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RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho analisar as caraatedsthistologicas,
moleculares e a capacidade de regeneracdo de s@spercelulares
embriogénicas, bem como a otimizacdo de um pratopara producdo de
sementes sintéticas a partir de embrides somadied@s arabicacv. Catigua
N&o foram observadas diferencas nos aspectos dgstos das amostras
analisadas, bem como na relacdo da expressdo des gealisados com o
potencial regenerativo das ECS. Contudo, foi pesgibservar uma relagéo
transiente de inducdo en®B8B e SERK altos niveis de expressdo SIERKnos
diversos estadios de desenvolvimento dos embrniesis basais de expressao
doWUSem todas as amostras de ECS mostrando-se sigimditente expresso
a partir do estadio cordiforme/torpedo. Foi podstlentificar que linhagens de
ECS tidas como embriogénicas pelo aspecto visual sgd comportaram da
mesma maneira quanto aos padrées de regeneracsiqpeliguisas realizadas
observou-se que a maturacéo dos embries em meld Ni@mido é favoravel
para a obtencéo de embriGes somaticos no estadextoe cotiledonar, frente a
este mesmo meio no estado sdlido. Em relacdo augiiodde sementes
sintéticas, resultados apontam para a utilizacadédaica convencional de
encapsulamento, porém com a adicdo de solucadivautbEV na matriz de
encapsulamento, para uma taxa de conversdo dastesm@&@ntéticas em
plantulas de 77,5%.

Palavras-chave: Café. Embriogénese somatica. biggtolMarcador molecular.
Sementes sintéticas.



ABSTRACT

We analyzed, in this work, the histological and ecolar
characteristics, and the regeneration capacity mibrgogenic cell
suspensions, as well as the optimization of a podtior synthetic seeds
production, from somatic embryos Gf arabicacv. Catigua. According
to the results, there was no differences, eithghénhistological aspects
of the samples or in the relation of gene expressiith the regenerative
potential of ECS. However, we found a transientuciobn of relation
between BBB and SERK, high levels of SERK expresgiothe various
stages of embryos development, and basal level8lW$ expression for
all samples of ECS, by being significantly expressgom the
cordiforme/torpedo stage. It was possible identiyithat lineages of
ECS, known as embryogenics by their visual appearadid not act the
same way when analyzed their regeneration pattévesalso found that
the embryos maturation on liquid MGM culture mediwas favourable
for somatic embryos obtaining in the torpedo antyledonary stages,
better than on solid MGM culture medium. Thereforegarding the
production of synthetic seeds, results pointed twtthe use of
conventional techniques of encapsulation, but, with addition of DEV
nutritive solution on the encapsulating matrix #orconversion rate of

synthetic seeds on seedlings of 77.5%.

Keywords: Coffee. Somatic embryogenesis. Histologyiolecular
marker. Synthetic seeds.
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1 INTRODUCAO

A producédo de café e, consequentemente, a econaigiaira destaca-
se no cenario brasileiro, pois atua na geracaoillan®s de empregos diretos e
indiretos, além de posicionar o pais como o maiadytor e exportador
mundial dessaommaodity Diversos fatores influenciam a qualidade do gréia
bebida, sendo os fatores ambientais os principafgonsaveis pela qualidade do
sabor, do aroma e do corpo da bebida, consumidamiante por mais de um
bilhdo de pessoas no mundo.

Os programas de melhoramento genético do cafeéimo dbtido
cultivares mais produtivas e resistentes a esBesBerém, os métodos
convencionais demandam tempo e recursos financesoguais se tornam
fatores limitantes para o melhoramento do cafeeima vez que problemas
como doencas e pragas, além da maior exigénciauatidade pelo mercado
consumidor séo, a cada dia, mais desafiantes. Agsimicas de cultivin vitro
surgem como uma alternativa viavel para a solug8eas problemas.

A embriogénese somatica tem sido empregada efcranite na
obtencdo de embribes os quais podem ser usadosivemsas aplicacbes
biotecnoldgicas inclusive como alvo para eventosraesformacdo genética e
producdo de sementes sintéticas. A suspensdo descémbriogénicas ou
“Embryogenic cell suspension (EC&)obtida por meio de calos embriogénicos
e se caracterizam por milhares de glomérulos aelilaantidos em meio
liquido e agitacdo constante. A metodologia patar@dio e manutencéo deste
tipo de material vegetal é conhecida, mas os poliec sdo gendtipo-
dependente, 0 que torna necessario o desenvolvirdergrotocolos especificos.

O estudo do desenvolvimento do material embriogépicr meio de
analises histolégicas e de marcadores moleculagedols aos eventos

embriogénicos sao Uteis para os trabalhos de daete protocolos de ECS.
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Dentre os genes relacionados a embriogénese saméddstacam-se o gene
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinastgcionado a transducao de
sinal em células embriogénicas, o geBBM (Baby Boom),que induz a
formacgédo espontanea de embrides somaticos e d/geRe(WUSchelgue esta
ligado a transicdo do estado vegetativo para egpmico e/ou mantém a
identidade das células embriogénicas. A confirmalgipotencial embriogénico
das ECS se da, de maneira mais conclusiva, petseeg;do das mesmas em
plantas. Técnicas pré-estabelecidas, utilizandmsneitritivos e condi¢bes de
cultivo adequadas, fornecem excelentes resultadoobiencdo de plantas
provenientes de suspensdes celulares embriogénicas.

A producdo de sementes sintéticas vem se destaczomio uma
importante técnica para a micropropagac¢do de véspécies, pois permite a
manutencao da identidade genética do material aleget rapida multiplicacéo
dos propéagulos além de facilitar a troca de gerasopd entre instituicbes de
pesquisa e a conservacao de genétipos desejabaiscs custos sob condicbes
in vitro. A producdo das sementes sintéticas acontece paio rdo
encapsulamento de embrides somaticos ou qualquer tegido meristematico
gque possua a capacidade de se converter a uma plammal em condicden
vitro ouex vitra

Sendo assim, objetivou-se nesse trabalho analesaodicamente as
caracteristicas histoldgicas, moleculares e a wdgde de regeneracdo de
suspensao celular embriogénica (ECS), bem comin&atao de um protocolo
para producdo de sementes sintéticas a partir deid@a somaticos d€.

arabicacv. Catigua
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2 REFERENCIAL TEORICO

O cafeeiro € uma planta perene pertencente ao@€onfieg a familia
Rubiaceae, havendo numerosas variedades e cultiverelo como centro de
origem regides tropicais e subtropicais do contmefricano. Trata-se de uma
planta com porte arbustivo que pode atingir quaietros ou mais de altura,
apresenta sistema radicular profundo, amplamentéficado nas primeiras
camadas do solo. Os ramos primarios sdo longoexdvdis, apresentando
abundante ramificacdo. Os frutos produzidos sactig drupa, contendo,
normalmente, duas sementes que representam saitqembndmico (ALVES,
2008; SANTOS et al., 2003).

O génercCoffeaé formado por cerca de 100 espécies, mas apengs dua
tém importancia econdémic&. arabical. e C. canephoraPierre (café robusta).
Os plantios comerciais, em sua grande maioria,dsdd. arabicg a primeira
espécie descrita para o género e até hoje a mawrtante comercialmente,
principalmente pela qualidade superior da bebideaateristicas aromaticas e
baixo conteddo de cafeina comparado ao café robBRIDSON, 1994;
MISHRA; SLATER, 2012).

O cafeeiro é cultivado em treze Estados brasileimas 95% da
producdo se concentram em apenas seis: Minas GEsp§rito Santo, Sao
Paulo, Bahia, Parana e Ronddnia. A producéo deacaliica em 2013, estimada
em mais de 36 milhGes de sacas, corresponde a 7dg@@%olume de café
produzido no pais e tem como maior produtor o Bstil Minas Gerais com
25,21 milhdes de sacas (COMPANHIA NACIONAL DE ABABTIMENTO,
CONAB, 2013).

O parque cafeeiro nacional é composto por mais ,8ebBhdes de
cafeeiros plantados, em 2,1 milh6es de hectaresdor aproximadamente 10

milhées de empregos diretos e indiretos (KIST et 2a011). O café é
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responsavel por um dos mais importantes e divessifis complexos

agroindustriais do Brasil, incluindo os fornecedode insumos, maquinas,
equipamentos, produtores primarios, cooperativapresas de processamento,
exportadores, empacotadores, empresas de assst@uoriica, compradores
internacionais, corretores e consumidores (CARVALRA@L1).

O cultivo deC. arabicaé geralmente afetado por diversos insetos, como
o0 bicho-mineiro, cigarras, cochonilhas, lagarta dafezais e broca-do-café,
além de vérios patdégenos como fungos e nematoiddsparasiticos, que
causam enormes prejuizos aos produtores (ZAMBORMO3). Diante disso, os
programas de melhoramento genético tém colocado ispogicdo dos
cafeicultores variedades mais resistentes a doengasgas, 0 que favorece a
reducdo do uso de agrotoxicos, reducdo de perdaproducbes e garantem
melhor rentabilidade. Por outro lado, o periodoapardesenvolvimento de
genotipos superiores de café é longo e trabalhmsgue torna necessaria a
utilizacdo de novas tecnologias que permitam onakadesse objetivo mais
rapidamente além de permitir uma rapida chegadaedpsoduto ao campo
(PEREIRA et al., 2003).

Técnicas de cultivin vitro surgem como uma alternativa viavel para a
propagacdo clonal em larga escala além de confguraimportantes
instrumentos para a producdo de plantas livres atégpnos, modificacdo
genética, resgate de embrifes, conservacdo de glesnm@a e producdo de
metabdlitos secundarios (FERREIRA et al., 2005).

2.1 Embriogénese somatica
A embriogénese somatica é resultado do desenvattinue embrides a

partir de células que nao sofreram fusdo gamétddMIRATO, 1983;
PEREIRA et al.,, 2003). De acordo com Rodrigues eb#igy (2009), a
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manifestacdo da totipotencialidade vegetal na ergériese somatica envolve a
desdiferenciacdo das células somaticas, por meiualaséo alterados os perfis
de transcricdo génica e de traducdo proteica, fiedmio estabelecimento de
um novo programa de desenvolvimento.

Segundo Guerra, Torres e Teixeira (1999), tantoriéed somaticos
quanto embrides zigoticos, possuem 0s mesmos Eadedgesenvolvimento, ou
seja, passam pelos estadios globular, cordiformpeftto e cotiledonar. Por esse
motivo, a embriogénese somética, além de permiippagacdo massal visando
a conservacao e melhoramento genético, tambémseodgilizada para estudos
basicos de biologia do desenvolvimento.

Células embriogénicasn vitro sdo passiveis de manipulacdo por
técnicas celulares e moleculares, em contraste apmélulas gaméticas e o
zigoto, que estdo embebidos no tecido materno. |paréicularidade dos
embriBes sométicos é a presenca de um sistemdarafathado, sem conexado
vascular com os tecidos do explante inicial (FLOBANTA-CATARINA,
SILVEIRA, 2007). Dentre as vantagens e aplicac@srdbriogénese somatica
destacam-se: obtencdo de grande quantidade de gplogpa (embries
somaticos), possibilidade de alto grau de automgdiz do sistema permitindo
baixar o custo efetivo da producdo em larga escalmazenamento dos
propagulos por um longo prazo por meio da criopvesd@o, utilizacdo das
culturas para isolamento e fusdo de protoplastogdugdo de sementes
sintéticas e para transformacdo genética (GUERRBRRES; TEIXEIRA,
1999).

A embriogénese somatica no cafeeiro pode ser agalipor meio de
duas rotas de desenvolvimento: direta, na quainisi@es somaticos originam-
se diretamente dos tecidos matrizes; e indiretayuah os embrides somaticos
formam-se a partir de calos, uma massa de célatasescimento desordenado

(BARTOS, 2012). Essas células apresentam um canjdet caracteristicas
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comuns ao comportamento de células embrionariasdifisdo ativa. A
metodologia de embriogénese somatica indireta éaftas promissora, no
entanto, ainda precisa ser otimizada e adaptadagegalidade encontrada na
producéo em larga escala (DONATO et al., 2000).

