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Resumo

A inducdo de embrides sométicos em Coffea arabica é desafiadora e depende das condi¢Bes de cultivo
in vitro, que afetam a quantidade e qualidade dos embrides. Sistema liquido facilita a assimilacao de
nutrientes e crescimento rapido das células, enquanto o semissélido oferece suporte estavel e liberacéo
gradual de nutrientes. Este estudo investigou como os sistemas de cultivo in vitro, liquido e semissdlido,
influenciam a inducéo de embriGes sométicos em C. arabica. Mudas foram adquiridas e suas folhas
utilizadas como fonte de explantes. Apds desinfestacéo, os explantes foliares foram inoculados em
meio de inducao e proliferacdo de calos fridveis, mantidos no escuro por 90 dias. Os calos friaveis
foram entdo transferidos para o meio semissoélido e liquido para indugéo de embrides soméaticos, sendo
mantidos no escuro por seis meses. O tempo influenciou a inducdo e proliferacdo dos calos friaveis,
com menor inducdo observada aos 15 e 30 dias. Embora néo tenha havido diferenga significativa no
namero de embriBes somaticos entre os sistemas, o meio liquido resultou em uma formacdo mais
rapida das estruturas embrionarias, mas também apresentou mais anormalidades morfolégicas.

Palavras-chave: Café. Cultura de Tecido Vegetal. Embriogénese somética indireta.
Area do Conhecimento: Engenharia Agrondmica.
Introducéo

A inducao de embribes sométicos em Coffea arabica ainda representa um desafio na propagacéo e
melhoramento de cultivares de café. O sucesso dessa técnica depende amplamente das condicdes de
cultivo in vitro, que podem influenciar significativamente a quantidade e a qualidade dos embriGes
regenerados (Oliveira et al., 2023). Entre os diversos fatores que afetam a inducdo de embrides
somaticos, os sistemas de cultivo in vitro se destacam como um elemento chave. Sistemas liquidos e
semissolidos sé@o frequentemente utilizados, e suas caracteristicas distintas podem impactar o
desenvolvimento embrionério, afetando assim a regeneracdo de pantulas (Oliveira et al., 2021a).

Os sistemas de cultivo in vitro oferecem diferentes ambientes para o cultivo, propagacgéo e indugéo
de embrides sométicos. Os sistemas liquidos, por exemplo, permitem uma melhor assimilacdo dos
nutrientes e crescimento mais rapido dos tecidos cultivados devido a maior disponibilidade de meios
de cultura e a circulagao continua (Papanastasiou et al., 2008; Savio et al., 2012; Oliveira et al., 2021a).
Em contraste, os sistemas semissolidos oferecem um suporte fisico mais estavel e uma liberagao
gradual dos nutrientes, o que pode afetar a formacao e a qualidade dos embrides somaticos (Savio et
al., 2012; Oliveira et al., 2021a). Esses aspectos tornam importante a comparacéo entre os dois tipos
de sistemas para otimizar os protocolos de cultivo in vitro para C. arabica.

Estudos tém mostrado que os sistemas de cultivo podem afetar a resposta morfogenética dos
explantes, como a formagé&o dos calos friaveis e a indugéo de embrides sométicos. A eficacia desses
sistemas é influenciada pela composicdo do meio de cultura, concentracdo de reguladores de
crescimento, pH, e outros fatores ambientais in vitro (Van Boxtel; Berthouly, 1996). A comparacéo das
respostas e do cultivo dos calos fridveis de C. arabica em sistemas liquidos e semissdlidos pode
fornecer insights sobre como cada sistema contribui e influéncia a inducdo e o desenvolvimento de
embrides somaticos.
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Este estudo tem como objetivo realizar uma analise comparativa dos sistemas de cultivo in vitro,
com énfase nas diferencas entre sistemas liquidos e semissoélidos, para avaliar sua influéncia na
inducéo de embriGes somaticos em C. arabica. A compreenséo das vantagens e limitagdes de cada
sistema permiti aprimorar os protocolos de cultivo, promovendo uma melhor eficiéncia na producéo de
embrides somaticos e, consequentemente, contribuindo para o avancgo na propagacao e melhoramento
genético desta importante planta de café.

