maior concentragdo de BAP testada, 9 mg

L' (aproximadamente 39,96 pM).

5.5.4 Namero de folhas dos brotos na parte incisada (hipoco6tilo) do embrido
Como as plantas nos reguladores 2,4-D e CIN nao apresentaram
nenhuma brotacao, estes dados foram desconsiderados na analise. Baseados nos
resultados entre BAP e TDZ, observou-se que somente as plantas no BAP
apresentaram brotacdes nas quais as folhas tiveram tamanho suficiente para
contagem.
Pelo grafico da Figura 2.18, observam-se os dados dispersos e a

interagdo entres as diferentes concentragdes do regulador de crescimento.

BAP

Numero medic de folhas dos brotos
.,

] 4 3 12 618 2
Concentrago do regulador de crescimento (mg L)

FIGURA 2.18 Efeito do BAP no nimero de folhas dos brotos obtidos na regido
da incisdo nos embrides zigoticos imaturos de Coffea arabica L.
cv. Bourbon Amarelo. A linha pontilhada representa o intervalo
de confianga, enquanto a linha continua representa os dados
estimados. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Pelo mesmo grafico, observa-se que, com o aumento da concentracao de

BAP, o numero de folhas dos brotos aumenta proporcionalmente. A

caracteristica nimero de folhas é interessante pelo fato de apresentar-se como
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material in vitro para futuros testes para propagagdo maciga, a partir desse

explante (Molina et al., 2002; Teixeira et al., 2004).

5.6.4 Numero de folhas da parte aérea (cotiledonar) do embrido

Neste trabalho, ao observar a varidvel nimero de folhas isoladamente
sob o efeito do BAP em comparagdo aos resultados da CIN e do TDZ,
constatou-se seu efeito benéfico em decorréncia do aumento de sua concentragdo

(Figura 2.19).

Numero de folhas

T T T T T T T
0 4 8 12 16 18 2

Concentracéo dos reguladores de crescimento mg L

FIGURA 2.19 Numero de folhas da parte aérea (cotiledonar) do embrido
zigbtico imaturo de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo. A
linha pontilhada representa o intervalo de confianga, enquanto a
linha continua representa os dados estimados. UFLA, Lavras,

MG, 2008.
Estes dados discordam dos de Carvalho et al. (1998), que ndo
observaram diferencas estatisticas quanto a caracteristica primeiro par de folhas
de Coffea arabica cv. Acaia, avaliando a interagdo entre os reguladores GA; e

BAP. Estes autores observaram que um maior numero de embrides apresentou o

primeiro par de folhas no tratamento com 6 mg L™ de GA; e 8 mg L™ de BAP.
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Contudo, verificaram também uma tendéncia de superioridade no tratamento
envolvendo apenas a concentragdo 6 mg L' de GA; o que indicaria, segundo
Carvalho et al. (1998), que a citocinina BAP ndo influenciaria no aparecimento
das primeiras folhas e que a BAP ¢ dispensavel na cultura de embrides no

cafeeiro, quando se trata da emergéncia de folhas.

5.7 Probabilidades entre resultados esperados e alcangcados

Para a discussdo entre resultados esperados ¢ alcancados, observaram-se
as probabilidades de ocorréncia dos fendmenos morfogenéticos in vitro por meio
da probabilidade de ocorréncia dos mesmos no decorrer das concentragdes
(doses), dos reguladores e do tempo (Figuras 2.20-2.25).

De acordo com os graficos para a probabilidade de ocorréncia de
oxidacao dos explantes in vitro (Figura 2.20), o regulador 2,4-D destacou-se dos
demais, sendo que a medida que se aumentam a concentracdo e¢ o tempo, a
oxidagdo dos explante foi notada (Figuras 2.9 ¢ 2.10). O efeito oxidativo do 2,4-
D causado pelas altas concentracdes, chegando a 90% de probabilidade de
oxidagdo, estaria relacionado, possivelmente, ao carater herbicida do composto.

Como, no decorrer dos dias (15-120)n, nenhum explante apresentou-se
de acordo com a escala de avaliagdo no conceito zero (inalterado), o mesmo nao

serda demonstrado na forma de figura.
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FIGURA 2.20 Probabilidade de ocorréncia de oxidagdo na regido da incisao dos
explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA, Lavras, MG,
2008.

De acordo com os graficos para a probabilidade de ocorréncia de
intumescimento dos explantes in vitro (Figura 2.21), observou-se que o
regulador CIN (cinetina) manteve-se proporcionalmente constante. Tal fato pdde

ser observado tanto pela ordenada doses quanto ao decorrer dos dias.
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FIGURA 2.21 Probabilidade de ocorréncia de intumescimento na regido da
incisdo dos explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

O intumescimento do explante ¢, geralmente, relacionado a capacidade
do tecido em produzir o calo (Figueiredo, 2007). Para todos os reguladores,
principalmente 2,4-D, BAP e TDZ, observou-se que essa correlagdo nao se
demonstra na mesma escala em que se aumentam as doses e os dias (Figura 2.21

€2.22).
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FIGURA 2.22 Probabilidade de ocorréncia de calo na regido da incisdo nos
explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA, Lavras, MG,

2008.

Até os 60 dias, observou-se que os reguladores 2,4-D, nas doses 4 ¢ 8

mg L' e TDZ apresentam maiores probabilidades de ocorréncia de calo em

relacdo aos demais reguladores. Ainda, a partir dos 75 dias, a ocorréncia de calo

se manteve proximo a faixa de 20% de probabilidade para todos os reguladores.

Enquanto a ocorréncia do calo ndo se diferencia a partir deste periodo, o TDZ

apresenta-se como um regulador com efeito direto no crescimento do calo

(Figura 2.23), sendo posteriormente seguido pelo BAP.
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FIGURA 2.23 Probabilidade de crescimento do calo na regido da incisdo nos
explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Enquanto o 2,4-D e o CIN permanecem constantes ao decorrer das doses
e dias, o TDZ e o BAP apresentam-se como atuantes diretos no crescimento do
calo no explante (Figura 2.32). No entanto, o comportamento do TDZ no
decorrer da dose ¢ do tempo ¢ gradativo, estabilizando em 55% de calos,
enquanto o BAP atua no crescimento do calo de abruptamente a partir da dose
de 8 mg L' (35,52 uM), alcancando 53% na dose de 22 mg L™ (97,69 uM), aos
120 dias.

Mathur et al. (2000), utilizando embrides zigoticos imaturos de Pinus
roxburghii Sarg., constataram 48,31% de extrusdo (calo) e 13,5% de culturas
embriogénicas estabelecidas. Vale ressaltar que estes autores utilizaram uma
associagdo entre altas concentragdes de reguladores, sendo 2,4-D (50 uM), BAP
(20 uM) e CIN (20 uM).

A presenga de gemas, como indicativo de um processo organogénico

(Appezzato-da-Gloria et al. 2005), foi observada (Figura 2.24).
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FIGURA 2.24 Probabilidade de presenga de gemas na regido da incisdo nos
explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA, Lavras, MG,
2008.

A ocorréncia de gemas foi registrada pelos juizes na dose inicial de 2,4-
D (4 mg L''/18,1 uM), a partir do 60° dia, chegando a 13% de probabilidade de
ocorréncia. O comportamento do TDZ e BAP, apesar de apresentarem uma
probabilidade menor que para o crescimento do calo, revela sua atuagdo no
desenvolvimento do mesmo. Apds os 120 dias, o TDZ apresentou probabilidade
de 13% enquanto o BAP, 19% na presenca de gemas. Aqui se considerou a
presenca de gemas como processo organogénico indireto, devido ao fato de os
resultados de MEV demonstrarem a ocorréncia dessas estruturas. Essas gemas,
posteriormente, se desenvolveram em brotos que foram também avaliados

quanto a probabilidade de sua ocorréncia (Figura 2.25).
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FIGURA 2.25 Probabilidade da ocorréncia de brotos na regido da incisdo nos
explantes. Doses (concentragdes) em mg L. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Até os 120 dias, a probabilidade da ocorréncia de brotos para o TDZ
(23%) e 0 BAP (13%) na dosagem maxima de 22 mg L™ (99,91/97,69 uM) é
divergente do comportamento até os 75 dias (9/12%), em que aparecem
paralelos.

Esperava-se, neste trabalho, que o 2,4-D atuasse diretamente na
calogénese e proporcionasse os melhores resultados no crescimento e no
desenvolvimento de tecidos embriogénicos e ou organogénicos. Porém,
reguladores andlogos as citocininas, como BAP e TDZ, demonstraram melhores
resultados nas doses testadas.

Devido a natureza juvenil que proporciona o alto potencial regenerativo
de embrides zigoticos de C. arabica L. cv. Bourbon Amarelo, os mesmos se
apresentam como fontes alternativas de explantes para a obtencdo de calo e de

plantulas in vitro de cafeeiro.
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6 CONCLUSOES

A incisdo no hipocotilo, conciliada com a adi¢cdo de reguladores de
crescimento, provoca efeitos calogénicos e organogénicos nos explantes.

Concentracdes mais baixas de 2,4-D promovem a produgdo de calos
friaveis com 15 dias, enquanto o TDZ proporcionou calos com potencial
organogénico a partir do mesmo periodo.