Dentre os reguladores de crescimento, as auxirtas etretamente
envolvidas na inducdo de embrides somaticos, elstitda a totipoténcia das
células competentes e auxiliando na formacdo degados embriogénicos
(NOGUEIRA et al., 2007). Para o desenvolvimento eobrides nos estadios
subsequentes ao globular, faz-se necessario de@msia do material para um
meio com baixa concentracdo ou desprovido de auxMBERASHIGE;
SKOOG, 1962; FILONOVA et al.,, 2000). Contudo, vakessaltar que as
condigbes experimentais que induzem as células tmamda adquirirem o
potencial embriogénico séo especificas ao gendippje dificulta a obtengéo
dos protocolos. Para a inducdo das células empicag emCoffeg tem-se
adotado duas estratégias: o cultivo do explantaueminico meio de cultura,
suplementado apenas com citocinina; ou a combirde@unixina e citocinina e o
cultivo de explantes em um meio primario ou de @éd) seguido da
transferéncia dos explantes para o meio secundiiiocomo de diferenciacéo
ou de acondicionamento, que difere do primeiro possuir menor razao
auxina/citocinina (MACIEL et al., 2003).

A embriogénese somatica pode ser obtida em maia@tgor meio da
utilizacdo de suspensdes celulares. Geralmente fstpensodes celulares podem
ser iniciadas pela inoculacdo de calos friaveisneio liquido e sob agitacao.
Assim, a cultura de células ou suspensado celulana técnica que permite a
inducdo, propagacdo e manutencdo de células em logimlo, as quais
apresentam taxas de divisdo muito mais elevadagudoas cultivadas de
maneira  convencional (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 299
MATSUMOTO, 2006; GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Ent. arabica
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diversos autores descreveram protocolos de emingggévisando a otimizacao
da multiplicacdo de setores embriogénicos. Estfmtasn realizados utilizando
meio gelificado, porém, a taxa de multiplicacdo tmmasse muito baixa para seu
uso na producdo de mudas de cafeeiro em larga aed@&ODXTEL,;
BERTHOULY, 1996; SONDAHL, SHARP, 1977). Em vistassid, desde os
primeiros trabalhos com cafeeiro, houve vériasatersts para estabelecer
protocolos de multiplicacdo em meio liquido, prapamando as culturas um
aumento da disponibilidade de agua e nutrienteeneugindo a resisténcia a
difusdo desses componentes, quando comparados @s meiritivos de
consisténcia sélida (STARITSKY; HASSELT, 1980).

2.1.1 Caracterizacao histoldgica de células embriégicas

Com o emprego de técnicas inerentes a anatomiaavegegossivel
estudar as estruturas internas do corpo das plgmasitindo a descricdo de
células, tecidos e o6rgdos quanto a sua ontogémessfituicdo e funcao.
Pesquisas nessa area do conhecimento podem awdliamzompreensdo de
diversos fendmenos relacionados aos organismodaegdentre os quais as
respostas ao cultivin vitro, como o desenvolvimento de gemas adventicias
(organogénese), definicdo da origem direta ou etalie embriogénese somética
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003;
RODRIGUES; OLIVEIRA; MARIATH, 2004). No cultivdn vitro, as plantas
podem apresentar caracteristicas peculiares comumdabcia de espacgos
intercelulares, sistema vascular pouco desenvqlvidduzida capacidade de
sustentacdo (esclerénquima e colénquima) e ouffss tde desordens
(CAMPOSTRINI; OTONI, 1996).

Estudos histolégicos possibilitam a observacdo tguss celulares a

partir dos quais surgem os embrides somaticos, ifbedm acompanhar as
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respostas embriogénicas. As massas proembriogéminaseja, aglomerados
celulares capazes de produzir embrides soméatiemacterizam-se por serem
células pequenas (100-20@m), isodiamétricas, possuirem alta razao
nucleo/citoplasma (citoplasma denso e nucleo gjardgps nucleo e nucléolo
sdo densamente corados, sistema celular organizederovacuolos e
amiloplastideos, assemelhando-se com as célulasistemaditicas. As
propriedades histoquimicas destas células sugeremsa atividade metabdlica
e de sintese de RNA (TISSERAT; ESAN; MURASHIGE, 99BHARP;
EVANS; SONDAHL, 1982; VASIL, 1982). Células nao eniagénicas
apresentam-se, na maioria dos casos, como célulasdeg, alongadas,
vacuoladas, com espacos intercelulares e sistefularcdesorganizado, nao
sendo viaveis (FIGUEIREDO, 2007; NOGUEIRA et abD02; SILVA, 2009).
No cafeeiro, estudos histolégicos da embriogénasegitica indireta corroboram
com esses dados, mostrando que dois grupos deasélaparecem
sucessivamente no calo — um com células maiotesyeite vacuolizadas (calo
nao-embriogénico), e outro com células menoresliaseétricas, com nucleo
proeminente e citoplasma denso (calo embriogérfMéCHAUX-FERRIERE
et al., 1989BIEYSSE; GOFFLOT; MICHAUXFERRIERE, 1993; TAHARA et
al., 1995).

Na microscopia fotbnica, varios corantes sao atilizs em analises
histolégicas para a identificacdo e caracterizatz@Bomassas proembriogénicas.
O corante azul de toluidina reage com os composeldas membranas celulares,
ndcleo e nucléolo, identificando as células isaadigsicas e citoplasma denso,
resultando em produtos corados de azul e violetamAdisso, é possivel
visualizar a parede celular, possibilitando a apalios tecidos do embrido
somatico, o meristema fundamental, procambio eodertne que indicam a

formacdo normal dos embribes e o0 estddio de desémemto (O'BRIEN;
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FEDER; MCCULLY, 1964; FILLIPI;, APPEZZATO-DA-GLORIA;
RODRIGUEZ, 2001; MOURA, 2007).

As andlises histologicas das caracteristicas queredi células
somaticas de embriogénicas sdo Uteis para aurmeefigiéncia metodoldgica,
mas nao permitem detectar os eventos moleculagesi\duzem a diferenciacéo
morfologica associada ao potencial embriogénicalefeccdo desses eventos
moleculares assim como o estudo e a obten¢éo dmdwes moleculares nas
fases inicias do cultivin vitro podem ser fatores fundamentais para o aumento
da eficiéncia embriogénica (SILVA, 2011).

2.1.2 Genes marcadores da embriogénese somatica

A embriogénese soméatica pode ser dividida nas tes@sducéo e
expressao, sendo que na fase de inducédo, céluteisas diferenciadas
adquirem a competéncia e proliferam como céluldwiegénicas que, na
fase de expressdo, diferenciam-se para formar @esrsomaticos
(JIMENEZ, 2001). A inducéo da embriogénese somasta relacionada
a alteracbes no padrdao de expressdo génica domntegl com
reprogramacado das células que estardo envolvidas processo
embriogénico (MERKLE; PARROTT; FLINN, 1995) (Figuta

Os genes de sensibilidade seriam aqueles envoln@a®ndificacdo de
receptores e transducdo do sinal para auxinasoeiniitas. Os genes de
metabolismo hormonal (que codificam enzimas deslmbsse e/ou degradacéo
de horménios) sdo os responsaveis pelo estabelgoimde um balanco
hormonal end6geno necessério para a regeneracdes Bemeaoticos controlam
a formacédo de 6rgdos. A expressao desfavoravalalguer uma dessas classes
de genes seria suficiente para impedir a regererded um determinado
explante (CHRISTIANSON; WARNICK, 1988).
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Figura 1 Estadios onde atuam diferentes genes que inflaena@ embriogénese
somética.

O potencial embriogénico ndo é somente determimggaeticamente,
mas também é influenciado pelas condicdes de otiltivitro tais como 0 meio
de cultura, qualidade do explante, entre outrosY(@QDA-VARGAS et al.,
1999). Um dos principais fatores de inducdo da smgbnese somatica é o
balanco entre reguladores de crescimento, subafirsintéticas largamente
utilizadas na cultura de tecidos vegetais, que Itmam® os efeitos dos
hormdnios no metabolismo celular (TAIZ; ZEIGER, 2R00s horménios sao
importantes mediadores na transducéo de sinaidp sgre 0 mesmo horménio
pode ocasionar respostas diferentes em diversoglosecou fases de
desenvolvimento. Estes exercem sua acao por meicecimnhecimento de
receptores especificos presentes em células régpengraduzindo sinais
hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos EBBA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999). Assim, os processos de desenvavitd sdo o resultado de
um complexo controle espacial e temporal, em quies/dormdnios atuam na
regulacdo da expressédo de miltiplos genes (BARENPEETERS, 1995).
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Embora as auxinas sejam os principais indutorésgiginas ou acido
abscisico, ou mesmo a auséncia de reguladores pathmir a resposta
embriogénica. Além destas condic6es, a frequérciadlicdo depende também
do gendtipo e do estadio de desenvolvimento daaesg@l bem como dos teores
de fitorménios enddgenos, concentracdes osmotieapH, aminoacidos, sais e
outros. De acordo com Dudits et al. (1995), feritognalta concentracdo salina,
ions de metais pesados ou estresse osmotico ioffmam positivamente na
inducdo de embrides sométicos em varias espéciesplaetas. Estes
procedimentos foram acompanhados por um aumentxmassao de diversos
genes relacionados com o0 estresse, corroborandoactipétese de que a
embriogénese somatica € um processo de adaptagiaétidas vegetais
cultivadasin vitro. Em funcdo dos diversos tratamentos indutores we@o
provavel que uma Unica molécula seja responsavdéh mempeténcia
embriogénica (SILVA, 2011).

Células competentes sdo aquelas que ainda ndoetanaph a transicéo
do estado somatico para embriogénico. Estas dewatercum receptor inativo,
0 qual seria ativado pela presenca de um liganégrior para disparar o
programa embriogénico, ou seja, competéncia cekstfi associada com a
desdiferenciacdo de células somaticas que lhestpamsponder a novos sinais
de desenvolvimento (TOONEN et al., ; FEHER; PASTRRN DUDITS,
2003). Células embriogénicas sao células que coanpta sua transicdo para
um estado no qual estimulos exégenos (como regeladiz crescimento) sédo
suficientes para produzir o embrido somatico (JOSGHMIDT; VRIES, 1993;
KOMAMINE et al., 1992).

Esforcos tém sido feitos para se descrever a egémése em nivel
molecular e muitos estudos tém empregado diferéétaicas dscreeningpara
identificar os genes envolvidos, dentre o0s quais psele citar: genes

housekeepingjue estdo envolvidos na expressédo de outros gemes k3-1
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(histonas) e Top | (DNA topoisomerasejenes de resposta hormonal
(homoélogos dgJCW1 e 2induziveis por auxina), genes de mutantes zigstic
(LEC e PKL), entre outros (CHUGH; KHURANA, 2002).

Um dos resultados de fundamental importancia naudestdo
desenvolvimento embrionario € a geracdo de mareadanoleculares
relacionados com os eventos de diferenciagdo cetlleante a formacédo e
desenvolvimento do embrido (ZIMMERMAN, 1993). Maloaes moleculares
sdo definidos como quaisquer fenétipos moleculamsndos de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA, nélgsa destes marcadores
estadio-especificos apresenta-se como uma es&raggyia o0 estudo dos
processos da embriogénese zig6tica e somaticaid8ntficacdo e utilizacdo
permite uma melhor compreensdo dos aspectos bédéstes processos de
desenvolvimento, além de propiciar a possibiliddeetimizacdo de sistemas e
protocolos de embriogénese somatica para finsdnotégicos (SILVA, 2011).
SERK, BBMe WUSsé&o alguns dos genes relacionados a embriogérmesdica.