Metodologia

Mudas comerciais de C. arabica (variedade 785/10 vermelho) foram adquiridas, e suas folhas foram
utilizadas como fonte de explantes. As folhas foram coletadas e lavadas em &agua corrente com
detergente neutro por 20 min, seguidas de imersdo em alcool 70% por 1 min. Em seguida, foram
submetidas a desinfestagdo em solugdo de hipoclorito de sodio a 1,5%, por 30 min, com a adigdo de
uma gota de Tween 20 para cada 100 mL de solucdo. Apds esse procedimento, as folhas passaram
por trés lavagens sucessivas em agua destilada e encaminhadas para inoculagéo. Explantes foliares
(~1cm?) foram excisados, e cinco fragmentos foram inoculados em placa de Petri contendo meio de
inducéo e proliferacédo de calos friaveis, constituido de 2,15 g L' de 1/2MS, 30 g L™! de sacarose, 0,08
g L' de L-cisteina, 0,4 g L' de extrato de malte, 0,1 g L™' de caseina hidrolisada, 9,06 uM de acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 4,44 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) e 2,8 g L™ de fitagel, pH = 5,6.
O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 min e renovados mensalmente.
As placas de Petri foram mantidas no escuro a uma temperatura de 25 + 2°C por 90 dias, totalizando
50 placas de Petri. A cada 15 dias, foi avaliado o nimero de explantes responsivos que induziram a
formacéo de calos fridveis. O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
com 50 repeti¢des, levando em consideracéo o fator tempo. Foi aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, e, confirmada a normalidade dos dados, procedeu com analise de variancia e o teste de
Scott-Knott. Além disso, foi aplicada uma andlise de regresséo quadratica com as médias.

Para inducao de embrides sométicos, 0,8 g de calos friaveis foram inoculados em placa de Petri em
meio semissolido, constituido com 4,3 g L™' de MS, 30 g L' de sacarose, 0,04 g L™" de L-cisteina, 0,8
g L' de extrato de malte, 0,2 g L™! de caseina hidrolisada, 4,44 uM de BAP, 2,8 g L' de fitagel e 2 g
L-' de carvao ativado, com pH ajustado para 5,6. Paralelamente, foram utilizados frascos de Erlenmeyer
de 120 mL contendo 50 mL de meio liquido, com a mesma formulagdo, porém sem a adi¢cao do agente
gelificante, o fitagel. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 min e
renovados mensalmente. As placas de Petri foram mantidas no escuro a uma temperatura de 25 + 2°C
por seis meses, totalizando 100 placas de Petri. Os frascos de Erlenmeyer foram agitados a 100 rpm,
também no escuro, a 25 + 2°C por seis meses, totalizando 24 frascos de Erlenmeyer. O niumero de
embrides somaticos foi contabilizado ao final do experimento, considerando apenas os calos friaveis
que induziram a formacao de embrides soméaticos. Esses embrides foram transferidos para o meio de
regeneracéo de plantulas, constituido de 4,3 g L™' de MS, 10 mL L' de vitaminas B5, 30 g L™" de
sacarose, 7 g L™' de agar, e pH ajustado para 5,6, sendo inoculado um embrido por tubo de ensaio. Os
tubos foram mantidos em uma sala de crescimento sob um regime claro/escuro de 16/8 h com 36 pmol
m= s~' de radiagdo luminosa fornecida por duas lampadas fluorescentes (20 W, Osram®), a 25 + 2 °C.
O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado. Foi aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, e, confirmada a normalidade dos dados, procedeu com andlise de
variancia e o teste de Scott-Knott.

Resultados

O tempo exerceu influéncia sobre a inducao e proliferacdo dos calos friaveis. Os primeiros explantes
responsivos com pré-formacao de estruturas calogénicas foram observados com 15 dias, apresentando
um numero médio de 3,73 explantes responsivos. A inducdo e proliferacdo dos calos friaveis
aumentaram progressivamente até 75 dias, com valores médios de 3,73 aos 15 dias, 3,92 aos 30 dias,
4,40 aos 45 dias, 4,75 aos 60 dias e 4,81 aos 75 dias, estabilizando-se posteriormente. Os tempos
avaliados apresentaram diferengas estatisticas, com a menor inducéo e proliferagcdo dos calos friaveis
observadas aos 15 e 30 dias, em comparacdo com os tempos de 45, 60, 75 e 90 dias (Fig. 1a). A
massa dos calos aumentou gradualmente até 90 dias no meio de inducdo e proliferacdo de calos
friaveis. A analise de regresséao foi significativa e destacou a importancia do tempo para a inducédo e
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proliferacéo dos calos friaveis (Fig. 1b). Todos os calos apresentavam uma coloracéo amarelo-palida e
uma textura friavel, sendo, portanto, denominados calos friaveis (Fig. 1c).