Foi observado que alta concentragdo de BAP promove a emissdo e um
desenvolvimento favoravel das partes aéreas das plantulas propagadas

vegetativamente, a partir do embrido zigdtico desta cultivar.
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CAPITULO 3 Caracteristicas histo-anatdmicas dos calos a partir de
embrides zigoticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Rubi
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1 RESUMO

LACERDA, Guilherme Aratijo. Caracteristicas histo-anatomicas dos calos de
Coffea arabica L. cv. Rubi. In: . Obtencéo e caracterizacéo de calos e
plantulas a partir de embrifes zigoticos imaturos de Coffea arabica L. e
analise in silico do gene SERK. 2008. Cap.3, p.81-98. (Doutorado em
Fisiologia Vegetal)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Com o objetivo de estudar o processo de calogénese utilizando-se
embrides zigoticos imaturos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi como fonte
alternativa de explantes, foi realizado o presente trabalho. Foram coletados
frutos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi em estadio verde-cana e mantidos em
sacos de papel, por 24 horas, sob refrigeragdo (4°C). Os frutos foram
desinfestados com hipoclorito de sddio comercial 70% (v/v) durante 30 minutos,
em camara de fluxo laminar e lavados 3 vezes em dgua destilada e autoclavada.
Em seguida, os embrides foram isolados utilizando-se placas de Petri
esterilizadas contendo papel filtro e 4gua destilada e autoclavada. Para induzir a
calogénese, foi realizada uma incisdo no hipocétilo do embrido zigotico imaturo
no momento de sua excisdo do fruto. Calos provindos de plantas de cafeeiro com
um ano de estabelecimento foram observados quanto aos seus aspectos histo-
anatomicos. Foram feitos cortes transversais corados com safrablau (safranina e
azul de astra) e observados e fotografados em microscopio fotdnico. Foi
observado, ao MEV, que as células acumulam grande quantidade de
amiliplastideos, sugerindo que os gridos de amido podem ser utilizados como
marcadores iniciais do potencial embriogénico. A microscopia fotonica revelou
que os calos provindos de embrides zigoticos apresentam-se como uma fonte de
explante responsiva a embriogénese, mostrando indicios de formacao de
embrides somaticos.

“Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun Junior
(Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

LACERDA, Guilherme Aratjo. Histo-anatomical charachiteristics of the
calluses from Coffea arabica L. cv. Rubi. In: . Obtaining and
characterization of calluses and plantules starting from immature zygotic
embryos of Coffea arabica L. and gene SERK in silico analysis. 2008. Cap.3,
p-81-98. Thesis (Doctor’s degree in Plant Physiology)-Federal University of
Lavras, Lavras, MG."

With the objective of studying the callogenesis process being used
zygotics embryos immature of coffee plant C. arabica L. cv. Rubi as alternative
source of explantes was accomplished the present work. Coffee plant fruits were
collected C. arabica L. cv. Rubi in stage verde-cana and maintained in paper
bags by 24 hours under cooling (4 °C). The fruits were disinfected with
commercial hypochlorite of sodium 70% (v/v) for 30 minutes, in flow camera to
laminate and washed 3 times in distilled water and autoclavada. Soon afterwards
the embryos were isolated using plates of sterilized Petri containing paper filter
and distilled water and autoclavada. To induce the calogénese an incision it was
accomplished in the hypocotyls of the immature zygotic embryo in the moment
of his excised of the fruit. Calluses of the coffee plant plants with 1 year old of
establishment were observed. They were made red-faced traverse cuts with
safrablau (safranina and astra blue) and observed and photographed in optical
microscope. It was observed SEM that the cells accumulate great amount of
grains of starch, suggesting that the grains of starch can be used as initial
markers of the embryogenic potential. The optical microscopy revealed that the
calluses of the zygotics embryos come as a source of responsive explante to the
embryogenesis, showing indications of formation of somatic embryos.

"Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun Junior
(Co-adviser) — UFLA.

83



3 INTRODUCAO

A embriogénese somadtica torna-se uma estratégia viavel para o estudo
do desenvolvimento fisiolégico do embrido e da produgdo de sementes sintéticas
em larga escala. Esta técnica ¢ uma das melhores opgdes para a propagacio
massal de plantas elite (Gupta et al., 1993), proporcionando alta taxa de
multiplicagdo, escalonamento da produgdo, manutencdo de embrides em meios
de cultura, plantio direto da muda sem necessidade de enxertia, além de
possibilitar a transferéncia de genes, tanto pela fusdo de protoplastos como pela
transformacgao genética (Barros, 1999).

Segundo Ammirato (1983), na embriogénese somatica, uma Unica célula
ou um grupo de células somaticas sdo precursoras de embrides somaticos, sendo
esse processo similar ao da embriogénese zigdtica. Os embrides somaticos in
vitro podem ser formados a partir de dois padrdes basicos de embriogénese,
direto ou indireto.

Embora o sucesso da embriogénese somatica em plantas lenhosas seja
muito baixo, foi possivel estabelecer protocolos de indugdo de embriogénese
somatica para varias espécies florestais, incluindo varios membros da familia
Lauraceae, como para Laurus nobilis (Canhoto et al., 1999), Persea americana
Mill. (Witjaksono et al., 1999) e Ocotea catharinensis (Viana & Mantell, 1999).

Pescador et al. (2000) reportam que a possibilidade de manipular
sistemas in vitro para a clonagem de genotipos vegetais superiores depende de
varios fatores, como parametros morfologicos, genéticos, bioquimicos,
citologicos e o conhecimento da fisiologia do desenvolvimento celular, que ¢ de
fundamental importancia para se obter respostas morfogenéticas nos sistemas de
cultura in vitro.

Embora n3o se conheca, ainda, de forma satisfatoria, por que certos

eventos regenerativos, in vitro, sdo mais facilmente induzidos em alguns tecidos
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do que em outros, admite-se que as diferentes expressdes morfogenéticas
reflitam na natureza e no grau de diferenciagdo destes tecidos.

Assim, alguns autores tentam relacionar as caracteristicas ultra-
estruturais ao potencial embriogénico (Radojevic et al., 1975). No entanto, a
caracterizagdo citoldgica de calos durante o desenvolvimento ndo tem sido
realizada com freqiiéncia na cultura de tecidos. O estudo das alteracdes ultra-
estruturais durante a organogénese in Vitro para caracterizar as células
meristemoides e a formagdo dos brotos ¢ escasso (Pihakashi-Maunsbach et al.,
1993; Arai et al., 1997).

Dessa forma, a falta de conhecimento dos fatores que regulam a
embriogénese somdtica e a assincronia no desenvolvimento de embrides
somaticos sd0 os principais responsaveis por sua reduzida aplicacdo comercial
(Pihakashi-Maunsbach, 1993). Uma das estratégias que podem aumentar a
eficiéncia do processo embriogénico seria uma analise ultra-estrutural ainda no
estadio de calo.

Com o objetivo de estudar o processo de calogénese utilizando-se
embrides zigoticos imaturos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi como fonte

alternativa de explantes, foi realizado o presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados em associagdo com o Laboratdrio
Central de Biologia Molecular, o Laboratério de Anatomia Vegetal e o
Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Minas Gerais. Foram coletados
frutos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi em estadio verde-cana e mantidos em

sacos de papel, por 24 horas, sob refrigeracao (4°C).

4.2 Desinfestacdo e inoculagdo do material vegetal

Os frutos foram desinfestados com hipoclorito de sodio comercial 70%
(v/v) durante 30 minutos, em cdmara de fluxo laminar ¢ lavados 3 vezes em
agua destilada e autoclavada. Em seguida, os embrides foram isolados
utilizando-se placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro e agua destilada e
autoclavada. Para induzir a calogénese, foi realizada uma incis@o no hipocotilo

do embrido zigbtico imaturo, no momento de sua retirada do fruto.

4.3 Calogénese

Os embrides zigoéticos imaturos foram utilizados como fonte de explante
para calogénese, sendo, posteriormente, inoculados em 20 mL de meio em
frascos do tipo baby food. Foi utilizado meio para cultivo de embrides zigoticos
de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi, descrito como o melhor tratamento para
desenvolvimento das partes aéreas, por Santos (2001), constituido pelo MS sais
e vitaminas (Murashige & Skoog, 1962) e suplementado com BAP (12 mg L),
agar (8 g L) e sacarose (30 g L™). O pH dos meios, autoclavados a 121 °C por

20 minutos, foram ajustados em 5,8.
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Depois de inoculados, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento a 27+2°C ¢ intensidade luminosa de 80 pmols’.m? sob

fotoperiodo de 16 horas, durante todo o experimento.

4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Calos provindos de plantas de cafeeiro com um ano de estabelecimento
em meio de cultura foram fixados em Karnovsky (1965) modificado
[glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%)] em tampao cacodilato 0,05 M,
pH 7,0, por 24 horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram colocados em glicerol 30% por 30
minutos e cortados em nitrogénio liquido com bisturi. Os fragmentos foram
lavados trés vezes (10 minutos) em tampao cacodilato 0,05 M e pos-fixados em
solucdo de tetréxido de désmio 1% por 1-2 horas. Em seguida, foi realizada a
desidratagdo em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%) por 10 minutos e
em 100% por 2 vezes de 10 minutos.

Posteriormente, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto
critico por meio de CO, liquido para completar a secagem. Os espécimes obtidos
foram montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono dupla face
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e observados
em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40XVP. Diversas imagens
para cada amostra foram geradas e registradas digitalmente, a aumentos

variaveis, nas condi¢oes de trabalho de 20 Kv e distdncia de 9 mm.

4.4 Microscopia foténica
Foram feitos cortes transversais nos calos, que foram corados com
safrablau (safranina e azul de astra) (Bukatsh, 1972) e observado ¢ fotografados

em microscopio fotdnico.
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Para a captura das imagens foi utilizado o microscopio Leica DM LS®
com cimera Nikon" acoplada, no Laboratério de Citogenética do Departamento

de Biologia da Universidade Federal de Lavras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia do calo em decorréncia do BAP pode ser visualizada nas
plantas que sofreram uma incisdo na regido do hipocétilo, o que, provavelmente

devido ao estresse, provocou uma resposta calogénica do tecido (Figura 3.1).

FIGURA 3.1 A) Plantula obtida a partir de um embrido zigdtico imaturo de
Coffea arabica L. cv. Rubi, mostrando o calo formado na regido
da incisdo. B) Estercomicrografia para o detalhe do calo,
permitindo a visualizag¢do de seu aspecto e coloragdo clara. Barra
=1 mm. UFLA, Lavras, MG, 2008.