O geneSERKtem sido amplamente associado a embriogénese samiaém
como as respostas das plantas a estimulos bidticabidticos (SANTOS,
ARAGAO, 2009). O geneBBM induz a formacéo espontanea de embribes
somaticos. O gen&VUS esta ligado a transicdo do estado vegetativo para
embriogénico e/ou mantém a identidade das céluidsriegénicas (SILVA,
2011).

O gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinaski
primeiramente descrito em culturas de células deowa (DSERK
(SCHMIDT, 1997), sendo posteriormente identificaglm diversas espécies
(SALAJ et al., 2008; SHARMA et al., 2008; NOLAN; KKDYUKOV; ROSE,
2009; SILVA, 2011). O produto do gen8ERK é uma proteina quinase
transmembrana que apresenta um dominio extracelamrepeticdes ricas em

leucina (LRR) e um dominio quinase intracelularsdssproteinas pertencem a
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superfamilia de receptores do tipo quinase (RLKeRtmr like kinases) e estédo
envolvidas em rotas de transducado de sinais (SAN&C#H., 2005; SHARMA
et. al., 2008; PEREZ-NUNEZ et al., 2009; SANTOS AFAO, 2009). Sugere-
se que este gene é um marcador para a competé&rieellilas somaticas se
tornarem embriogénicas, sendo que sua expressiorgeinicio do processo de
inducdo da embriogénese somédtica até o estadio nderid® globular
(PEREIRA, 2010; SCHMIDT et al., 1997). O padracestpressdao dS8ERKem
diversas culturas sugere que este desempenha foap@mental na rota de
sinalizacdo associada a alteragBes no desenvoldnuetular em resposta a
condi¢Bes de cultivo. Essas alteragbes envolvanitia¢do da divisdo celular e
reprogramacéo celular (SANTOS, ARAGAO, 2009). Estude silenciamento
pés-transcricional do gen8ERK em Lactuca satival. evidenciaram que as
plantas apresentaram reducdo na capacidade der fernbaibes soméaticos e se
mostraram mais suscetiveis a ataques de patog8AdS OS et al., 2009). Por
outro lado, o aumento da capacidade para embrisg&umnatica e resisténcia a
fungos foi observado com a superexpressa®@BERK em Oriza sativa(HU;
XIONG; YANG, 2005)

O geneBBM (Baby Boorp isolado primeiramente a partir de culturas de
embriGes de micrdsporos Beassica napu$BOUTILIER et al., 2002), codifica
um fator de transcricdo especifico de plantas ceréepce a familia génica
AP2/ERF e que regula varios genes relacionadosa@$s0 embriogénico e a
proliferacdo celular em regies meristematicas NSINHO et al., 2008). As
proteinas AP2/ERF estao relacionadas a procesdmsogénicos (membros da
subfamilia AP2) e a processos de estresses biGiaisioticos (membros da
subfamilia ERF) (ZHOU; TANG; MARTIN, 1997; LIU, 189 STOCKINGER,
GILMOUR; THOMASHOW, 1997). De acordo com Boutiliet al. (2002), a
expressao ectopica d@BM em plantas transgénicas induziu a formagdo de

estruturas semelhantes a embrides somaticos, maasbdos cotilédones e
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folhas, bem como os fenétipos pleiotropicos, imadoi o crescimento anormal,
regeneracdo de plantas a partir de explantes sétAoade reguladores e
anormalidades na morfologia de folhas e florestdPtm, é provavel que BBM
promova a proliferacéo celular e morfogénese darammbriogénese.

Estudos realizados por Silva (2011) e Torres (20d83traram que a
expressao quantitativa dos ge®&RKe BBM emC. arabicafoi relacionada ao
crescimento de ECS d& arabica,cv Catigua. De acordo com Silva (2011), a
expressao dBBM e deSERKfoi crescente até os 20 e 30 dias, respectivamente
coincidindo com o crescimento exponencial e inid@ estabilizacdo do
crescimento das ECS. A expressad@sé/ foi maior que a dSERK durante os
primeiros 20 dias. Aos 30 e 40 dias, coincidindm @estabilizacdo do cultivo,
a expressdo d8ERKalcangou valores maximos, enquanto que BB caiu
para niveis basais. Dos 40 dias em diante, o anestd manteve-se constante,
porém, numa taxa cada vez menor, provavelmentedadess condicdes
experimentais (renovacao parcial do volume do matdtivo). A expresséo de
ambos os genes tendeu a se recuperar aos 50-60 dias

Ja os trabalhos de Torres (2013) demonstraramap8GdiasSERKe
BBM se mantinham expressos, e com a renovacao do meagpressao de
ambos declinou até aos 45 dias, periodoBB# continuava mais expresso que
SERK Com a renovagdo do meio, a expressdo de ambimsi\alsubir até aos
60 dias, ainda conBBM obtendo os maiores valores de expressdo. Com a
renovacdo do meio aos 60 dias, a expressdo de atmblisou até os 75 dias,
sendo que no final desse periocBBRK estava mais expresso gB8M. De
acordo com este trabalho, a disponibilizacédo pe@dde meio de cultivo novo
para as células, pode causar uma modificacdo tAseen em suas condi¢des
fisicas e quimicas, acarretando um estresse e figssa induzindo o aumento
da expressao dos genes. Sugere-se que a alta sfxprsBBM pode estar

diretamente ligada ao estresse nutricional, jaepse gene codifica um fator de
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transcricdo AP2/ERF, sendo as proteinas ERF reladas a respostas contra
estresses bidticos e abidticos (ZHOU; TANG; MARTIND97; LIU, 1998;
STOCKINGER; GILMOUR; THOMASHOW, 1997). Os resultadtambém
permitiram identificar uma relagéo transiente déugéo entréeSERK e BBM
durante o crescimento da suspenséo celular, semel@BM pode funcionar
como indutor da expressdo &ERK visto que BBM esta relacionado a
expressao de genes associados a embriogéneseoliférgméo e organizacao
celular em regibes de crescimento, assim cBEBK esta associado a alta taxa
mitética nessas regides. Ainda de acordo com Td¢@ges3), a renovacao de
90% do meio de cultura pode ter ocasionado um migedstresse as células,
com relacdo direta na expressdo dos genes, nadtipdomaos genes sua
expressao natural. Além disso, sugere-se que aaefo do meio feita a cada
15 dias propiciou as células ficarem muito tempm @scassez de nutrientes, o
gue também pode ocasionar estresse forcado asxéldvendo demora na
renovacdo do meio, as células diminuem sua taxmuw#plicacdo e células
velhas e/ou mortas ficam misturadas as célulassnova

Outro gene relatado na literatura associado acepsocembriogénico é
0 geneWUS(WUSchel)p qualcodifica um fator de transcricdo que controla um
pool de células meristematicas e é regulado por uno cit# feedback
envolvendo os geneSlavata (CLV) (WEIGEL; JURGENS, 2002; BHALLA,;
SINGH, 2006). No meristema apical caulinar (MAC)Atabidopsis WUSé um
regulador critico e codifica uma proteina que éessdéria para formacao e
manutencdo déstem cells’ ou células-tronco (RODRIGUES; KERBAUY,
2009). Em mutante®VUS as plantas foram incapazes de manterpow de
células-tronco indiferenciadas (LAUX et al., 1998)expressao d&/US esta
restrita a um pequeno grupo de células no intédarona central meristematica,

conhecida como centro de organizagdo do MAC, queg éscalizada
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imediatamente abaixo da camada apical de célwdasdrativas (MAYER et al.,
1998; SCHOOF et al., 2000).

A expressdo d&VUS pode ser primeiramente relacionada as regides
meristematicas enrabidopsis thalianapodendo levar a producédo de érgaos
durante toda a vida da planta. De acordo com egatitea, WUS também é
expresso durante a embriogénese, mais especifiteimas duas células centrais
do embrido de 16 células (LAUX et al., 1996; MAYERal., 1998; HAECKER
et al.,, 2004; CHANDLER; NARDMANN; WERR, 2008). EQ@. canephora
um heterdlogo daWUSfoi capaz de promover a transicdo do estado vixgeta
para o embriogénico em células somaticas e, aumesigmificativamente a
formacgédo de embrides somaticos (ARROYO-HERRERA.£2@08).

2.1.3 Regeneracao de suspensdes celulares embrioggn(ECS)

A regeneracdo é fundamentada na capacidade ddasce@getais em
proliferacdo organizarem-se em plantas completaER@&AUY, 1997;
MANTELL; MATTHEWS; McKEE, 1994). Essa capacidadedénominada
totipoténcia e considera que as células vegetaisifestam, em momentos
diferentes e sob estimulo apropriado, a potenaidédie iniciar novo individuo
multicelular (TORRES et al., 2000). Teoricamentensidera-se que todas as
células vegetais sdo capazes de expressar suatdotijf@a. No entanto, os
explantes sdo uma mistura de células em variadtedaess fisiologico,
bioguimico e de desenvolvimento. Nesse sentidograsge que a exposicao
desses explantes a um ambieimtevitro estimule reacdes diversificadas nos
diferentes tipos celulares, fazendo com que sonagtenas células respondam
as condi¢bes de culturavitro, levando a regeneracdo de um novo individuo.

Existem diversos fatores que afetam a regeneragdolashtain vitro

como: o genotipo, a fonte de explantes (folha,, redaile, meristema, etc) e a



27

condi¢do da cultura (meio de cultura, luz, tempgegttempo de cultivo). O
sucesso da iniciacdo e da regeneracdo da culturaitro depende do

estabelecimento correto de todos esses fatores RMIIE, 2002). Na

realidade, ainda s&do necessarios muitos estudesmdagsa elucidacdo dos
mecanismos de hormoénios vegetais e dos processes cqatrolam o

desenvolvimento das plantas.

Na embriogénese somatica em cafeeiro, bem comouan@soespécies,
apos a etapa de multiplicacéo, é realizada a fagtiferenciacéo celular. Essa
fase, conhecida como fase de regeneracdo de emlsod®aticos, consiste em
fornecer estimulos fisiol6gicos, bioquimicos e anktais que interrompam os
ciclos repetitivos de divisédo celular da fase aotepara que ocorra o inicio da
diferenciacdo e obtencdo de embrides somaticosin8ltatores exercem grande
influéncia no desempenho da regenera¢éo de emisodadticos, destacando-se
principalmente a composicdo do meio de culturdpo ¢ a concentracdo dos
reguladores de crescimento utilizados, 0 aumentosdaolaridade no meio de
cultura, sabendo-se que os mesmos podem variacaldoacom a espécie
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Teixeira e colaboradores (2004) observaram quenggulinhagens
consideradas embriogénicas, tomando como base asmmcto visual, ndo
regeneraram embrides quando transferidas paradeeaiegeneracdo. Trabalhos
de embriogénese somatica com diferentes cultivaiescafeeiro também
evidenciaram que a capacidade regenerativa de ealbgogénicos ndo reduziu
com a idade. Em alguns experimentos, houve certalagdo positiva entre o
envelhecimento dos calos embriogénicos e sua cguhede regeneracao.

No processo de embriogénese somatica indireta efeeilca o0s
embriBes podem surgir de calos priméarios ndo diteaglos, ficando situados
nas margens dos explantes e totalizando, no m&@thembrides/explante. Os

embrides podem surgir também de calos secundamidsiagénicos friaveis,
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gue originam cerca de 100 a 300 embrides/explgaotmdo cultivados em meio
de cultura semissolido (SONDAHL; SHARP, 1977).

Apé6s a fase de regeneracao, é realizada a difagéitciou germinacao
de embriGes somaticos que consiste na formacaoladulas a partir de
embriGes somaticos maduros. Nos protocolos de egémese somatica, a
germinagdo dos embribes é usualmente realizada edos e cultura livre de
reguladores de crescimento. Contudo, em algumaéciesp incluindoC.
arabica o uso de alguns tipos de citocininas como o BAR (
benzilaminopurina) e a zeatina melhoram o0 deseimeio e,
consequentemente, as taxas de germinacdo dos emboidaticos (BARTOS et
al., 2012).

As caracteristicas morfoldégicas dos embribes scosmpodem afetar a
germinagcdo e, consequentemente, a conversdo dodgdemtsomaticos em
plantulas (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ2001). Assim,
0 acompanhamento histolégico das estruturas forsnpéamite uma melhor
caracterizacdo dos processos embriogénicos, idamiifo as possiveis falhas na
formacdo do embrido somatico. A falta de sincrarizados embrifes e o
surgimento de embrides anormais durante a etapeegBneracdo tém sido
relatados em varias publicacdes (TITON et al., 2007

Dentre os problemas relacionados a embriogénesé&tisandestaca-se a
variagdo somaclonal, ou seja, variacdo genotipima fenotipica ocorrida em
plantas regeneradas, devido ao longo periodo deiteregéio do explante em
altas concentracdes de reguladores de crescimenioeio de cultura (LITZ,
2002). A reprogramacéo celular durante a produg&generacao de embrides é
um processo completamente diferente do que ocermeatureza, e isso pode
induzir & poliploidizacdo, quebras de cromossoraoguploidizacdo e outras
mutagdes, resultando em anormalidades na mitose @esenvolvimento do
explante (HU; WANG, 1983; AMMIRATO, 1983). A variag somaclonal pode
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ser utilizada para aumentar a variabilidade do gplasma, mas é um
inconveniente quando se pretende clonar genoétipastdresse ou para utilizar
em processos de transformacdo genética (JAIN, 2@ tjetanto, de acordo
com os estudos realizados por Ducos et al. (20@ieane et al. (2002), o café
apresenta uma estabilidade genética muito elevadatro. Segundo esses
autores, ha elementos suficientes para afirmaraguaultiplicagédo clonal via

embriogénese soméatica ndo acarreta variagcbes gEnéfile comprometam a
qualidade da muda produzida.

A regeneracdo de plantas normalmente requer uma @
macropropagacao ou aclimatizacéo, depois que agifgld sdo produzidas. Essa
fase envolve a exposicdo das plantas ao ambietéenexque possui umidade
relativa mais baixa e variagbes das condi¢cdes e iemperatura. Depois do
crescimento sustentavel, nesse meio ambienteaatifals podem ser colocadas

em casa de vegetagao.

2.2 Sementes sintéticas

Desde que Murashige (1977) definiu sementes siagthu artificiais
como “um Unico embrido somdatico encapsulado”, detaologia tem se
expandido, assim como este conceito. Atualmentermpos dizer que sementes
sintéticas referem-se a qualquer tecido ou 6érgagetak (ex: embrides
somaticos, brotos, meristemas apicais) que possiggal para converter-se
em uma planta completa sob condic@esvitro ou ex vitro e retenha este
potencial apdés estocagem, mimetizando uma sementgohal (CAPUANO;
PICCIONI; STANDARDI, 1998; ARA; JAISWAL; JAISWAL, 200).

Os estudos a respeito da tecnologia de produc@erdentes sintéticas
apontam para aplicacdes e possibilidades interessganto do ponto de vista

cientifico quanto comercial. Podemos citar, priakripente, as vantagens quanto
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a propagacdo de gendtipos de elite, plantas ganaite modificadas e
espécies com sementes inviaveis, além das aplEagéacionadas a
conservacao e troca de germoplasma vegetal erdtiuipdes (SHARMA,;
SHAZAD; SILVA, 2013). O uso e aprimoramento da iéantambém se
justificam pelo baixo custo e rapida multiplicacdos propagulos, além de
possibilitar a semeadura direta dos propagulosampo, eliminando etapas de
transplante e aclimatizacdo (MARTIN, 2003). Adicbnente, essa técnica
pode ajudar no aumento do tempo entre subcultivaezir a frequéncia de
riscos de variacdes genéticas (RANI; PARIDA; RAINA95).

Representando uma importante ferramenta de miqgragagdo massal,
0 desenvolvimento de sementes sintéticas tem sjglortado com sucesso em
varias espécies vegetais, entre as quais se destasados géneroMusa
(GANAPATHI et al., 1992; HASSANEIM et al., 2005Farica (CASTILLO;
SMITH; YADAVA, 1998), Ananas(SONEJI; RAO; MHATRE, 2002) Eeijoa
(GUERRA et al.,, 2001), dentre outras. Espécies cciaie tém sido
amplamente utilizadas em experimentos com semeaitigdicas e em alguns
trabalhos observa-se taxas de germinacgdo (rompindentapsula de alginato de
célcio em funcdo do desenvolvimento do explantpesares a 50%. Embrides
somaticos encapsulados\diéis viniferg Citrus nobilisx Citrus deliciosaMusa
spp eOryza sativa exibiram taxas de germinacdo de 69,2%, 81,94%4 66
52%, respectivamente (NIRALA et al, 2010; SINGH at, 2007
GANAPATHI et al., 2001; ARUN KUMAR; VAKESWARAN,;
KRISHNASAMY, 2005).

O encapsulamento de embrides somaticos em capulsisirogel para
a constituicdo de sementes sintéticas foi propostdRedenbaugh et al. (1986),
tendo como vantagens principais, a protecdo dogi@esbsomaticos, o facil
armazenamento, transporte e conversao em plantdsSK) SAKAMOTO;
HIROSAWA, 1994, GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999). tBstécnica
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baseia-se na imersdo de um explante vegetal emsalngdo de alginato de

sédio e posterior gotejamento desta mistura entdolde cloreto de calcio para
gue ocorra a complexacdo e formagédo de uma capsuledor do explante. A

combinacao entre alginato de sédio e cloreto daact#m sido relatada como a
melhor forma de encapsulamento, devido ao baixgopdestes compostos, pelo
carater ndo danoso, facilidade de utilizacdo elteesmm em altas taxas de
conversao de embribes em plantas (SHARMA; SHAZADY3, 2013).

Além do método de encapsulamento usual, ha umaicéqguara
producdo de sementes sintéticas denominada “hbiéads”, proposta por Patel
et al. (2000). Esta metodologia permite a elabaraig cdpsulas cujo nicleo
permanece em estado liquido enquanto a area exdesoédificada, devido a
um processo de complexacao “de dentro para forsTER et al., 2000).

Em estudos com quatro cultivares Selanum tuberosurh. (batata),
Nyende et al. (2003) reportaram 100 % de regenerdedsementes sintéticas
“hollow beads” em casa de vegetacdo, além de 700@ ¥&generacdo para um
dos cultivares apés 280 dias de estocagem. Congmras duas técnicas,
Winkelmann; Meyer e Serek (2004) constataram meggeneracdo com as
céapsulas produzidas pelo método convencional, par&mnica “hollow beads”
proporcionou maior uniformidade na germinacado dasesites sintéticas.

A concentracdo de alginato de sodio é um dos fatlngtantes em
relacdo a rigidez da semente sintética, e estagtrvatimizada para a formacgéo
de uma capsula ideal (SAIPRASAD, 2001). H4 uma &ngd de concentracdes
de alginato de sédio aplicaveis na producdo daerses artificiais, assumindo
valores como 0,2 g L (NIRALA et al., 2010), 0,3 g £ (TABASSUM et al.,
2010), 0,4 g [* (SINGH et al., 2007; ARUN KUMAR; VAKESWARAN:;
KRISHNASAMY, 2005), 0,5 g [t (GANAPATHI et al., 2001), dentre outros.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O estabelecimento de suspensdes celulares embkidagém partir de
calos friaveis embriogénicos em cafeeiro, tem radstvariacdo intraespecifica.
Assim, o uso de marcadores moleculares, tais consERK BBM e WUS
relacionados com a competéncia embriogénica sdooriemgies para a
otimizacdo dos protocolos de aquisi¢cdo de suspsmsbaares.

Analisando as caracteristicas histolégicas, modeesle a capacidade de
regeneracdo de suspensfes celulares embriogémni&asforam observadas
diferencas nos aspectos histolégicos das amostedisadas, bem como néo foi
observada relacdo da expressdo dos genes analisatoso potencial
regenerativo das ECS. Contudo, foi possivel obsenven relacéo transiente de
inducdo entreBBB e SERK altos niveis de expressdo 88RKnos diversos
estadios de desenvolvimento dos embrides, nivaigibde expressédo ddUS
em todas as amostras de ECS mostrando-se signditegnte expresso a partir
do estadio cordiforme/torpedo. Foi possivel ida#if que linhagens de ECS
tidas como embriogénicas pelo aspecto visual namosgortaram da mesma
maneira quanto aos padrdes de regeneracao.

Nas pesquisas realizadas visando a otimizacdo deratocolo para
producdo de sementes sintéticas a partir de erstg@naticos d€. arabicacv.
Catigua, observou-se que a maturacdo dos embndeneto MGM liquido é
favoravel para a obtencdo de embrides somaticosesiadio torpedo e
cotiledonar, frente a este mesmo meio no estaddos@m relacédo a producédo
de sementes sintéticas, resultados apontam pardilizacdo da técnica
convencional de encapsulamento, porém com a adg&olucdo nutritiva DEV
na matriz de encapsulamento, para uma taxa de @wvelas sementes

sintéticas em plantulas de 77,5%.
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RESUMO

O acompanhamento do desenvolvimento do materiatiegéimico por meio de
analises histolégicas e de marcadores moleculagedols aos eventos
embriogénicos sdo de extrema utilidade para osalirab de obtencdo de
protocolos de suspensdo celular embriogéncia (EC®ntre o0s genes
relacionados a embriogénese somatica, destacars-gen@sSERK (Somatic
Embryogenesis Receptor Kinas&dBM (Baby Boom)e WUS (Wuschel).
Objetivou-se nesse trabalho analisar e relaciosaneacteristicas morfolégicas,
moleculares e a capacidade de regeneracdo de E@ffa arabicacv.
Catigua. De acordo com as analises histoloégicashn@we diferenca entre as
ECS no intervalo estudado (10 dias). Além disso,huve relacao direta entre
a expressao de gen&ERK BBM, WUS com a regeneracdo das ECS em
embribes, bem como entre as analises histolégioas & regeneracdo. Foi
possivel inferir qUGERKe BBM podem desempenhar papel antagdnico durante
a embriogénese somética do cafeeirdVES se mostrou mais expresso em

embribes a partir do estadio cordiforme/torpedorefeneracdo de ECS em
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embrides ocorreu numa frequéncia satisfatéria, moréi observado

desenvolvimento dos embrides de maneira assine:onic

Palavras-chavenarcadores moleculardsstologia, embriogénese.

INTRODUCAO

A embriogénese somatica tem sido utilizada efieimeinte em
diferentes aplicacbes biotecnoldgicas, especiaknepara eventos de
transformacéo genética em cafeeiro (RIBAS et 8112 A “Embryogenic cell
suspension (ECSE obtida por meio de calos embriogénicos e sactaizam
por milhares de glomérulos celulares mantidos erio figuido sob agitacao
constante. A metodologia para obten¢cdo e manutedesie tipo de material
vegetal é conhecida, mas os protocolos sdo genddipendente, o que torna
necessario o desenvolvimento de protocolos espesifSILVA et al., 2014).

O estudo do desenvolvimento embriogénico por medo adalises
histolégicas e de marcadores moleculares é imgertpara obtencdo de
protocolos de ECS. Andlises histoloégicas permitemstinduir materiais
potencialmente embriogéncios de nao-embriogénieesntdo em consideracao
caracteristicas morfolégicas das células sob cultiAdicionalmente,
marcadores moleculares tém sido propostos pardissura constatacdo da
competéncia embriogénica. Dentre os genes relatisna embriogénese
somatica, destacam-se o g8tERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase)
relacionado a transducao de sinal em células egénicas, o genBBM (Baby
Boom),que induz a formacéo espontdnea de embrides somé&tio gensdVUS
(Wuschel),gue esté ligado a transicdo do estado vegetatira grabriogénico
e/ou mantém a identidade das células embriogétkdaRAMI, AGHAVAISI,
POUR, 2009; ELHITI, STASOLLA, WANG, 2013). A confiracdo do
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potencial embriogénico das ECS se da, de maneiia ommclusiva, pela
regeneracdo das mesmas em plantas. Técnicas abélestdas, utilizando
meios nutritivos e condicbes de cultivo adequadaspecem excelentes
resultados na obtencéo de inimeras plantas proveside suspensdes celulares
embriogénicas.