De forma geral, a maioria dos calos apresentava-se com o mesmo
aspecto da Figura 3.1B, porém, com diferengas na coloragdo de marrom-claro
(Figura 3.1B), marrom-escuro, verde e alguns avermelhados.

Foi observado, ao MEV, que as células acumulam grande quantidade de

graos de amido e material protéico amorfo (Figura 3.2).
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FIGURA 3.2 Eletromicrografia de varredura mostrando o tecido adjacente ao
calo de Coffea arabica L. cv. Rubi. Amiloplastideo (am);
proteina like (pr). UFLA, Lavras, MG, 2008.

A afinidade da técnica de microscopia eletronica de varredura por
proteinas pode ser constatada com a utilizagdo de glicerol. Moore et al. (2005),
trabalhando com biofilmes de queratina, concluiram que, a2 medida que
aumentava a concentragdo de glicerol, observava-se maior homogeneidade dos
biofilmes protéicos.

Santos (2001) observou que os teores de proteinas totais (método do
acido bicinconinico) de calos de explantes foliares mantiveram-se constantes e
em baixas concentragdes durante o periodo de crescimento, para a cultivar Rubi.

Durante a cultura de embrides somaticos, as células acumulam grande
quantidade de grios de amido, sugerindo que os grdos de amido podem ser

utilizados como marcadores iniciais do potencial embriogénico (Radojevic,
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1979; Ho & Vasil, 1983; Godbole et al., 2004; Appezzato-da-Gléria e Machado,
2004).

Em detalhe, na Figura 3.3, observa-se onde fica a delimitagdo do tecido
adjacente que originou o calo, mostrando a ligagdo morfoanatomica entre a
presenca de grdos de amido (internos as células do caule) e as células

isodiamétricas do calo.

FIGURA 3.3 Eletromicrografia de varredura, mostrando o tecido adjacente ao
calo de Coffea arabica L. cv. Rubi. Observou-se, no interior das
células, o material protéico amorfo e os amiloplastideos, ¢ a
delimitacdo entre o tecido adjacente da plantula e as células
isodiamétricas do calo. A seta indica o pro-embrido em estadio
globular inicial. UFLA, Lavras, MG, 2008.

As células embriogénicas, de maneira geral, apresentam caracteristicas

comuns ao comportamento de células embriogénicas ativas, incluindo rapida
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divisdo mitdtica, pequeno tamanho, citoplasma denso, niicleo grande com
nucléolo proeminente, vactiolo pequeno e abundancia de graos de amido. Essas
caracteristicas sugerem intensa sintese de RNA e ampla atividade metabdlica.
De acordo com Quiroz-Figueroa et al. (2002), o desenvolvimento de um
embrido se inicia com pequenas células isodiamétricas, com citoplasma denso,

que ¢ sucedido de uma série de divisdes celulares sucessivas, idéntica a

observada durante a embriogénese zigética (Moens, 1965).

FIGURA 3.4 Eletromicrografia de varredura mostrando as células
isodiamétricas em diversos tamanhos (estadios) do calo de Coffea
arabica L. cv. Rubi. A seta indica o pro-embrido em estadio
globular inicial. UFLA, Lavras, MG, 2008.

A embriogénese somatica direta ocorre a partir do explante, que possui
células programadas para a diferencia¢do e a formacdo de embrides somaticos.

Para a embriogénese somatica indireta, a desdiferenciacdo dos explantes resulta
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na formagdo de calos, com células ou grupo de células competentes, ou seja,
com capacidade de responder aos efeitos estimulantes do meio de cultura.

As estruturas globulares (Figura 3.4) notadas no centro indicam a
ocorréncia de pré-embrides somaticos em estadio inicial. Quiroz-Figueroa et al.
(2002) definem estas estruturas como sendo uma célula embriogénica com o

didmetro entre 15 ¢ 20 um, demonstrando sinais de polarizagao (Figura 3.5).

FIGURA 3.5 Eletromicrografia de varredura, mostrando, em detalhes, as
células isodiamétricas em diversos tamanhos (estadios) do calo
de Coffea arabica L. cv. Rubi. UFLA, Lavras, MG, 2008.

A microscopia foténica revelou que os calos provindos de embrides
zigdticos apresentam-se como uma fonte de explante responsiva a embriogénese,
mostrando indicios de formacgao de embrides somaticos (Figura 3.5). De acordo
com Quiroz-Figueroa et al. (2002), trata-se de um embrido globular e estadio

avangado de cafeeiros em embriogénese somatica indireta.
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FIGURA 3.5 Micrografia fotdnica, mostrando o embrido globular identificado
no calo de Coffea arabica L. cv. Rubi. A) Aspecto geral do
embrido globular; B) linha circular de células (procdmbio) em
evidéncia ao centro. UFLA, Lavras, MG, 2008.

A sec¢do de embrides somaticos em estadio globular (Figura 3.5)
demonstra um procambio bem definido (linha circular de células ao centro das
estruturas). O mesmo procambio ¢ facilmente visualizado em outros estadios da
embriogénese somatica, demonstrando o desenvolvimento dos embrides de C.
arabica L. cv. Caturra Rojo (Quiroz-Figueroa et al, 2002).

Segundo Vikrant & Rashid (2001), a embriogénese somatica direta
ocorre mais freqiientemente em explantes de micrésporos, évulos e embrides
imaturos. Em contraste, embriogénese somdtica indireta ocorre nas células
indeterminadas e nao diferenciadas, formadas, primeiramente, nos calos.

Portanto, a compreensdo da organogénese de plantas nos estadios
iniciais de desenvolvimento das células meristematicas requer a observacio das
mudancas subcelulares e as suas correlagdes com as alteragdes bioquimicas
(Pihakashi-Maunsbach et al., 1993). A grande aplicagdo desta metodologia ¢
fornecer informagdes associadas aos pardmetros morfoldgicos € bioquimicos das

células competentes (Santiago, 2003).
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6 CONCLUSOES

O calo provindo de embrides zigdticos imaturos apresenta-se como uma
fonte de explante responsiva a embriogé€nese, mostrando indicios de formagao

de embrides somaticos.
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CAPITULO 4 Morfoanatomia dos 6rgéos vegetativos de plantulas obtidas a

partir de embrides zig6ticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Rubi
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1 RESUMO

LACERDA, Guilherme Arajo. Morfoanatomia dos orgdos vegetativos de
plantulas obtidas a partir de embrides zigdticos imaturos de Coffea arabica L.
cv. Rubi. In: . Obtencéo e caracterizacéo de calos e plantulas a partir
de embribes zigoticos imaturos de Coffea arabica L. e analise in silico do
gene SERK. 2008. Cap.4, p.99-122. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Processos de crescimento e desenvolvimento do embrido zigoético in
vitro, independente da idade, do tamanho e do estadio de desenvolvimento em
que o embrido foi excisado, sdo definidos como “cultura de embrides”. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a potencialidade regenerativa
das estruturas vegetativas para a propaga¢do de plantulas a partir de embrides
zigoticos imaturos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi, visando uma otimizagio
deste processo como alternativa ao explante foliar. Para a analise estatistica das
variaveis analisadas, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quinze repeti¢cdes para a variavel numero de estomatos por
mm’ e vinte repeti¢des para as variaveis mensuradas: didmetro polar, didmetro
equatorial e a relacdo diametro equatorial/polar. Folhas, caules e raizes formados
in vitro foram preparados e observados em microscopio eletronico (LEO Evo
40), operando a 20 kV. Em relagdo a capacidade propagativa, ndo houve
diferenca significativa para a variavel nimero de brotos entre o 6° ¢ o 7° més de
cultivo, porém, houve um decréscimo no niimero de folhas e na matéria fresca e
seca. Aos didmetros polares e equatoriais, ndo houve diferengas significativas
entre os cultivos in vitro e in vivo (de campo). Como se pode observar, houve
diferenca significativa (p<0,01) entre a relacdo diametro equatorial/polar,
indicando maior simetria dos estomatos (células-guarda + ostiolo) na condicao
de cultivo in vitro. O nimero médio de estdomatos por mm? foi diferente
significativamente (p<0,01) entre os cultivos, sendo maior no material in vivo. O
caule in vitro mostrou uma grande quantidade de tricomas, os quais, in vivo (de
campo), ndo foram encontrados. O sistema radicular obtido in vitro apresenta
estrutura pelifera. Devido a natureza juvenil e ao alto potencial regenerativo,
verificado por meio das caracteristicas da morfoanatomia foliar, embrides
zigoticos de C. arabica L. cv. Rubi se apresentam como excelentes explantes
para a propagacao in vitro de cafeeiro.

" Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun
Junior (Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

LACERDA, Guilherme Araujo. Morphoanatomical of the vegetative organs of
plantules obtained starting from embryos immature of the Coffea arabica L. cv.
Rubi. In: . Obtaining and characterization of calluses and plantules
starting from immature zygotic embryos of Coffea arabica L. and gene
SERK in silico analysis. 2008. Cap.4, p.99-122. Thesis (Doctor’s degree in
Plant Physiology)-Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Growth processes and development of the zygotic embryo in vitro,
independent of the age, size and development stage that the embryo was
excisaded, is defined as "culture of embryos". This work had as objective the
evaluation of the regenerative potentiality of the vegetative structures of the for
the propagation of plantules starting from immature zygotics embryos of coffee
plant C. arabic L. cv. Rubi, seeking an optimization of this process as alternative
to the explant to leaves. For the statistical analysis of the analyzed variables the
experimental delineate was used randomic entirely, with fifteen repetitions for
the variable estomate number for mm?, and twenty repetitions for the measured
variables: polar diameter, equatorial diameter and the relationship diameter
equatorial/polar. Leaves, stems and roots formed in vitro were prepared and
observed in electronic microscope (LEO Evo 40), operating between 10 and 20
kV. In relation to propagates capacity there was not significant difference for the
variable number of sprouts between the 6™ and 7™ month of cultivation, however
there was a decrease in the number of leaves and in the fresh and dry matter. To
the polar and equatorial diameters, there were not significant differences
between the cultivations in vitro and in vivo (of field). As it can be observed
there was significant difference (p <0,01) among the relationship diameter
equatorial/polar, indicating larger symmetry of the estomates (cell-guard +
hostile) in the condition of cultivation in vitro. The medium number of
estomates for mm? was different significantly (p <0,01) among the cultivations,
being larger in the material in vivo. The stem in vitro showed a great amount of
tricomas, the ones which, in vivo (of field), they were not found. The root system
was obtained in vitro presents structure rich in tricomas. Due to the juvenile
nature and the high regenerative potential, verified through the characteristics of
the morphoanatomy to foliate, immature zygotics embryos of C. arabica L. cv.
Rubi comes as excellent explantes for propagation in coffee plant in vitro.

"Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun Junior
(Co-adviser) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A terminologia utilizada para a descri¢do dos processos de crescimento e
desenvolvimento do embrido zigotico in vitro, independente da idade, tamanho e
estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado, ¢ “cultura de
embrides” (Hu & Ferreira, 1998).

A cultura de embrides in vitro tem sido empregada para a regeneragio
de embrides advindos de cruzamentos interespecificos, multiplicagdo rapida do
material selecionado e antecipacdo da época de plantio. Os fatores que afetam a
cultura de embrides in vitro sdo a escolha do meio nutritivo adequado, os
reguladores de crescimento utilizados, as substancias fendlicas liberadas e a
proépria remogao inadequada do embrido (Ribeiro, 2001).

O embrido originado de um processo normal de fecundagdo pode ser
facilmente separado e cultivado sob condigdes assépticas em meio de cultura
adequado, mantendo-se geneticamente estavel, produzindo descendentes
idénticos a ele. Para a remocdo do embrido, basta desinfestar apenas a superficie
externa da semente, pelo fato de que o embrido esta alojado em regido estéril da
semente. Assim, o indice de contaminagio in vitro é muito baixo em relagio as
demais culturas (Illg, 1986; Santos, 2001).

Embora diferentes meios sejam capazes de manter os microcultivos de
embrides, o mais freqiientemente utilizado é o0 MS (Murashige & Skoog, 1962).

Os reguladores de crescimento sdo amplamente utilizados na cultura de
embrides, quando estes sdao muito jovens. Tais substincias possuem a
capacidade de suprir as necessidades para germinacdo, desenvolvimento e
crescimento do embrido (Santos, 2001).

Na cultura do cafeeiro, baixas concentragdes de acido giberélico e altas

de citocininas promovem a germinacdo de embrides, enquanto altas
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concentragoes de acido giberélico podem causar a morte do mesmo (Valio,
1957).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
potencialidade regenerativa do sistema aéreo, especificamente da morfoanatomia
dos 6rgdos vegetativos para a propagacdo de plantulas a partir de embrides
zigbticos imaturos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi, visando & otimizagao

desse processo como alternativa ao explante foliar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram coletados frutos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi em estadio
verde-cana, no campo experimental do Setor de Cafeicultura do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (Figura 4.1), que foram
mantidos em sacos de papel por 24 horas, sob refrigeragdo (4°C), no Laboratorio

Central de Biologia Molecular.

FIGURA 4.1 Plantas matrizes de cafeeiro Coffea arabica L. cv. Rubi,
localizadas na area experimental do Setor de Cafeicultura do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
A) Folhas novas do cafeeiro Rubi em seu desenvolvimento
vegetativo; B) Frutos de cafeeiro em estadio verde-cana. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

A maturagdo dos frutos do cafeeiro ‘Rubi’ é intermediaria entre ‘Catuai’
e ‘Mundo Novo’, em época e uniformidade. Os frutos sdo de coloracdo vermelha
e as folhas, quando novas, sdo predominantemente de cor bronze-escuro (Figura
4.1A), marcador morfologico que a difere de ‘Catuai’ (brotos verdes) (Mendes,
1998).
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4.2 Desinfestagdo dos frutos, retirada, inciséo e estabelecimento dos
embrides

Os frutos foram desinfestados em hipoclorito de sodio 70% (v/v),
durante 30 minutos, em camara de fluxo laminar e lavados 3 vezes em agua
destilada e autoclavada (adaptado de Santos, 2001). Em seguida, os embrides
foram isolados utilizando-se placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro,
fazendo-se uma incisdo no hipocédtilo. Os embrides foram posteriormente
cultivados em 20 mL de meio em tubos de ensaio (2,5 x 15 cm), constituindo-se
um embrido por tubo. Foi utilizado meio para cultivo de embrides zigéticos de
cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi descritos como melhores tratamentos por Santos
(2001), em que o meio de desenvolvimento de partes aéreas foi constituido pelo
MS (Murashige & Skoog, 1962), sendo suplementado com BAP (6-
benzilaminopurina) (12 mg L™, 4gar (7 g L) e sacarose (30 g L™). J4 o meio de
enraizamento constituiu-se de MS suplementado com AIB (4cido indol-butirico)
(2 mg L™, agar (7 g L") e sacarose (30 g L™"). O pH dos meios, autoclavados a
121 °C por 20 minutos, foram ajustados em 5,8.

Ap6s inoculados, os embrides foram mantidos em sala de crescimento a

2742°C ¢ intensidade luminosa de 80 umol.s'.m™?, em fotoperiodo de 16 horas.

4.3 Analise estatistica das partes aéreas das plantulas

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
nove repeticdes em quatro parcelas, cada placa consistindo em uma parcela. A
avaliacdo do experimento foi realizada 6 e 7 meses apds o estabelecimento,
sendo avaliadas as caracteristicas numero de brotos, nimero de folhas, massa
fresca e massa seca. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
software SISVAR (Ferreira, 2000). Os efeitos dos tempos (tratamentos) foram
comparados pelo Teste Scott-Knott, a 5%.
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4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

No Laboratorio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-Estrutural, as
amostras de folhas de ambos os cultivos foram fixadas em Karnovsky (1965)
modificado: glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2% em tampdo cacodilato de sodio
0,05 M, pH 7,2 por um periodo de 24 horas.

Posteriormente, as folhas, caules e raizes foram fixados em Karnovsky
modificado [glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%)] em tampao
cacodilato 0,05 M, pH 7,0, por 24 horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram colocados em glicerol 30%, por 30
minutos e cortados em nitrogénio liquido com bisturi. Os fragmentos foram
lavados trés vezes (10 minutos) em tampao cacodilato 0,05 M e pos-fixados em
solucdo de tetroxido de 6smio 1%, por 1-2 horas. Em seguida, foi realizada a
desidratagdo em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%), por 10 minutos e
em 100%, por 2 vezes de 10 minutos.

Posteriormente, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto
critico por meio de CO, liquido para completar a secagem. Os espécimes obtidos
foram montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono dupla face
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e observados
em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40XVP. Diversas imagens
para cada amostra foram geradas e registradas digitalmente, a aumentos

variaveis, nas condi¢oes de trabalho de 20 Kv ¢ distancia de 9 mm.
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4.5 Analise estatistica da anatomia foliar

A freqiiéncia estomatica baseou-se em eletromicrografias de diferentes
areas foliares da superficie abaxial, observando-se a média entre o numero das
plantas variantes e ndo-variantes in vitro. Para cada planta, foram determinados
os diametros polar e equatorial de 20 estomatos tomados aleatoriamente,
segundo metodologia proposta por Boeger & Wisniewski (2003). Para afericao
dos didmetros, foi utilizado o software LEO-32 v 4.0 2003.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quinze repetigdes para a variavel numero de estdmatos por mm’ e vinte
repeti¢oes para as variaveis mensuradas: didmetro polar, didmetro equatorial e a
relacdo didmetro equatorial/polar. Os dados foram submetidos & analise de
variancia pelo software SISVAR (Ferreira, 2000). Os efeitos dos tipos de cultivo

(in vitro e in vivo) foram comparados pelo Teste Scott-Knott, a 5%.

107



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo de plantulas de cafeeiro ‘Rubi’

Uma vez o embrido estabelecido no meio de desenvolvimento de partes
aéreas (M2) e sob as condigdes descritas na metodologia, observou-se a
ocorréncia de uma estrutura rudimentar, supostamente um calo compacto
organogénico, presente na regido da incisdo (Figura 4.2A).

O aspecto geral do crescimento de plantulas, formadas a partir de
embrides retirados de frutos em estadio verde-cana de Coffea arabica L. cv.
Rubi, pode ser observado na Figura 4.2.

As estruturas rudimentares, ou calos organogénicos, constituem-se de
forma parcialmente organizada que podem continuar a se multiplicar
definidamente, por brotacdes laterais (Figura 4.2B e 4.2C), que originam
estruturas semelhantes. Eventualmente, estas estruturas se transformam em
plantulas, dando origem as partes aéreas.

Apd6s um periodo de aproximadamente 60 dias, as plantulas apresentam-
se com varias ramificagcdes das partes aéreas ou brotagdes laterais, sendo estas
seccionadas e separadas individualmente (Figura 4.2D e 4.2E).

Ja as plantulas que se apresentavam individualizadas e com
desenvolvimento completo das partes aéreas (Figura 4.2B e 4.2C) foram
inoculadas em meio de enraizamento, havendo formagao de raizes com 120 dias
(Figura 4.2D), em meio e metodologia descritos por Santos (2001). Porém, de
acordo com Carvalho et al. (1999), houve 100% de enraizamento em todos os
tratamentos por eles testados, indicando que a aclimatizagdo de plantulas de

cafeeiro pode ser feita sem a necessidade de enraizamento in vitro.
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FIGURA 4.2 Propagagdo clonal de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi. A) Calo
compacto organogénico originado no hipocétilo por incisdo (13
dias de estabelecimento); B e C) brotacdes laterais por
organogénese indireta (28 dias); D e E) brotagdes laterais (60
dias); F) plantulas individualizadas em meio de desenvolvimento
das partes aéreas (90 dias). Barra: 1 mm. UFLA, Lavras, MG,
2008.
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Subseqiientemente, depois de 60 dias, novos repiques ocorreram nas
plantas que ainda apresentavam brotagdes laterais oriundas do calo compacto

por organogénese indireta (Figura 4.3A).