Sendo assim, objetivou-se no presente trabalhdsana relacionar as
caracteristicas morfoldgicas e moleculares conpadidade de regeneracao de

suspensoes celulares @effea arabicecv. Catigué.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Calos embriogénicos (calos amarelos friaveis) Gleffea arabica,
cultivar Catigud, previamente obtidos segundo doomo de Samson et al.
(2006) foram transferidos para meio de multiplicad® (TEIXEIRA et al.,
2004). A partir destes calos, duas linhagens depesgdes celulares
(identificadas como L1 e L2, respectivamente) foralntidas e mantidas no
escuro a 27°C + 2, sob agitacdo de 100 rpm. A d&ddias foi realizada a
renovacdo de 50% do volume de meio de cultura, mardr do 40° dia,
concomitantemente a renovacdo do meio, foram feitbetas das amostras de

ECS para andlise histologica, molecular e regeéerac

Analise histoldgica

Amostras de suspenséo celular foram coletadasrdeafaleatoria aos
40, 50, 60, 70 dias de cultivo. Estas foram fixadas FAA 50% (10% de
solucdo de formaldeido 40% + 5% de acido acétiecigl + 50% de alcool
etilico, v/v) por 72 horas, permanecendo em &l@@8b até a preparacdo das
laminas citolégicas. Depois de desidratadas ene sétilica (70-100%) as

amostras foram infiltradas durante 24 horas coracSol 1:1 de resina epoxi
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(Historesin® Leica) e etanol, de acordo com o i do fabricante. Cortes
com espessura de 3 um foram realizados em micrétasypath EP-31-
20091) e tratados com solucdo de azul de toluidifa5%. As lAminas foram
seladas com Entellan® e visualizadas em microscdgiduz com camera

acoplada (Zeiss, Axio Scope).

Andlise por gPCR da expressao dos genes SERK, BBMS:

Amostras de ECS foram coletadas aos 40, 50, 60 diag0de cultivo,
bem como amostras de calo embriogénico, calo ndwiegénico e embrides
somaticos nos estadios globular, cordiforme/torpeelo cotiledonar, e
armazenadas em ultrafreezer (-80°C). Para extrdg&NA, utilizou-se o Kit
NucleoSpin® Macherey Nagglsegundo o protocolo do fabricante. Em seguida,
as amostras foram tratadas com o inibidor Turbo Bi¢a Kit (Ambion, para
eliminac@o de contaminacdo de DNA residual. A ie@fao quanto a auséncia
de DNA foi feita mediante PCR com o gene endégeAB[H e visualizada em
gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidéategridade do RNA foi
verificada em gel de agarose 0,8%. As amostrasmfogaantificadas em
espectrofotdmetro (NanoVue) e usadas para a sittesBNA, com o Kit High-
Capacity cDNA Reverse TranscriptioApplied Biosystems as quais foram
armazenadas a -20° C até o uso.

A expressao dos genes de interesse foi quantifipad®T-gPCR com
primersSERK, BBMe WUS(desenhados utilizando o programa Primer Express
3.0 Applied BiosystemsOsprimerspara os genes foram desenhados a partir de
sequéncias encontradas no banco de EEXpréssed Sequence Taggerado
pelo projeto Genoma Brasileiro Café (CAFEST,; VIEIR&A al., 2006) e
comparadas com o banco de genes do NCBI (Nationahte€ for

Biotechnology).
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Com os cDNAs obtidos, foram realizadas analisestitativas em PCR
Tempo Real (QPCR)ABI PRISM 7500 Real-Time PQRpplied Biosystemp
mediante 0 uso de SYBR® Green, de acordo com ol do fabricante. As
amplificacdes ocorreram com cerca de 10 ng de ceNAL1 uM deprimer
durante 5 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, seguidosifariclos de 15 s a 95 °C e,
1 min a 60 °C e finalizadas por 15s a 95 °C. Coomtrole endégeno foram
utilizados os genes 14-3-3 e GAPDH (BARSALOBRES-@AVARI et al.,
2009). As sequéncias dpsimersdos genes de interesse, genes enddgenos € a
eficiéncia dos mesmos estdo listadas na Tabelasldddos de expressao,
resultantes das amplificacdes, foram normalizatibzando-se a equacaaCT
= média CT (gene alvo) — média CT (controle endéyjerA calibracéo foi
determinada pela formula ACT = ACT (amostra) -ACT (calibrador)]. O valor

da expresséo foi quantificado pela formula (RQ £9).

Tabela 1.Primerspara gPCR14-3-3, GAPDH, SERK, BBM, WUS

Gene Sequéncia dprimer E (%)
14-3-3F 5" CGCCTGATCGTGCTTGTTC 3 92 33
14-3-3 R 5" GCACATCAGGAGTCCACAAAGTAA 3’ ’
GAPDHF 5 GGGAAGAGCTGCTTCATTTAACA 3 92 14
GAPDHR 5 CCATTGAGGGCTGGAAGAAC 3 '
SERK F 5" AAATGACCGGAGAGACCGGAAGTT 3 96.57
SERK R 5" CTGCCCAGCACTGCTCAA 3’ ’
BBM F 5' CGAAACTTGTCACGATCCACAT 3 94.48
BBM R 5" ACCCTTGGGAAGGACTTGCT 3 ’
WUS F 5' GGTCAGCCAGAAATTGCACAA 3 91.70

WUS R 5'CGTTGCAACTCCATTGATGAAC 3

Regeneracado das ECS

Amostras de ECS (cerca de 150 mg de células) fordetadas aos 40,
50, 60 e 70 dias de cultivo e transferidas paraonde regeneracdo MRT
(TEIXEIRA et al., 2004), onde permaneceram no asclurante 120 dias. Os
embrides formados foram transferidos para meio daumracdo e germinacao
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MGM (TEIXEIRA et al., 2004), permanecendo no esatmeante 30 dias. Apos
esse periodo, o material foi transferido para @igéo de luz, onde permaneceu
por mais 30 dias. Ap0s a germinacdo, os embridemmfocontabilizados e
transferidos para meio de cultura DEV (TEIXEIRA at, 2004) para

crescimento e enraizamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise histoldgica

Ndo houve grandes diferencas morfologicas e/oubameds entre as
amostras e linhagens de ECS coletadas no peridddads (Figura 1). De
acordo com Padua et al. (2014) e Silva et al. (R03d4 caracteristicas
morfoldgicas que diferenciam material potencialraearhbriogénico perpassam
por agregados celulares pequenos (massas pro-gémidas - MPE), nucleo
central volumoso, numerosos grdos de amido ao rdanicleo, citoplasma
muito denso rico em proteinas sollveis e de refemdenciado pela coloracado
azul intensa) e variacdo na espessura da paradarcel

Nesse trabalho, observa-se regides com caraatasistmbriogénicas
como agregados celulares pequenos e citoplasmeo dendenciado pela
coloracdo azul intensa) em todas as fases estydaatésn também se observa
regibes nao-embriogénicas evidenciadas pelas sélyl@ ndo exibem um
citoplasma denso (células vacuoladas e alongadAf)YA et al., 2014; SILVA
et al., 2014). Esse tipo de heterogeneidade doriaigbede corresponder a uma
rapida reducdo da qualidade das ECS, visto que terialando-embriogénico
apresenta taxas de divisdo celular superior eaipnit rapido crescimento
(RIBAS et al., 2011).
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Figura 1 Caracterizacao histolégica de ECSQigffea arabicaA) L1 - 40 dias; B) L2 -
40 dias; C) L1 - 50 dias; D) L2 - 50 dias; E) L0 dias; F) L2 - 60 dias; G) L1
- 70 dias; H) L2 - 70 dias. MPE = Massa Pro-Emi@#itiga; RNE = Regido
N&o-Embriogénica; PE = Pro-Embrido. Barra = 100 uM.
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A presenca de regibes potencialmente embriogénieasnao-
embriogénicas constatada na andlise histologicaussensdes celulares deve-
se a heterogeneidade dos calos usados para iagcimesmas. De acordo com
Ribas et al. (2011) os calos de cafeeiro podentlsssificados em amarelo-
branco, amarelo-amarelo e amarelo-cinza, sendooguealos de coloracéo
amarelo-amarelo sdo tidos como adequados ao estabehto de suspensdes
celulares, bem como estdo aptos para transformgeé@ética, pois podem
originar embrides somaticos numa frequéncia bastatdvada. Estes calos,
portanto, devem ser subdivididos e subcultivadascpoca de 6 meses afim de

obter material embriogénico mais uniforme.

Expresséo dos genes SERK, BBM e WUS
N&o houve correlacdo entre a expressao dos @R BBM e WUSe

a regeneracdo das ECS para as duas linhagensdast\(Bagura 2).

I SERK
[/ BBM
. WUS
== Regeneragao
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Regeneracao (n° médio de embrides)

Amostras

Figura 2 Expressédo quantitativa relativR@) de SERK, BBMe WUSem calo néo-
embriogénico (CNE), calo embriogénico (CE), linhagele ECS (L1 e L2)
cultivadas entre 40 e 70 dias, embrido globularG(E. embrido
cordiforme/torpedo (E.C/T), embrido cotiledonarGé&t.). [Valores de RQ =
média de tréplicas técnicas; controles enddégen@ABDH e 1433 calos
nao-embriogénicos (CNE) = amostra de referéncia£H(].
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E possivel observar que ndo ha relacdo direta emtgadrdo de
expressao desses genes com a regeneracao dasldageris de ECS. Contudo,
constatacOes importantes podem ser feitas a mhsirandlises de expressao
quantitativa relativa desses genes.

Ha estudos que relataram gBERKse mostrava expresso na fase de
inducdo da embriogénese somética até a fase deédengbobular enDaucus
carota L. (cenoura) éDactylis glomeratal.., respectivamente SCHMIDT et al.,
1997; SOMLEVA et al., 2000Contudo, ja se sabe que esse gene desempenha
um papel mais vasto na embriogénese somatica, erdio sapenas restrito a
inducdo da embriogénese, mostrando-se também empresn embrides
somaticos no estadio cordiformé\. (thaliana) e em diversos estadios de
desenvolvimento em outras espécies (HECHT et GD12TUCKER et al.,
2003; SANTOS et al., 2005). A expressao do geEBKtambém foi observada
no meristema apical do caule e em cotilédones @eths deArabidopsis
tratadas com auxina, indicando que sua expressdoéngestrita a células
embriogénicas, mas também aquelas capazes de despana sinais hormonais
para formar embriées somaticos (HECHT et al., 200Esse trabalhdGERK
foi altamente expresso em todos os estadios dend#genento dos embrides
analisados, permitindo inferir que esse gene desengpum papel importante
também nas fases posteriores a inducéo da embeisg@&nCoffea

De modo geral, a expressdo 88RKcoincide com o requerimento de
auxinas exdgenas para a multiplicacdo celularéngiiftiada que caracteriza os
calos e ECS (SHARMA et al., 2008; SINGLA et al., 08D De acordo com
Hecht et al. (2001) e Nolan et al. (2003), a exgaesleSERKfoi induzida por
2,4-D emArabidopsissp. eMedicagosp., respectivamente. Nesse trabalho, o
2,4-D foi usado com fonte auxinica na fase de idwips calos embriogénicos
(meio MT2 - 4,52 uM [}) e multiplicagcéo das ECS (meio MM - 5 pM)L A

alta expressdo deSERK nos embribes em seus diferentes estadios de
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desenvolvimento pode ser explicada (1) devido damgel na fonte auxinica nos
meios de cultivo necessérios a regeneracdo (meid)MRgerminacao (meio
MGM), visto que 0 meio MRT possui, em sua constéioj 2,68 pM L de
ANA, enquanto o meio MGM possui 2,57 uM' de AIA; e (2) essa maior
expressdo dSERKem embrides em vista da expressdo em ECS podeidp

a presenca de citocinina (BAP) nos meios MRT e M@MNkente no meio de
multiplicacdo (MM). Cabe ressaltar que depois detegausubcultivos de ECS
em Arabidopsis o potencial embriogénico das células foi perdldso implica
gue outros fatores devem interferir na expressésedgene durante os periodos
de subcultivos (IKEDA et al., 2006; THOMAS et &Q04).