FIGURA 4.3 Propagagéo clonal de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi. A) A seta
indica uma plantula que continua a emitir brotagdes laterais, em
relacdo as outras em que se observou desenvolvimento
individual; B) plantulas individualizadas com desenvolvimento
completo da parte aérea; C) transferéncia das plantulas para meio
de enraizamento; D) plantulas com sistema radicular
desenvolvido apds 120 dias em meio de enraizamento. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Foram analisadas caracteristicas das partes aéreas das plantulas a partir
do sexto més de cultivo in vitro, para se avaliar o potencial regenerativo da

técnica de sec¢do e multiplicag@o clonal dos individuos (Tabela 4.1).
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Observa-se, pelos dados da Tabela 4.1, que ndo houve diferenca
significativa para a varidvel nimero de brotos ao decorrer dos meses, porém,

houve um decréscimo nas demais, de acordo com teste estatistico empregado.

TABELA 4.1 Valores médios em relagdo ao tempo de cultivo in vitro, de acordo
com as caracteristicas: numero de brotos, numero de folhas,
massa fresca ¢ massa seca das plantulas de C. arabica L. cv.
Rubi. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tempo N° de brotos N° de folhas  Massa fresca (g) Massa seca (g)
6 meses 3,52a 18,11 a 0,058 a 0,009 a
7 meses 2,63 a 11,11 b 0,043 b 0,005 b

* Médias seguidas de letra e niimero distintos diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott, a

5% de probabilidade.

O decréscimo no numero de folhas formadas, massa fresca e massa seca
durante o periodo em analise foi significativo (p<0,01), sendo menor no sétimo
més. Dessa forma sugere-se que tempos menores no cultivo e repique de
brotagdes advindas da propagacdo clonal de embrides zigdticos proporcionam
plantulas mais vigorosas.

Segundo Ramos et al (1997), gendtipos cuja capacidade produtiva é
classificada como alta apresentam peso de massa seca das folhas e comprimento
da parte aérea mais elevados.

Santos (2001), trabalhando com efeito do BAP no desenvolvimento de
plantulas originadas a partir da cultura de embrides de Coffea arabica e Coffea
canephora, observou que o aumento da concentragdo de BAP promove um
aumento no numero de folhas formadas. Constatou também que a adi¢do de

BAP, na concentragio de 12 mg L' (aproximadamente 53,29 pM), ao meio de
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cultura, proporciona um maior acréscimo no nimero de folhas para ‘Apoatd’ e
‘Topazio’.
Ainda segundo a autora, a utilizagdo de 12 mg L' de BAP proporcionou

um maior crescimento da parte aérea nas plantulas de ‘Acaid Cerrado’ e ‘Rubi’.

5.2 Andlise da anatomia foliar de plantulas de cafeeiro in vitro e in vivo

Os estomatos foram classificados como sendo, em sua maioria, do tipo
paracitico, de acordo com o formato e o arranjo das células subsidiarias (Figura
4.4).

Estes dados corroboram os obtidos por Carvalho et al. (2001) que,
trabalhando com cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catuai-Vermelho, de 50
estomatos observados, definiu 35 como sendo do tipo paracitico, enquanto, em
Coffea canephora Pierre ‘Conilon’, havia uma predominancia do tipo
actinocitico.

Tanto as plantas in vitro como as plantas in vivo apresentaram auséncia
total de tricomas (Figura 4.4A-D). Notou-se, nitidamente, a regularidade da cera
para as amostras in vivo (Figura 4.4C e 4.4D), enquanto as amostras in Vitro

apresentaram cera descamada e irregular (Figura 4.4A e 4.4B).
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FIGURA 4.4 Eletromicrografia de varredura dos estomatos da superficie abaxial
das folhas de cafeeiro (Coffea arabica L.) cv. Rubi cultivadas sob
as condi¢des: A ¢ B) in vitro e C e D) in vivo. UFLA, Lavras,
MG, 2008.

Esses resultados diferem dos de Lacerda et al. (2008) que trabalharam
com plantas variantes e ndo variantes somaclonais de bananeiras (Musa sp. Colla
cv. Prata-and). Segundo estes autores, na superficie abaxial, a descamagdo de
cera ¢ evidente somente nas plantas variantes de ambos os materiais (in vitro e in
Vvivo), podendo atuar dessa forma como marcador morfoanatémico.

Diferengas nas ceras podem estar relacionadas aos constituintes da
cuticula foliar que, de acordo com Albert & Filho (2002), podem ser divididos
em componentes hidrofobicos (cera), semi-hidrofobicos (cutina) e hidrofilos

(pectinas e celulose). Entdo, se a cera ¢ um componente hidrofébico, sua fungao
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esta relacionada ao controle da evaporagdo. Como exemplo, a cuticula em
condi¢Oes aridas funciona como uma membrana extracelular em toda a area
foliar, promovendo uma barreira entre a planta e o meio ambiente, agindo
primariamente como uma barreira contra a evaporagdo excessiva (Cameron et
al., 2000).

Ainda segundo Cameron et al. (2006), as ceras cuticulares consistem de
séries homologas de longas cadeias de acidos graxos, alcodis, aldeidos, alcanos,
ésteres e compostos orgénicos ciclicos. Estes concordam com outros autores ao
discutirem uma correlagdo indicando que o aumento da cera reduziria a
condutancia epidérmica de algumas plantas. Da mesma forma, a diminuigdo da
cera aumentaria a condutancia.

O numero médio de estomatos, bem como os dados relativos aos
diametros polares e equatoriais e a relacdo entre eles de acordo com as

condi¢Oes de cultivo in vivo e in vitro, sdo apresentados na Tabela 4.2.

TABELA 4.2 Valores médios para as caracteristicas: (DE) diametro equatorial,
(DP) diametro polar, (DE/DP) relagdo didmetro equatorial/polar e
numero de estomatos por mm® de C. arabica L. cv. Rubi. UFLA,

Lavras, MG, 2008.
DE DP DE/DP NUmero médio de
Tipo de cultivo UM estbmatos (mm?)
In vitro 234 a 23,65a 1,00 a 299,66 b
In vivo 21,6 a 24,75 a 0,87b 367,84 a

*Médias seguidas de letra e numero distintas diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade

Em relagdo aos didmetros polares e equatoriais, ndo houve diferencas

significativas entre os cultivos in vitro e in vivo (de campo).
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Como se pode observar, houve diferenca significativa (p<0,01) entre a
relacdo didmetro equatorial/polar, indicando maior simetria dos estdmatos
(células-guarda + ostiolo) na condigdo de cultivo in vitro.

O namero médio de estobmatos por mm? foi diferente, significativamente,
(p<0,01) entre os cultivos, sendo maior no material in vivo.

De acordo com Lee & Wetzstein (1988) e Sciutti & Morini (1995), ha
evidéncias de uma maior funcionalidade dos estomatos com formato elipsoide
em relagdo aos de formato mais arredondado.

De acordo com Faria et al. (2000), fatores ambientais podem alterar,
dentro de certos limites, o numero de estomatos por unidade de area foliar, fato
este comprovado por Ferris & Taylor (1994), relacionando mudangas na
anatomia foliar, como a densidade estomatica, por incrementos de CO,

atmosférico.

5.3 Andlise da anatomia do caule de plantulas de cafeeiro in vitro e in vivo
Caules provindos de plantas de cafeeiro com 1 ano de estabelecimento

em meio de cultura foram utilizados como material in vitro. O caule in vitro

mostrou uma grande quantidade de tricomas, os quais, in Vivo (de campo), ndo

foram encontrados (Figura 4.5).
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FIGURA 4.5 Eletromicrografia de varredura dos caules de cafeeiro (Coffea
arabica L.) cv. Rubi cultivado sob as condigdes: A e B) in vitro e
C e D) invivo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Os tricomas, tal como a cuticula e estdmatos, também se manifestam de
diferentes maneiras de acordo com as condi¢des oferecidas as plantas (Fidelis et
al., 2000; Silva et al., 2005). Organiza¢cdes morfoanatdmicas dos tecidos e
6rgdos vegetativos foram diferentes em fungdo da origem do material: in vivo
(de campo) e in vitro.

Com base nas eletromicrografias obtidas em Coffea arabica L. cv. Rubi,
foi observado que as estruturas desenvolvidas in vitro e in vivo apresentaram
organizagdes morfoanatdmicas diferentes. Devido ao ressecamento do meio pelo
longo periodo de cultivo in vitro, supomos uma relagao de estresse hidrico e a

presenca de tricomas caulinares.
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5.4 Analise da anatomia da raiz de plantulas de cafeeiro in vitro
As eletromicrografias do sistema radicular obtido in vitro apresentam

estrutura pelifera (Figura 4.6A) e estruturas mais robustas (Figura 4.6B).

FIGURA 4.6 Eletromicrografia de varredura de raiz de cafeeiro (Coffea arabica
L.) cv. Rubi de plantula cultivada in vitro: A) Nota-se em maior
campo as zonas piliferas ricas em pélos radiculares e B. regido
superior a zona pelifera, com estruturas mais robustas. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Barry-Etienne et al. (2002), por meio de MEV, demonstraram
diferencas entre radiculas de Coffea arabica L. formadas in vitro em meio semi-
solido e radiculas formadas em substrato horticultural, indicando a ocorréncia de
raizes secundarias somente na condigdo ex vitro. Segundo Mayer et al. (2008),
em Cymbidium, na raiz da planta matriz, ¢ possivel observar a auséncia de pélos
radiculares ¢ maior didmetro. Ao contrario, a planta cultivada in vitro dessa
orquidea apresenta grande quantidade de pélos radiculares e menor didmetro.