De acordo com Hecht et al. (2001) quatro geB#=RK foram
identificados no genoma ddérabidopsis (AtSERK1, AtSERK2, AtSERKS,
AtSERK4) Além disso, foram identificados em milhomSERK1e ZmSERK2
que pertencem a familia do geBERK também com um padréo de expressao
semelhante a®cSERK(caracterizado em cenoura) na embriogénese. Embora
tanto ZMSERK1e ZmSERK2tenham se mostrado expressos em materiais
embriogénicos, bem como no calo ndo embriogéniexpeessao dEmSERK?2
foi relativamente uniforme tanto em tecidos vegetatcomo reprodutivos (HU,
XIONG, YANG, 2005). Homdlogos desse gene tambérarfoidentificados em
Medicago truncatulg NOLAN et al., 2003) e girassol (THOMAS et al.,020
com uma predominante expressdo na embriogénesdiGmraaorganogénese.
Esses resultados sugerem @ERIS constituem uma pequena familia génica
conservada em plantas com um papel na embriogénegsessivelmente, em
outros processos de desenvolvimento (HU, XIONG, GARO005). De acordo
com estudos preliminares de Silva et al. (2014)emeSERKusado no presente
trabalho apresentou alta similaridade com os hoga§l®cSERK (de Daucus
carota), AtSERK1e AtSERK3(de Arabidopsis thaliang os quais se mostraram
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expressos em materiais embriogénicos (SCHMIDT .etl8P7; HECHT et al.,
2001).

Outra relevante constatacdo é o fato de $futRKe BBM podem estar
intrinsecamente relacionados visto que a expredsaon se mostra antagénica
ao outro. De acordo com essa hipétese, pode hawarrelacédo transiente de
inducéo e retroinibicdo entre esses genes duracteszimento da suspens&o
celular. Nessa relacéo, supdem-se BB& funciona como indutor da expresséo
de SERK Essas indica¢fes estdo de acordo com o fa@®Bdié codificar um
fator de transcrigdo que induz a expresséo de gesesiados & embriogénese
(PASSARINHO et al., 2008), bem como se associakfgracao e organizacdo
celular em regifes de crescimento (BOUTILIER et2002).

Além disso, quando superexpres®BM mostrou capacidade para
induzir a formacdo espontanea (sem adicdo de khyels) de calos
embriogénicos e de embrides somaticos (BOUTILIER.e2002. A capacidade
de BBM para promover a organogénese e embriogénese macausde
reguladores de crescimento sugerem que esse geeeapwar estimulando a
producdo de hormdnios (aumentando os niveis endégaestes nas plantas)
e/ou aumentando a sensibilidade da célula para estastancias (KARAMI,
AGHAVAISI, POUR, 2009). Sendo assim, sup0e-se BB#& poderia estimular
a producdo de auxinas e/ou aumentar a sensibilidadeélula para este
horménio, o qual é amplamente citado na literatar@o indutor da expressdo
de SERK(SCHMIDT et al., 1997; HECHT et al., 2001; NOLAN &. 2003;
ELHITI, STASOLLA, WANG, 2013; KARAMI, AGHAVAISI, PQUR, 2009).

Além dessa hipotese e de acordo com Santa-Catatirz. (2004),
componentes do meio de cultura podem ativar a sgpoedo gen8ERK,como
foi observado nos agregados celulare®©deatharinensigultivados nos meios
de cultura MS suplementado com 2,4-D e no meio WB&acordo com esses

mesmos autores, culturas mantidas em meio MS séD 240 apresentaram
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esta resposta, sugerindo que a adi¢cdo do 2,4-Deanda cultura MS contribuiu
para a ativacdo da expressdo do geBRK Esses dados também corroboram
com demais trabalhos da literatura (ELHITI, STAS®@I.IWANG, 2013), e
com o fato da presenca de 5 uM dle 2,4-D no meio MM usado no presente
trabalho para multiplicacéo das ECS.

O geneWUSse mostrou pouco expresso durante a fase de hwalgifo
das ECS, sendo sua expressdo significativa a piotiestddio cordiforme/
torpedo, fato que corrobora com a literatura pesgla no que diz respeito a alta
expressdo desse gene a partir do estadio globMANYER et al., 1998;
HAECKER et al., 2004; CHANDLER, NARDMANN, WERR, 280BOSCA,
KNAUER, LAUX, 2011). Além disso, diversos autoresnstataram qu&VUS
esta envolvido na promocéo e/ou manutencdo deaséitdnco embriogénicas
totipotentes (ZUO et al., 2002; ARROYO-HERRERA ¢t 2008; SOLIS-
RAMOS et al., 2009), o que pode ser visto, nesseatho, mediante a baixa
expressao relativa nos materiais embriogénicodeaciando que o processo de
inducao ja havia sido desencadeado, e a expreasabdesse gene atua apenas
na manutencdo do potencial embriogénico das ECSerifanto, a literatura
ainda relata que o mutaré¢USainda é capaz de produzir embrides somaticos,
sugerindo que varios caminhos alternativos podenduzr a expressao do
potencial de totipotencialidade (ZUO et al., 2002).

Zuo e colaboradores (2002) também levantaram adspdle QUSERK
e WUS poderiam estar, de alguma maneira, correlacionaidte que (1) sao
essenciais para a manutencdo da identidade dea oébrionaria; e (2) a
atividade do gene CLV (RODRIGUES e KERBAUY, 200%vd ‘desligar’
WUS e SERKno momento apropriado, a fim de executar suaségsigle
promover a iniciacdo do 6rgdo. No presente trabafttofoi possivel identificar
uma relacéo direta entre a expressaSHBKe WUS visto que a expresséo de

WUS permaneceu basicamente inalterada e muito baixeekagéo aos demais
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genes estudados durante a fase de multiplicacioEG@&s (40 a 80 dias),
sofrendo alteragdo significativa somente a padiestadio cordiforme/torpedo.
Contudo, durante a fase de multiplicacdo das E@Spequeno aumento na
expressao d&vUSfoi observado aos 50 dias de cultivo, coincidijukiamente
com o primeiro aumento na expressaGE#RK embora esse aumento &S
nao tenha se sustentado comparado ao aumento ressip dSERKaos 70 e
80 dias. Assim, futuros estudos visando avaliar possivel inter-relagdo entre
SERKE WUSainda se fazem necessarios. Vale ressaltaMgu&é o Unico
fator de transcricdo encontrado até agora envolm@oegulacdo de ambas as
células-tronco meristeméticas (pluripotentes) eéhslas-tronco embriogénicas
(totipotentes) (ELHITI, STASOLLA, WANG, 2013).

Regeneracao das ECS

O processo basico de regeneracdo das ECS foi almiidsucesso até o
estadio de plantulas (Figura 3), gerando em tomaté 5 embrides ritgde
célula em suspenséo inoculada em meio MRT, corapiolor com os dados da
literatura pesquisada (CARVALHO et al.,, 2013). Emba frequéncia de
embriGes regenerados tenha sido satisfatéria, slgspectos relevantes do
desenvolvimento dos embrides ainda precisam saidemados e ajustados para

nosso laboratério.
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Figura 3 Regeneracdo de embrides soméaticos de café, c\gu@ath, B, C, D, E =
embrides em meio MRT apds 120 dias de cultivo, stum®. A) ECS aos 40
dias de cultivo; B) ECS aos 50 dias de cultivoEC)S aos 60 dias de cultivo;
D) ECS aos 70 dias de cultivo; E) ECS aos 80 déasultivo; F = embrides
em meio MGM apds 30 dias de cultivo, no escuro; €mbrides em meio
MGM apds 30 dias de cultivo, sob luz; H = embridieslados e
contabilizados para posterior transferéncia paréo nBEV; | = plantula
proveniente de embrido somatico de café.

As duas linhagens de ECS se comportaram de matisiiista quanto a
taxa de regeneracdo em embrifes somaticos, o ddenewu uma grande
heterogeneidade do material embriogénico inicials&ja, do calo embriogénico
inoculado em meio liquido. Inicialmente, a linhagdm(L1) apresentou um
comportamento ascendente com ndmero maximo de &sbiormados aos 60
dias e decréscimo na proxima coleta. Ja a linhageth2) teve o nimero
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maximo de embrides formados aos 40 dias e decrescew passar das coletas
(Figura 4).
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Figura 4 Diferenca entre linhagens de ECS quanto a taxagkneracdo em embribes
somaticos. A) Relagéo entre a idade das ECS daslidhagens (L1 e L2) e 0
n° médio de embrifes regenerados; B) Embrides eim M@BM provenientes
de ECS da linhagem 1 coletada aos 60 dias de @uB)yEmbrides em meio
MGM provenientes de ECS da linhagem 2 coletad&@akas de cultivo.

Um outro aspecto observado foi o escurecimento esobrides (cor
rosada) durante o cultivo em meio MRT, fato queepiadl ocorrido devido a (1)
permanéncia prolongada (120 dias) dos embriGesesmm meio de cultivo, e
(2) permanéncia prolongada no escuro.

Estudos prévios em nosso laboratério revelaramfigggiéncias mais
elevadas de regeneracdo das ECS em embrifes smsnfiiiam observadas
quando o material permaneceu no mesmo meio de@ualt que quando houve
a renovacdo deste aos 30 dias de cultivo (dadoputdicados). Isso pode ser
explicado levando em consideragdo que condicbasseanhtes sdo, em si,
suficientes para induzir a embriogénese somati€NVRNOLD et al. 2002).
Reguladores de crescimento, a auséncia e/ou acéeptestes sdo fatores de
estresse, como por exemplo, o fato da auxina pesvacidificacdo da parede
celular e induzir a metilagdo do DNA (VON ARNOLDadt, 2002).
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Foi constatada grande assincronia na regeneragdCta em embrides
somaticos, visto que, no momento da contabilizal@ embribes, ou mesmo
durante o processo de regeneracdo e germinacaa, drabrides nos estadios
globular, cordiforme/ torpedo e cotiledonar (Figlba Essa assincronia na
regeneracdo pode estar relacionada a diversosesatmomo condicbes de
luminosidade, densidade do material nas fases dbiplieacdo celular,
regeneracdo e germinacdo dos embrides, concentrdedoegulador de
crescimento, entre outros (TEIXEIRA et al., 200BRS et al., 2011).

Figura 5 Assincronia na regeneracao de embrides somaticoafdeA) Embrides
de café cultivados em meio MRT na auséncia de énz, diversos
estadios de desenvolvimento: G = Globular; C/T =rd@orme/
Torpedo; Cot = Cotiledonar. B) Embrides de caféivatios em meio
MGM, sob luz.

CONCLUSOES

N&o foi possivel diferenciar as linhagens de EG&da 10 dias somente
com a analise histoldgica.

N&o houve relacéo direta entre a expressao de §&iiRls BBM, WUSe
a regeneracdo das ECS em embrides, bem como enhistadogia e a
regeneracao.

SERK e BBM podem desempenhar papel antagbnico na embriogénese
somatica do cafeeiro.
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A expressdo basal do geNMgUS permaneceu inalterada em todas as
amostras de ECS, sendo mais expresso no embri@dedero a partir do estadio
cordiforme/torpedo.

A regeneracdo de ECS em embrides ocorreu numeéfiegusatisfatoria,
porém foram observados embrides com desenvolvimeido maneira
assincrénica.