Apesar da caracteristica presenga e auséncia de raizes na cultura in
vitro de embrides nio ter sido avaliada estatisticamente, observou-se sua rara
ocorréncia nessa forma de cultivo. De acordo com Barry-Etienne et al. (2002), o

sistema radicular de Coffea arabica L., além de desenvolver-se bem ex vitro, é
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mais freqiiente, apresentando caracteristicas qualitativas similares as do sistema
radicular de mudas. Uma situa¢do similar foi observada também com a
regeneracdo in vitro em mudas de maga (Mallus domestica) (Diaz-Pérez et al.,
1995).

Este trabalho servira como base para futuras pesquisas com a
transformagdo genética de cafeeiro no Laboratério Central de Biologia
Molecular, pois a adequag@o de protocolos eficientes para a propagacdo clonal

sustenta a obtencdo de populagdes de plantas transformadas.
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6 CONCLUSAO

Plantulas obtidas a partir de embrides zigéticos imaturos de C. arabica
L. cv. Rubi apresentam caracteristicas favoraveis a propagagdo in vitro desse
explante.

Organizagdes morfoanatdmicas dos tecidos e 6rgdos vegetativos foram

diferentes em fungdo da origem do material: in vivo (de campo) e in vitro.
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CAPITULO 5 Expressdo in silico de genes candidatos para a SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) em Coffea arabica L.
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1 RESUMO

LACERDA, Guilherme Aratjo. Expressao in silico de genes candidatos para a
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) em Coffea arabica L. In:

. Obtencéo e caracterizacéo de calos e plantulas a partir de embrides
zig6ticos imaturos de Coffea arabica L. e andlise in silico do gene SERK.
2008. Cap.5, p.123-144. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

Estudos sobre a ontogénese dos embrides zigdticos e do processo de
embriogénese somatica, nos seus aspectos fisioldgicos e bioquimicos
complementados com a caracterizagdo molecular, tornam os protocolos de
cultivo in vitro menos empiricos e mais eficientes. No presente trabalho, foi
avaliada a expressdo in silico de genes candidatos para a proteina SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), visando a sua futura utilizagdo como
marcador molecular estadio-especifico. Essa estratégia pretende otimizar o
estudo da calogénese e da embriogénese somatica em Coffea arabica L., na
distingdo de tecidos totipotentes. Foi realizada uma busca por provaveis genes
dentro do banco de dados CAFEST em C. arabica, baseados na similaridade
com a seqiiéncia de Coffea canephora para SERK. Apds o processo de busca € a
selecdo de reads relacionados as seqiiéncias, foram realizados a montagem dos
EST-contigs, o alinhamento entre seqiiéncias ¢ a analise filogenética. A analise
de motifs de agrupamento pelo MEME/MAST revelou seqiiéncias contendo
dominios de aminodacidos relacionados a SERK. O perfil de expressdo obtido
pelo Northern Eletronico revelou uma maior expressdo das seqiiéncias nas
bibliotecas de calos e células em suspensdo como se esperava, devido a
competéncia celular esperada desses materiais. Tecidos que apresentam
totipoténcia como fontes de explantes, como hipocoétilo, sementes, gemas florais,
frutos e folhas, também foram visualizados contendo expressdes desses genes
candidatos. Foi possivel identificar 12 seqiiéncias provaveis (7 contigs e 5
singlets) relacionadas a SERK no banco de dados do CAFEST para Coffea
arabica L. Desses, pelo menos C9 apresenta fortes indicios de similaridade com
a proteina SERK de C. canephora.

“Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun Junior
(Co-Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

LACERDA, Guilherme Aragjo. In silico expression of genes candidates for
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) in Coffea arabica L. In:

. Obtaining and characterization of calluses and plantules starting
from immature zygotic embryos of Coffea arabica L. and gene SERK in
silico analysis. 2008. Cap.5, p.123-144. Thesis (Doctor’s degree in Plant
Physiology)-Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Studies on the ontogenesis of the zygotics embryos and of the process of
somatic embryogenesis, in their physiologic and biochemical aspects
complemented with the molecular characterization, they turn the protocols of
cultivation in vitro less empiric and more efficient. In the present work the in
silico expression of genes was evaluated candidates for the protein SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) seeking his future use as stage-
specific molecular marker. That strategy intends to optimize the study of the
callogenesis and somatic embryogenesis in Coffea arabica L. in the distinction
of fabrics totipotents. A search was accomplished by probable genes inside of
the database CAFEST in C. arabica based on the similarity with the sequence of
Coffea canephora for SERK. After the search process and reads selection related
to the sequences, the assembly of EST-contigs, alignment between sequences
and phylogenetic analysis was accomplished. The analysis of grouping motifs
for MEME/MAST revealed sequences containing domains of related amino
acids SERK. The expression profile obtained by Electronic Northern revealed a
larger expression of the sequences in the libraries of calluses and cells in
suspension as if he waited, due to expected cellular competence of those
materials. Woven that present totipotence as explantes sources as hypocotyls,
seeds, floral buds, fruits and leaves were also visualized containing expressions
of those genes candidates. This way, it was possible to identify 12 probable
sequences (07 contigs and 05 singlets) related to SERK in the database of
CAFEST for Coffea arabica L. Of the which at least C9 presents strong
similarity indications with the protein SERK of C. canephora.

"Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun Junior
(Co-adviser) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A embriogénese somadtica constitui um exemplo da expressdo da
totipotencialidade, na qual as células vegetais possuem a capacidade de
regenerar individuos completos a partir de uma Unica célula. A sua utilizagdo
como técnica para propagacdo clonal tem sido tema de diferentes estudos e
revisdes (Santa-Catarina et al., 2001; Quiroz-Figueroa et al., 2006). Entretanto, a
embriogénese constitui um modelo bastante interessante para estudos basicos de
fisiologia, biologia celular, bioquimica, genética da diferenciagao e morfogénese
em vegetais.

Estudos utilizando esta abordagem t€m sido realizados em especial com
abordagens morfolégicas e cito-histologicas (Cangahuala-Inocente et al., 2004).
Neste aspecto, deve-se destacar a importancia de estudos sobre a ontogénese dos
embrides zigoticos e do processo de embriogénese somatica, nos seus aspectos
fisiologicos e bioquimicos, complementados com a caracterizagdo molecular,
tornando os protocolos de cultivo in vitro menos empiricos e mais eficientes.

Um dos primeiros genes descritos como envolvidos na expressdo da
competéncia celular foi o Somatic Embryogenesis Receptor Kinase (DcSERK)
(Schmidt et al., 1997), em cultura de tecidos de Daucus carota. A expressdao do
gene SERK tem sido utilizada como um marcador, dentro de uma populagio de
células embriogénicas competentes ¢ ndo competentes (Santa-Catarina et al.,
2004). Esta situacdo também foi identificada para outros sistemas, como
Arabidopsis (AtSERK1) (Hecht et al., 2001), Dactylis glomerata (DgSERK)
(Somleva et al., 2000) e Medicago trunculata (MtSERK1) (Nolan et al., 2003).

A identificag¢do do gene SERK in silico para posterior utilizagdo in vitro
permitiria uma melhor compreensdo dos aspectos basicos desses processos de
desenvolvimento em Coffea arabica, além de propiciar a possibilidade de

otimizacdo de sistemas e protocolos de embriogénese somadtica para fins
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aplicados e biotecnologicos. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
analisar a expressdo in silico de genes candidatos para a proteina SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), relacionados a sua utilizagdo como
marcadores moleculares estddio-especificos, como estratégia para o estudo da

calogénese e embriogénese somatica em Coffea arabica L.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ldentificagdo de seqiiéncias para o gene SERK

As seqliéncias identificadas como SERK candidatos tiveram como fonte
de dados o banco de ESTs gerado pelo Projeto Genoma Café Brasileiro (Vieira
et al., 2006). Por meio da interface Gene Project’, foi possivel procurar por
reads, montar clusters e analisar os provaveis genes para SERK. Inicialmente,
realizou-se uma busca por palavra-chave, no caso SERK, tendo em vista que
todos os reads haviam sido previamente anotados automaticamente por
comparacdo com o banco de genes do NCBI (National Center for Biotechnology
Information®).

Um segundo tipo de busca foi realizado por meio da ferramenta Basic
Local Alignament Search (BLAST), utilizando-se uma sequéncia de proteina
SERK ja identificada e publicada para Coffea canephora (Santos et al., 2007).
Assim, por meio da ferramenta tBLASTN (Altschul et al., 1997), foram
comparados os aminoacidos da fita consenso SERK, com os nucleotideos
traduzidos do banco de dados e selecionados todos os reads que apresentaram
alinhamento significante (E-value>107).

Dessa forma, os mais de 67 reads encontrados foram agrupados em
clusters, formando os 09 EST-contigs e 17 EST-singlets sendo submetidos a
anotacdo manual. Para a verificagdo da similaridade por BLAST com a SERK,
inspecionaram-se as seqiiéncias montadas com o programa InterProScan’. Todos
os EST-contigs identificados como SERK apos a anotagdo, foram usados para
uma terceira busca no banco CAFEST, utilizando-se a ferramenta BLASTN,

visando encontrar novas seqiiéncias de genes para SERK, bem como corrigir

> http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe
® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
" http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/
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clusters incompletos. Esse processo, também chamado de saturagdo, foi repetido
até que ndo se encontrasse mais nenhum novo read significante. Aquelas que
apresentavam baixo E-value, ndo contendo nenhum dominio conservado
completo, foram desconsideradas, obtendo-se, assim, 07 EST-contigs e 05 EST-

singlets.

4.2 Anélise filogenética

O alinhamento entre os EST-contigs do CAFEST com a seqiiéncia do
SERK de Coffea canephora do NCBI foi feito pelo programa ClustalW
(Thompson et al., 1994) com os parametros padrdes (default) e utilizando-se as
seqiliéncias de aminoacidos deduzidas.

A arvore filogenética foi feita pelo programa MEGA 4 (Tamura et al.,
2007), com o modelo de comparagdo Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987),
método de p distance e supressdo pair-wise. A validade da arvore quanto a
distancia filogenética dos clusters pode ser medida pelo teste probabilistico de

bootstraps (Sitnikova et al., 1995).

4.3 ldentificagdo de motifs comuns de agrupamento

Para descobrir motifs de agrupamento entre as seqiliéncias para SERK
selecionadas no CAFEST, utilizou-se o programa MEME (Multiple Expectation
Minimization for Motif Elicitation, http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html/)
versao 3.5.4 (Bailey et al., 2006), empregando-se os pardmetros: qualquer
namero de repetigdes de motifs, maximo de 20 motifs por seqiiéncia e tamanho
para cada um deles entre 6 e 200 aminoacidos. Para a interpretagdo dos
resultados do MEME, tem-se uma correl¢do entre as cores dos motifs com a

classifica¢do dos aminoacidos (Tabela 5.1).
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TABELA 5.1 Classificagdo dos aminoacidos para analise dos resultados do
programa MEME (Multiple Expectation Minimization for Motif
Elicitation, http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html/)  versdo
3.5.4 (Bailey et al., 2006). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Aminoacidos Cor Propriedades

A,CF,LL,V,WeM Azul Mais hidrofébicos (Kyte & Doolittle, 1982)
N,Q,S, T Verde Polares, ndo-carregados, residuos ndo-alifaticos
D,E Magenta Acidos

K, R Vermelho Carregados positivamente

H Rosa

G Laranja

P Amarelo

Y Turquesa

4.4 Northern eletrénico

Primeiramente, foram calculadas as freqiiéncias de reads formadores de
cada EST-contigs que apareciam expressos nas bibliotecas. Esse procedimento
exigiu que os dados de expressdo dos reads nas bibliotecas (Vieira et al., 2006)
fossem previamente normalizados, ja que as bibliotecas formadas ndo possuiam
o mesmo tamanho. O procedimento para a normalizagdo consistiu em
multiplicar cada read pela razdo entre o niimero total de reads de todas as
bibliotecas e o nimero de reads da biblioteca na qual aparecia expresso. Com os
dados foi feita uma matriz, relacionando clusters e bibliotecas, posteriormente
langada nos programas Cluster e TreeView (Eisen et al., 1998). Os EST-contigs
e os EST-singlets das bibliotecas foram agrupados por hierachical clustering e
os resultados de expressdo foram apresentados em uma escala cinza, em que
expressdo zero ou negativa foi representada por coloracdo mais clara, sendo
aumentada gradativamente até atingir o preto, que representava o grau maximo

de expressao positiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do processo, obtiveram-se 7 EST-contigs e 5 EST-singlets para

SERK que, depois de anotados, foram corrigidos quanto a problemas de

seqiilenciamento ¢ montagens erroneas. Das 8 seqiiéncias, todas demonstraram

certa similaridade com dominios relacionados a proteina SERK, sendo

comparadas a banco de dados publicos.

Analisando-se as relagdes filogenéticas encontradas, observaram-se dois

grupos iniciais distintos no dendograma, em que as candidatas obtidas no

CAFEST e caracterizadas in silico se agruparam com os polipeptidios para

SERK de Coffea canephora (Figura 5.1).
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FIGURA 5.1 Dendograma de similaridade relacionando seqiiéncias candidatas
de aminoacidos para a SERK. As seqiiéncias mineiradas no
CAFEST estdo representadas por (¢) EST-contigs e (¢) EST-
singlets. A seqiiéncia de C. canephora esta representada por seu
acesso no NCBI. Valores de bootstrap menores que 50% foram
omitidos. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Por meio do dendograma (Figura 5.1), observou-se a formagdo de dois
grupos distintos ¢ um singlet (S11) atuando como grupo externo (outgrup).
Nota-se que o contig C9 (443 aas) se destaca dos demais no dendograma (Figura
5.1) pela sua similaridade com a seqiiéncia de C. canephora (286 aas) (Santos et
al., 2007). Isso pode estar relacionado ao fato de esta seqiiéncia apresentar maior
identidade = 178/227 (78%), positivos = 188/227 (82%) e gaps = 15/221 (6%,
verificados pelo método de matriz ajustada do BLAST (Altschul et al., 2005). O
alinhamento parcial demonstrando a regido de identidade pode ser visualizado

na Figura 5.2.

65 75 85 95 105 115
ABN42681 LsfiinIssile Fnarls EadgriEE Myvaeggafly LOLCGPVIGR PCPGSEEFEY
co i 7. Tiegon 1. Off v I DL SN Ll RN PENGS F SILE TP T SFRNN RS -HLDPTEVER
R O I I B
125 135 145 155 165 175
amnazes  EEEFVEREPT ATRECIEEE DAL
EEEE sarE e ALLrAAPALS ¥ EDVp A
Sl woradfi o] e catied] e e o] ashais e wa e |
185 195 205 215 225 235
ABN42651 VKRLKEERTS
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FIGURA 5.2 Alinhamento parcial mostrando a regido de identidade entre as
seqliéncias protéicas do contig C9 e o acesso ABN42681 de
Coffea canephora por meio do software Bioedit (Hall, 1999).
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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A composi¢do dos aminoacidos constituintes foi obtida por meio do
software BioEdit (Hall, 1999) das seqiiéncias protéicas traduzidas a partir do
contig C9 (Figura 5.3A) e do acesso ABN42681 de Coffea canephora (Figura
5.3B).

A Amino Acid Composition
ce

Mol %

Aa C Asp Gu Phe G Has e L Leu Met Asn Pro G Arg Ser Thr Val Trp T
¥e L Ll L
Apmnp Acd

Alm Cys Asp G Phe Gy Hs S Lys Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr Val Tp Tyr
Aming Acid

FIGURA 5.3 Composi¢do dos aminoacidos constituintes através do software
BioEdit (Hall, 1999) das seqiiéncias protéicas traduzidas a partir
do contig C9 (A) e do acesso ABN42681 de Coffea canephora
(B). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Observou-se, em ambas as seqiiéncias protéicas, uma concentracao
superior do aminoacido leucina (Leu), 12,64% e 13,29%, para C9 e ABN42681,
respectivamente, em relagdo aos demais aminoacidos. Este resultado relaciona-

se ao fato de estas seqiiéncias possuirem uma relagdo com o gene que codifica
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para SERK, possuindo uma leucine-rich repeat e a receptor-like Kinase protein
(Shmidt et al., 1997).

As receptor-like Kinases (RLKs) atuam em varias rotas do crescimento,
desenvolvimento e reagdes de defesa das plantas. Como exemplos, t€m-se
controle do meristema, sinalizacao fitohormonal, resisténcia a doengas ¢ auto-
reconhecimento (Tichtinsky et al., 2003).

As RLKs consistem em quatro dominios distintos, um peptideo sinal N-
terminal, um dominio receptor extracelular, um tinico dominio transmembrana e
uma proteina citoplasmatica dominio quinase com especificidade com
serina/treonina (Ito et al., 2005). Ligando um ligand a um dominio extracelular
de uma RLK, induz-se a ativa¢do de seu dominio citoplasmatico quinase que
conduz a sua autofosforilagdo, como também transfosforilacio do substrato
protéico. As proteinas de transducao fosforiladas adicionam o sinal para induzir
uma resposta especifica para o ligand. Embora genes de RLKs constituam uma
familia muito grande no genoma vegetal, varios genes foram clonados de varias
espécies de plantas, mas a elucidacdo de suas fungdes ainda esta limitada
(Tichtinsky et al., 2003).

As RLKs de plantas sdo divididas em varios grupos, como LRR-RLK,
S-domain-RLK, EGF-repet-RLK e varios outros grupos (Shiu & Bleecker,
2001). LRR-RLK ¢ dividido, mais adiante, em varias subfamilias, como a LRR
II. Os membros desta subfamilia t€ém varios nlimeros pequenos de repeticdes
ricas em leucina (Figura 5.3 e Tabela 5.2) no dominio de receptor deles ou,
mesmo, nenhum dominio. Logo, a familia de proteinas quinases SERK pertence
a subfamilia LRR II e atua na competéncia embriogénica (Ito et al., 2005).

De acordo com Marchler-Bauer et al. (2007), o CDD (Conserved
Domain Database) ¢ parte do sistema de entrada de dados do NCBI e atua como

uma busca primaria na anotagdo de dominios conservados de proteinas. A partir
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desse banco de dados, foram localizaods os dominios conservados para as

seqiiéncias candidatas e o acesso de Coffea canephora (Tabela 5.2).

TABELA 5.2 Dominios conservados para as seqiiéncias candidatas para proteina
SERK de acordo com a base de dados CDD do NCBI (Marchler-
Bauer et al., 2007). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Os motifs de agrupamento dentro das seqliéncias para SERK sdo
mostrados na Figura 5.4, em que os padrdes conservados aparecem nos EST-

contigs e nos EST-singlets, seguidos pelos demais motifs caracteristicos de cada
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FIGURA 5.4 MEME (Multiple Expectation Minimization for Motif Elicitation,
http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html) para provaveis
seqiiéncias para SERK. Os pardmetros utilizados foram: numero
de repeti¢des qualquer, maximo niimero de motifs 20 e amplitude
otima entre 6 ¢ 200. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Como se observa na Figura 5.4, o gene candidato C9 apresentou
Combined P-value = 0,00e+00, demonstrando, de acordo com Bailey et al.
(2006), que, dentre as seqiiéncias analisadas pelo MEME, esta se apresenta com
maiores probabilidades de serem similares a seqiiéncias do banco de dados.

A analise de motifs de agrupamento pelo MAST (Motif Alignment and
Search Tool) revelou 3 seqiiéncias (motifs 1, 2 e 4) contendo mais de 50
aminodcidos. Esses motifs maiores foram anotados pelo SMART (Simple Motif
Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de/), tendo somente os
motifs 1 e 2 apresentado homologia com dominios de aminoécidos relacionados

as seqiiéncias candidatas para SERK (Tabela 5.3).
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TABELA 5.3 Dominios conservados para as motifs obtidos pelo MEME,
visualizados no MAST e anotados pelo SMART. UFLA, Lavras,

MG, 2008.