As duas linhagens de ECS se comportaram de mameita diferente

guanto a taxa de regeneracdo em embrides somaticos.
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RESUMO

No Brasil, o café destaca-se como uma das cultongsrtantes no ambito

mercadoldgico, tanto para o mercado interno qupata as exportacles e, 0
processo de producéo brasileiro necessita de irert®® na produtividade para
manter-se competitivo perante aos outros paisetaqueem comercializam este
produto. O desenvolvimento da biotecnologia braailpode auxiliar, dentre

outras formas, tornando a propagacédo deste vegeial eficiente e, uma das
possibilidades futuras baseia-se na producdo dei@mabsomaticos em larga
escala e propagacdo destes pela tecnologia de tesmeimtéticas. Esta
tecnologia permite que gendtipos de elite e plageaseticamente modificadas
sejam propagados de modo clonal, preservando astedsticas de interesse. A
partir deste trabalho, objetivou-se desenvolvetgoalo inicial para subsidiar o

desenvolvimento de sementes sintéticas a partierdbrides somaticos de

Coffea arabicacv. Catigua. Constatou-se que a maturacdo dosi@abem
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meio de cultura MGM liquido é favoravel para a obf® de embribes
somaticos no estadio torpedo e cotiledonar, frargete mesmo meio no estado
sélido. Em relagéo a producédo de sementes sirgétiesultados apontam para a
utilizacdo de embrides somaticos com radicula, psutados de acordo com a
técnica convencional com a adicdo de solucdo matribEV na matriz de
encapsulamento, para uma taxa de aproximadamerigo A conversao das

sementes sintéticas em plantulas apos 30 dias.

Palavras-chaveEmbrido somatico, cafeeiro, biotecnologia, encaaahto.

INTRODUCAO

Dentre as culturas expressivas brasileiras, o itafdestaca-se tanto no
mercado interno quanto em nivel de exportaceg€npa continuidade deste
guadro estd intrinsecamente ligada a produtividagiee € dependente,
principalmente, da qualidade da bebida e do custprdducéo (TEIXEIRA et
al., 2004). Para manter a competitividade destarajlo desenvolvimento da
biotecnologia no Brasil pode ser considerado uor fd¢ extrema importancia.

A propagacédo clonal via embriogénese somatica gnipsora para a
comercializacdo de plantas elite e/fou transforma@RBAS et al.,, 2011;
ETIENNE et al., 2013). No entanto, esta metodologaessita de otimizacéo
para adaptacdo aos padrées de propagacdo em smaja €DONATO et al.,
2000), e o desenvolvimento de tecnologias que Ipiitmin a insercéo eficiente
da embriogénese somatica de cafeeiro no mercade podtribuir com a
produtividade deste setor brasileiro.

Os estudos a respeito da tecnologia de produc@erdentes sintéticas
apontam para aplicagcbes e possibilidades comerdaigientificamente

interessantes. Podemos citar, principalmente, asgans quanto & propagacao
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de genotipos-elite, plantas geneticamente modiisadespécies com sementes
invidveis, além das aplicacbes relacionadas a ooag# e troca de
germoplasma vegetal entre instituicdes (SHARMAl.e2813).

Embrides somaticos de espécies comerciais Aditie vinifera Citrus
nobilis x Citrus deliciosa Musa spp eOryza sativatem sido utilizados em
experimentos com sementes sintéticas, exibindes tdgagerminacdo de 69,2%,
81,94%, 66% e 52%, respectivamente (NIRALA et 2010; SINGH et al.,
2007; GANAPATHI et al., 2001; ARUN KUMAR et al., 26).

A combinacdo entre alginato de sodio e cloreto @ei@ tem sido
relatada como a melhor forma de encapsulamentijalee baixo preco destes
compostos, pelo carater ndo danoso, facilidaddiliEagdo e por resultarem em
altas taxas de conversao de embrides em planta#sREA et al., 2013).

Além do método de encapsulamento usual, ha uma téaviéca para
producado de sementes sintéticas, denominada “hbkads”, proposta por Patel
et al. (2000). Em estudos com cultivaresSidanum tuberosurh., Nyende et
al. (2003) reportaram 100% de regeneracdo de semesimtéticas “hollow
beads” em casa de vegetacdo, além de 70,8% deerag@da para um dos
cultivares apds 280 dias de estocagem.

Com este trabalho objetivou-se subsidiar o esteinedémto de protocolo
para a propagacdo deoffea arabicacv. Catigud via producdo de sementes
sintéticas, por meio da obtencdo de informacdestgurinfluéncia dos estadios
de desenvolvimento dos embrides sométicos bem datoces nutricionais e
fisicos que interferem no desenvolvimento de seesesintéticas.

MATERIAL E METODOS
Comparagédo da germinacdo de embrifes em meio sélittpido
O experimento visando comparar a germinacdo e ag#ar dos

embrides em meio MGM sdélido e liquido foi executadom embrides
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provenientes de ECS (cultivadas por aproximadanthidias em meio liquido
MM), os quais permaneceram em meio MRT por 120, dias escuro
(TEIXEIRA et al., 2004). Apoés esse periodo, emlwipeovenientes de cerca de
150mg de ECS foram colocados em meio MGM sélido@WMiquido, sendo
que a diferenca entre 0s meios consistiu apengwes®nca ou auséncia de
agente geleificante (agar).

Todos os embrides foram cultivados por 30 dias soum®, sendo
posteriormente transferidos para condicdo luminmsde permaneceram por
mais 30 dias. Os embrides mantidos em meio sékdmaneceram em placa de
Petri, e os embrides mantidos em meio liquido focatocados em erlenmeyers
sob agitacdo (100 rpm). Decorrido o tempo de cubiob condi¢do luminosa, 0s
embriBes foram contabilizados em seus diversogliesté@le desenvolvimento
(globular, cordiforme/torpedo e cotiledonar), beomo o numero total de
embrides formados.

O experimento foi conduzido em delineamento inte@ate casualizado
com quatro repeticfes para cada tratamento (sélidiguido). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias cadgsapelo teste de Scott-
Knott (p<0,05), utilizando o software R.

Encapsulamento convencional

No processo de encapsulamento, as seguintes soelfagéen utilizadas:
alginato de sédio em concentracdes de 9,25; 185 ®M; cloreto de calcio
dihidratado (CaGI2H,0) em concentracdo de 100 mM e nitrato de potassio
(KNO3) em concentracdo de 100 mM. Todas as soluctes fpreparadas com
agua destilada autoclavada em caémara de fluxo éamisendo que os
equipamentos, utensilios e reagentes foram previ@mdesinfestados por
radiacéo ultravioleta por 30 minutos ou autoclavagel?1 °C e 1,5 atm por 20

minutos, dependendo da especificacdo de cada alateri
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Para obtencéo das capsulas, o material vegetahéoso em solucdo de
alginato de sédio. Com auxilio de uma micropipé&@00Q uL) ajustada para o
volume de 200 uL e ponteiras adaptadas, os expldotam individualmente
resgatados e gotejados em solucdo de L£4G0O, onde permaneceram em
processo de complexacao por 20 minutos. Apés,@siles complexadas foram
imersas em agua destilada autoclavada por 5 mipai@sa retirada do excesso
de fons C& e, em seguida procedeu-se o processo de descamgiea partir
da imersédo em solucao de Kih@r 10 minutos.

Por fim, as capsulas foram enxaguadas novamenteagom destilada
autoclavada por 5 minutos para a retirada do escel®s ions de Ke
inoculadas em meio de cultura MS (MURASHIGUE & SKG.962).

Encapsulamento segundo o método “hollow beads”

Os reagentes e o0s procedimentos de esterilizac&o naateriais
utilizados neste método de encapsulamento foramessnos descritos para o
método convencional, com excecdo do reagente darbtiicelulose, que foi
utilizado na concentragcédo de 57,2 mM e esterilizaataadiacdo ultravioleta.

O material vegetal foi imerso em solucdo de carbetilcelulose,
acrescido de 68,02 mM de cloreto de calcio. Comtikzagdo de uma
micropipeta (1000 pL), essa mistura foi resgatagatejada em uma solucao de
37 mM de alginato de sédio, onde houve a formagdonta camada externa de
alginato de calcio, com a manutenc¢do do nucleostade liquido. As capsulas
permaneceram nesta solucdo por 10 minutos e, eaidaggrocedeu-se duas
lavagens com agua destilada. Entédo, as capsubas forersas em uma solugéo
de cloreto de calcio dihidratado por 20 minutosrapgue ocorresse a

complexac¢do da camada externa de alginato de calcio
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Influéncia de estadios de desenvolvimento dos @éexbrisométicos e
concentracBes de alginato de sédio

Inicialmente foram selecionados embrides somatiems estadio
cotiledonar, porém com caracteristicas diferentent ao desenvolvimento.
Estes foram classificados em: 1- embrides obtiduestr do cultivo em meio de
cultura DEV sélido, com parte aérea pouco deserdalvsem radicula; 2-
embriGes obtidos a partir de meio de cultura DENMIspcom parte aérea bem
desenvolvida, sem radicula; 3- embribes obtidoartr o cultivo em meio de
cultura MGM liquido, com parte aérea pouco desesda] com radicula
desenvolvida.

Neste experimento foram utilizados embrides somsticdassificados
em estadio 1, 2 e 3, e 0 encapsulamento feitotia gardiferentes concentra¢gbes
de alginato de sédio (9,25; 18,5 e 37 mM), segurdométodo de
encapsulamento convencional. As sementes sintédtieas como 0s controles
para cada estadio (embribes sem capsula) foramladms em placas de Petri
contendo meio de cultura MS (MURASHIGUE & SKOOG6(2%

As placas foram mantidas em sala de crescimentofotoperiodo de
12 horas e, apés 30 dias procedeu-se a avaliagdsedaintes parametros: taxa
de germinacao, que consiste no rompimento da @psltd desenvolvimento da
radicula; taxa de rompimento da cépsula pelo desémento da parte aérea;
taxa de morte dos embrides.

Para cada tratamento foram estabelecidas trésig@getcom 10
sementes sintéticas cada, totalizando 270 semsintigsicas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias cadgsapelo teste de Scott-
Knott (p<0,05), utilizando o software R.
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Influéncia dos métodos de encapsulamento

Neste experimento foram utilizadas duas técnicéeratites para o
encapsulamento do material vegetal: a convenciertdlollow beads”, como
descritas anteriormente.

Foram utilizados embrides sométicos em estadioledotar sem
radicula e as sementes sintéticas produzidas fim@ruladas em placas de Petri
contendo meio de cultura DEV (TEIXEIRA et al., 2D0Apos 30 dias de
incubagdo do material em sala de crescimento, geocse a avaliacdo dos
seguintes parametros: taxa de germinacao; taxardgimento; taxa de morte
dos embrides encapsulados; taxa de oxidacdo; geesknfolhas; area foliar e
diferenca no comprimento médio da parte aérea.

Para cada tratamento foram estabelecidas 3 regetogin 15 sementes
sintéticas e elaborou-se o controle a partir deculegdo de 15 embrides
somaticos em placa de Petri com meio MS. Os dadasnf submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas tdode Scott-Knotip0,05),
utilizando o software R. Os dados binarios (presede folhas) foram
submetidos a andlise pelo modelo de regressaditagéso ajuste foi realizado
utilizando-se o programa R (R Development Core T2a08). Para verificar a
significancia do modelo foi utilizado o teste dei-Quwadrado que, segundo
Collet (1991) é comumente utilizado para verifisara inclusdo do parametro

no modelo é significativo ao nivalde probabilidade.