Motif Dominios Nome Inicio Fim E-value

1 LRR SD22 Leucine-rich repeat, SDS22-like
subfamily 66 98  1.84e+02

LRR _TYP[I Leucine-rich repeats, typical (most
populated) subfamily 66 90  3.65¢+01

LRR _RI[] Leucine-rich repeat, ribonuclease
inhibitor type 90 113 2.18e+03
2 TyrKel] Tyrosine Kinase, catalytic domain 43 113 2.55e+03

De acordo com Bailey et al. (2006), um motif ¢ um padrdo de sucessdo
que acontece repetidamente em um grupo de proteinas relacionadas ou
seqiiéncias de DNA. O MEME, entdo, representa motifs como matrizes de
aminoacido-probabilidade (Figura 5.4) posi¢do-dependentes que descrevem a
probabilidade de cada possivel aminoacido a cada posi¢do no padrdo. Motifs de
MEME individuais ndo contém aberturas. Padrdes com aberturas de
comprimento variavel e fendas por MEME em dois ou mais motifs separados.

O perfil de expressao obtido pelo Northern Eletronico (Figura 5.5)
revelou uma maior expressdo das seqiiéncias na biblioteca (Vieira et al., 2006)
de calos e células em suspensdo, devido a competéncia e a totipoténcia esperada
desses materiais. Tecidos que apresentam totipoténcia como fontes de explantes
como hipocotilo, sementes, gemas florais, frutos e folhas também podem ser

visualizados contendo expressoes desses genes candidatos.
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FIGURA 5.5 Northern eletronico representando, por meio de escala de cinza,
os niveis de expressdo dos EST-contigs e EST-singlets nas
diferentes bibliotecas (Vieira et al., 2006).

Observou-se, por meio do no Northern eletrénico (Figura 5.5), que os
contigs C1, C2 e C7 ndo seriam bons marcadores do processo de diferenciagdo
do calo embriogénico e ndo-embriogénico, de acordo com as bibliotecas obtidas
por Vieira et al. (2006). O singlets6 atuaria, entretanto como possivel marcador
molecular de um calo ndo-embriogénico. Ja, assim como os resultados
posteriores, o contig C9 aparece com um possivel marcador da caracteristica
embriogénica, mesmo tendo se expressado em intensidade menor que sua
ocorréncia na biblioteca de folhas maduras de C. arabica. Tal fato pode estar
relacionado ao fato de o gene SERKI1 ter sido expresso no procambio de bainhas
vasculares de varios tecidos vegetativos como folhas, caules e raizes (Hecht al.,
2001; Kwaaitaal et al., 2005). SERKI1 ¢ expresso tanto em tecidos reprodutivos
quanto na bainha vascular de plantulas (Albrecht et al., 2005; Kwaaitaal et al.,
2005), corroborando, assim, a ocorréncia de C9 na biblioteca (Vieira et al.,

2006) de sementes em germinacao (Figura 5.5).
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A expressdo de C9 em bibliotecas como suspensdo celular tratada com
NaCl e em pool de tecidos em déficit hidrico demonstra um possivel carater de
sinalizacao a estresses abioticos.

Salienta-se, entretanto, que a expressdo desses homologos ndo ¢
especifica para marcar células competentes para formar embrides, mas esta
também envolvida no processo que confere a competéncia embriogénica,
podendo ser um componente da via de sinalizagdo da embriogénese
especialmente durante os estadios iniciais de desenvolvimento (Ikeda et al.,
2006). As células competentes podem conter um receptor inativo, que pode ser
ativado pela presenga de algum fator que aciona o programa genético da
embriogénese (Fehér et al., 2003; Nolan et al., 2003). Agregados celulares de
Ocotea catharinensis cultivados, com a competéncia a embriogénese, foram
associados a expressdo do gene SERK (Santa-Catarina et al., 2004). Ficou

evidenciado que, para este sistema, € possivel a utilizacdo da expressdo do gene

SERK como um marcador para o reconhecimento das células competentes.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel identificar 12 seqiiéncias (7 contigs e 5 singlets)
relacionadas a SERK no banco de dados do CAFEST para Coffea arabica, com
alta similaridade a seqiiéncia de Coffea canephora. Desses, pelo menos C9
apresenta os mais fortes indicios de ser a seqiiéncia de interesse. O SERK atua
em C. arabica como marcador molecular em eventos relacionados a
embriogénese zigodtica e somatica, assim como na totipoténcia de explantes

relacionados.
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ANEXOS

TABELA 1A. Meio nutritivo MS. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Solucdo

Volume da SE

estoque Compostos Concentrag:é_(l) adicionada ao Concentrag:io
(SE) da SE (mg L") meio (mL) final (mg L)
1 NH4NO, 82500 20 1650,00
2 KNO; 95000 20 1900,00
H;BO; 1240 6,20
KH,PO, 34000 170,00
3 KI 166 5 0,83
Na,Mo00,.2H,0 50 0,25
CoCl,.6H,O 5 0,025
4 CaCl,.2H,0 8800 50 440,00
MgS0,.7H,0 74000 370,00
5 MnS0,.4H,0 4460 5 22,30
ZnS04.7H,0 1720 8,6
CuS0,.5H,0 5 0,025
6 Na,EDTA.2H,0 7450 5 37,25
FeS04.7H,0 5570 27,85
Tiamina HC1 50 0,50
Vitaminas  Piridonina HCI 50 10 0,50
Ac. nicotinico 50 0,50
Aminoacido Glicina 80 25 2,00
Hexitol Mio-inositol 2000 50 100,00
Actlicar Sacarose (3%) -- -- 30000,00
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TABELA 2A. Estimativas dos parametros para o modelo binomial para a
variavel nimero de explantes com calos presentes e ausentes.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Parametros Estimativa Erro padréao
Intercepto (2,4-D) -0,51114 0,64865
BAP -6,08383 2,47163
CIN -2,36034 1,68264
TDZ -1,02545 0,99449
CONCENTRACAO -0,00131 0,04787
BAPx C 0,43926 0,15963
CINxC -0,06591 0,1524
TDZ x C 0,15401 0,07565
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TABELA 3A. Avaliagdo do crescimento dos calos obtidos a partir de embrides
zigoticos imaturos de Coffea arabica L. cv. Bourbon Amarelo.
In = logaritmo neperiano; TCM = taxa de crescimento médio.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

% de
Tempo (dias) Peso médio (gramas) In TCM crescimento

0 0,0009 -6,94 0 0
15 0,0176 -4,03  0,1939 94,54
30 0,0434 -3,13  0,0601 59,44
45 0,0562 -2,87  0,0172 22,77
60 0,0644 -2,74  0,0090 12,73
75 0,0638 -2,75  -0,0006 -0,94
90 0,0532 -2,93  -0,0121 -19,92
105 0,0567 -2,86  0,0043 6,25
120 0,0534 -2,92  -0,0040 -6,27
135 0,0302 -3,49  -0,0379 -76,82
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TABELA 4A. Estimativas dos parametros para o modelo Poisson para a variavel

numero de brotos na regido da incisdo. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Parametros Estimativa Erro padréo
Intercepto (BAP) -1,3050 0,5462
REGULADOR TDZ  -1,1985 0,4925
CONCENTRACAO  0,0859 0,0344

TABELA 5A. Estimativas dos parametros para o modelo Poisson para a variavel

numero de folhas dos brotos na parte incisada (hipocoétilo) do
embrido. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Parametros Estimativa Erro padrao
Intercepto (BAP) -0,38859 0,49978
CONCENTRACAO 0,09331 0,03437

TABELA 6A. Estimativas dos pardmetros para o modelo Poisson para a variavel

numero de folhas da parte aérea (cotiledonar) do embrido.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Parametros Estimativa Erro padréo
Intercepto (BAP) 1,3995 0,1677
REGULADOR CIN -0,2366 0,2548
REGULADOR TDZ -0,2228 0,2591
I(C) 0,0657 0,0112
REGULADOR CIN:I(C)  -0,0364 0,0174
REGULADOR TDZ:I(C) -0,0581 0,0182
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TABELA 7A. Estimativas do modelo com interacdo Regulador x Dose x Dias.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Parametros do Categorias

modelo 0 1 2 3 4 5
Intercepto (*) -4,13759 1,59758 1,64290 -0,32352 -0,61556 -2,65718
BAP 8,03860 3,73602 2,13379 0,53030 1,60038 3,26756
CIN 3,40508 2,41597 0,57682 0,99603 0,92512 4,15912
TDZ 1,65772 5,25996 4,89815 3,91667 3,18411 3,94161
Dose 0,07258 0,01048 -0,14287 -0,19622 -0,09414 -0,15731
Tempo -0,08231 0,00607 -0,02751 -0,00940 0,00106 0,02179
BAP x Dose -0,47804 0,06010 0,17099 0,30776 0,17945 0,25662
CIN x Dose 0,01058 0,19094 0,29599 0,36083 0,18533 -0,07918
TDZ x Dose 0,15293 0,20740 0,32281 0,46675 0,38322 0,41183
BAP x Dias 0,00527 0,00167 0,02487 0,02538 -0,00046 0,00786
CIN x Dias 0,07747 0,00278 0,03630 0,03231 0,01567 -0,03307
TDZ x Dias 0,06979 -0,03502 -0,01717 0,00911 -0,00543 -0,01940
Dose x Dias 0,00110 -0,00959 0,00053 0,00104 -0,00043 -0,00076

BAP x Dose x Dias 0,00320 0,00662 -0,00184 -0,00175 -0,00003 -0,00114
CIN x Dose x Dias -0,00182 0,00811 -0,00171 -0,00224 -0,00243 0,00136
TDZ x Dose x Dias -0,00208 0,00770 -0,00155 -0,00253 -0,00117 -0,00016

*Q intercepto ¢ formado da interacdo do regulador 2,4-D com as dose e dias na categoria -1.
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