Influéncia da composicdo da matriz de encapsulament

Para a execugéo deste experimento os embridesisosnam estadio
cotiledonar com radicula desenvolvida foram sulipstao encapsulamento em
matrizes constituidas diferencialmente em relacgigpéementacéo nutricional, a
base de agua ou meio de cultivo DEV (TEIXEIRA et @004), e foram

inoculadas em meio de cultivo DEV. Ap6s 30 diassata de crescimento com
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fotoperiodo de 12 horas, os pardmetros avaliad@snfotaxa de germinacéo,
taxa de rompimento, morte, oxidacao, diferencaamprimento médio da parte
aérea, diferenca no comprimento médio da radiguesenca de folhas e area
foliar. Foram estabelecidas 2 repeticdes com 1(ests sintéticas para cada
tratamento. Os dados foram submetidos a andliseadéncia e as médias

comparadas pelo teste de Tukpy(@,05), utilizando software R.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Comparagédo da germinacdo de embrifes em meio sélittpiido

Com o objetivo de averiguar a influéncia da condigd meio de cultura
(MGM sodlido ou liquido) na germinacéao e maturacaaethbrifes foi analisado
0 numero de embrides em cada estadio de desenesitdmO meio MGM
liquido propiciou uma média de 326 embrides, sandoa maior porcentagem
destes se encontravam no estadio cordiforme/torpsstpuido pelos embrides
nos estadios cotiledonar e globular. No meio s@lidédia de 191 embrides), a
maior porcentagem de embrides contados se encantr@westadio globular,
seguido por cordiforme/torpedo e cotiledof@gura 1).

Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que (Inhaterial vegetal
inoculado na superficie do meio sélido ndo dispesuh area de contato total
para absor¢do da solucdo nutritiva, e/ou (2) foseokado ocorréncia de
embriogénese somatica secundaria no meio liquido.

No caso da massa embriogénica em meio liquidocerporacdo de
nutrientes pode ser maximizada pela completa sudmeano meio nutritivo e
pela movimentacgéo rotativa controlada desta solegéccida por intermédio do
shaker. A possivel absor¢éo privilegiada de nuggpor parte do material em
meio liquido pode explicar o nimero superior de rédels em estadio mais
desenvolvido em relacdo ao meio sélido e, alénodss escala comercial, a

ndo utilizacdo do agar pode refletir em reducdo aagos do produto final.
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Adicionalmente, em termos de praticidade, ha umalgficacdo no processo de
elaboragéo do meio de cultura.

80 I Solido

[ Liquido
70 A a

60
50 1
40

30

Média do n° de embrides (%)

20

Globular  Cordiforme/ Torpedo Cotiledonar
Estagios de desenvolvimento

Figura 1 Média, em porcentagem, dos embribes sométicos eta eatadio de
desenvolvimento em meios de cultivo MGM liquido &M sdlido. *Médias
relacionadas aos mesmo estadio de desenvolvimergmbrido seguidas por
letras distintas sédo estatisticamente diferenteactedo com o teste Scott-
Knott a 5% de significancia. A e B) Embrides soun@i de café em meio
MGM solido; C e D) Embrifes somaticos de café ernoriviGM liquido.

Além disso, durante a conducdo dos experimentos @ MGM
liquido foi observada ocorréncia de embriogénesmatoa secundaria ou
embriogénese repetitiva (Figura 2). Estudos reddigacomO. catharinensis
mostraram que a embriogénese repetitiva pode aameignificativamente a
quantidade de embribes somaticos e representa portante sistemin vitro
de producao para essa espécie haja visto os divens@ves em sua propagacao
(SANTA-CATARINA et al., 2004).
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Figura 2 Embrides somaticos dé. arabica,cv. Catigua, em meio de cultivo MGM
liquido com ocorréncia de embriogénese somatiaansiéeia.

Influéncia de estadios de desenvolvimento dos @éexbrisométicos e
concentracdes de alginato de sédio

De acordo com a andlise estatistica ndao houveediar significativa
(p<0,05) entre as concentracdes de alginato de sodio ecmgdio estadio de
desenvolvimento dos embribes x concentragdo deattpide sodio ndo foi
significativa para nenhuma das variaveis resposta.

Entretanto, foi constatada diferenca significatig@<0,05 entre os
diferentes estadios de desenvolvimento dos embsidraaticos para as variaveis

taxa de germinacdo, taxa de rompimento e mortensioes (Tabela 1).

Tabela 1 Influéncia do estadio de desenvolvimento dos efebrsomaticos de
Coffea arabicana taxa de germinacdo, taxa de rompimento e nuote
embrides encapsulados.

Tratamento Germinacao (%) Rompimento (%) Morte (%)
Estadio 1 1,11 b 3555b 39,53 a
Estadio 2 1,11 b 79,16 a 32,60 a
Estadio 3 34,44 a 60,00 a 11,66 b

*Médias seguidas por letras distintas na colunaeséatisticamente diferentes de
acordo com o teste Scott-Knott a 5% de signifiGnci

A taxa superior de germinagdo observada nos ensbribeestadio 3 era
prevista, visto que estes possuiam radicula debgd®po ao contrario dos
embriGes pertencentes aos estadios 1 e 2. A peesiencadiculas, inclusive o
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expressivo alongamento das mesmas nos embrifestéddioe 3 (dados nao
mostrados) em detrimento da auséncia de radicubass demais estadios
analisados provavelmente deve-se a diferenca n@asigdio e condigcdes do
meio de cultivo de onde os embrides foram obti@issembrides classificados
em estadio 1 e 2 foram obtidos a partir do culéwo meio DEV sdlido, o qual

possui em sua composicdo 1,33 pM de citocinina Bé&fjuanto que o0s
embrides do estadio 3 foram cultivados em meio Mi@Mido, composto por

2,57 UM de auxina (AIA) e 1,11 uM de citocinina (BA O balanco ideal de
auxina e citocinina aliado a condicao de cultivorasio liquido propiciaram o

desenvolvimento de radicula nos embribes, o qéedeshacordo com a literatura
(REZENDE et al., 2011).

E interessante notar que embribes sem radicula etidgms ao
encapsulamento nas condi¢bes de trabalho citadasesparam taxas muito
baixas de germinagdo. Assim, reguladores de crestimna composicdo da
matriz de encapsulamento podem ser uma alterngara a inducéo e
maximizacdo do desenvolvimento do sistema radicalz embrides como
demonstrado em trabalhos c@ntorellianax C. citriodorg C. grandiflorg A.
comosug§HUNG & TRUEMAN, 2012; PINKER & ABDEL RAHMAN, 2005
SONEJI et al., 2002).

Neste experimento, as taxas superiores de rompinpana os embrides
nos estadios 2 e 3 demonstraram-se em func¢éo slangeede sistema radicular
e parte aérea bem desenvolvida, respectivameriteofstatado que o estadio 3
apresentou valores inferiores em relacdo a taxenalite, indicando possivel
interferéncia da presenca do sistema radicular aaabmortalidade dos
embriBes. A presenca de raizes e, consequentenmesiter absorcao de
nutrientes do meio atua como fator positivo na edkéncia de embribes

encapsulados.



81

Influéncia dos métodos de encapsulamento

N&o foi possivel avaliar a influéncia dos métodeseticapsulamento
convencional e “hollow beads” sobre a germinac&osdanentes sintéticas, uma
vez que ndo houve desenvolvimento de raizes nosridaabsomaticos
encapsulados e nos inoculados sem cépsula (cQntEsrerelacéo as variaveis
rompimento, morte e oxidagdo, constataram-se esfdtabsolutos em todos os
tratamentos, sendo 100% para 0 rompimento e ze® marte e oxidacao
(Figura 3).

/

Figura 3 Rompimento da capsula pelo desenvolvimento do i@mtsomatico nos
diferentes métodos de encapsulamento. A) métoddlo¥hobeads”; B)
método convencional.

Para as variaveis area foliar e diferengca no congrio médio da parte
aérea nao houve diferenca estatistica entre osvdgizdos de encapsulamento.
Contudo, foi observada diferenca significativa paravariavel presenca de
folhas, segundo o modelo de regressdo logisticatiptalla 95% de
confiabilidade. De acordo com as analises houvaén€ia positiva do método
de encapsulamento “hollow beads” sobre esta vdrd&embrides somaticos,
aumentando em 2,3 a chance de ocorrer este éigit@xperimentos com calos
embriogénicos déaucus carota Patel et al. (2000) relataram a influéncia
positiva do encapsulamento “hollow beads” conseguéa reducéo de barreiras

espaciais e para a difusdo de nutrientes.
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Apesar do bom rendimento da técnica em aspectadoficos, é
importante ressaltar que, no caso deste experimeto“hollow beads”
demonstraram menor resisténcia mecanica e, congequente dificuldades
inerentes a manipulacdo comparadas as sementésicamtproduzidas pelo
método convencional. Sementes sintéticas podenartsminstrumentos ideais
para a estocagem e transporte de material veggtbARMA et al., 2013).
Contudo, para que essa possibilidade concretiza-sesisténcia mecanica das

capsulas é um fator essencial a ser consideratiimigado.

Influéncia da composicdo nutricional da matriz de@psulamento

Constatou-se que as sementes sintéticas prodwuzipasir de capsulas
elaboradas com solugdo nutritiva DEV apresentararast superiores de
germinacgéao (77,5%) em relagdo as sementes sigttioduzidas com cépsulas
a base de agua (60%) (Tabela 2).

Tabela 2 Influéncia dos tratamentos na porcentagem de
germinacdo das sementes sintéticaSalea arabica

Tratamento Germinacao (%)
Céapsula com DEV 77,5 a
Cépsula com D 60,0b

*Médias seguidas por letras distintas sdo estaistente diferentes de
acordo com o teste Tukey a 5% de significancia.

A adicdo de solucdo nutritiva na matriz de encapsahto ja foi
relatada com sucesso em diversos trabalhos (IPEKEDZUKIRMIZI, 2003;
MANJKHOLA et al., 2005; UTOMO et al., 2008; CARTES al., 2009). A
otimizacdo dos aspectos nutricionais interferemes desenvolvimento do
embrido encapsulado é fundamental para que a eagkile como endosperma
artificial, possibilitando a conversdo das semerg@géticas em plantulas
(Figura 4).
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Figura 4 Semente sintética déoffea arabica cv. Catigua germinada. A) Capsula de
alginato de calcio; B) Protusdao da radicula do @mbrsomatico; C)
Cotilédone; D) Desenvolvimento foliar.

Neste experimento foram obtidas taxas totais depimento das
sementes sintéticas em ambos os tratamentos eonéie tonstatacdes de morte
e oxidagéo dos embrides somaticos. Para as vaigvesenca de folhas, area
foliar, diferengca no comprimento médio de raizepagte aérea ndo houve
diferenca significativa.

A partir da analise dos dados, pode-se ressal@mgencapsulamento
em gel de alginato de calcio nao foi prejudicialrefacdo a nenhum aspecto do
desenvolvimento dos embrides sométicos, como esi@édisto, a taxa de
rompimento das capsulas em ambos os tratamentosotfi (100%). Na
literatura, ha varios relatos de taxas diferentescdnversdo de sementes
sintéticas elaboradas a partir de embrides sonsat@mmo nos experimentos
com Acca sellowiana(70,3%), Psidium guajava(91,6%), Dalbergia sisso
(43,3%) eClitoria ternatea(92%) (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007;
RAIl et al., 2008; SINGH & CHAND, 2010; KUMAR & THOMS, 2012).
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CONCLUSOES

A maturacdo dos embrides em meio de cultura MGMdiy é favoravel
para a obtencdo de embribes sométicos no estaddifocme/ torpedo e
cotiledonar.

A técnica convencional de encapsulamento é de maaiipulacdo para
producao das capsulas.

Os embribes com radicula desenvolvida exibiram meficiéncia para a
producdo de sementes sintéticas, com taxas de rgg@ad e rompimento
superiores e taxas de morte inferiores aos oustaslies de desenvolvimento.

A adicéo de solucéo nutritiva DEV na matriz de @scéamento refletiu
em taxas de conversao das sementes sintéticagietulas de 77,5%.

Faz-se importante ressaltar que estudos para atagéap desta
metodologia para a aplicacdo das sementes sistéimaambientex vitro séo

pertinentes e promissores.
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