Figura 1 — Inducéo e proliferacao de calos friaveis ao longo do tempo. (a) A inducéo e proliferacéo de
calos exibiram valores distintos ao longo de 90 dias. (b) O modelo ajustado foi significativo (p < 0,05)
pela regressdo quadratica. (C) Os calos exibiam uma cor amarelo palida e aparéncia friavel.
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Os sistemas de cultivo ndo exerceram influéncias no nimero médio de embries somaticos em C.
arabica (Fig. 2a). No sistema de cultivo em meio liquido, foi observado um namero médio de 35
embrides somaticos por calo embriogénico, enquanto no sistema de cultivo em meio semissélido o
numero médio foi de 29 embrides soméaticos por calo embriogénico. Embora ndo tenha havido diferenca
estatistica significativa, o meio liquido resultou na formac¢éo das primeiras estruturas embrionérias apos
30 dias, enquanto 0 meio semissélido levou 40 dias para a observacdo das primeiras estruturas
embrionérias (Fig. 3b-c). Em ambos os sistemas de cultivo, a regeneragdo dos embrides somaticos em
C. arabica ocorreu de forma assincronica, com embrides em um mesmo calo embriogénico exibindo
diferentes estagios de desenvolvimento, como globulares, codiformes, torpedos e cotiledonares.
Embribes somaticos cotiledonares maduros foram regenerados em ambos os sistemas de cultivos.
Além disso, em ambos os sistemas de cultivo, especialmente em meio liquido, observou-se que alguns
embrides somaticos regenerados de C. arabica apresentavam anormalidades morfolégicas (Fig. 2 d-
e).

Figura 2 — Inducéo de embrides sométicos em sistema liquido e semissdlido. (a) O nimero médio de
embrides somaticos nédo diferiu em relacéo ao sistema de cultivo. Calos embriogénicos em meio
liquido (b) e semissalido (c). Embrides somaticos anormais em meio liquido (d) e semissélido (e).
Embrides somaticos normais em meio liquido (f) e semissadlido (g).
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Discusséao

O tempo de cultivo demonstrou ser um fator determinante na inducéo e proliferagdo dos calos
friaveis em C. arabica. A observacdo de uma resposta calogénica ja nos primeiros 15 dias e o0 aumento
progressivo da proliferacéo até os 75 dias sugerem que o periodo de cultivo é essencial para otimizar
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a producédo de calos de alta qualidade. As diferencas estatisticas significativas entre os periodos
avaliados reforcam a necessidade de um tempo adequado para permitir o acimulo de massa calosa,
fator essencial para a posterior regeneracdo de embrides somaticos. Esses resultados ressalta a
importéancia de periodos prolongados para otimizar a resposta calogénica em diferentes espécies de
Coffea, pois periodos de cultivo mais curtos podem levar a uma menor proliferacdo de calos,
comprometendo assim a eficiéncia da embriogénese somatica indireta (Oliveira et al., 2021a; Oliveira
et al.,, 2021b; Oliveira et al.,, 2023). Além disso, a andlise de regressado significativa evidencia a
correlacao positiva entre o tempo de cultivo e a inducao de calos friaveis, evidenciando a importancia
do controle temporal no protocolo de cultura de tecidos para C. arabica. Oliveira et al. (2021b) e Oliveira
et al. (2023), também evidenciaram correlagcdo positiva do tempo de cultivo com a inducao de calos
friaveis em diferentes espécies de Coffea. A coloragdo amarelo-palida e a textura friavel dos calos
observados indicam que as condi¢cdes do meio foram adequadas para o seu desenvolvimento. Essas
caracteristicas séo cruciais para o sucesso do estabelecimento da embriogénese somatica indireta em
Coffea (Sanglard et al., 2019).

Os sistemas de cultivo em meio liquido e semissdlido n&o diferiram significativamente para o numero
médio de embrides somaticos por calo embriogénico em C. arabica. Esse resultado corrobora com
Teixeira et al. (2004), que também nao encontraram diferenca significativa na regeneracao de embrides
somaticos de C. arabica entre os dois sistemas. Em contraste, Oliveira et al. (2021a) observaram
diferengas significativas entre os dois sistemas de cultivo para o hibrido de Timor ‘CIFC 4106’, um
alotriploide natural resultante do cruzamento entre C. arabica e C. canephora. Os autores relataram
que o sistema de cultivo em meio liquido promoveu uma maior regeneracdo de embrides soméaticos
por calo embriogénico a curto prazo em comparacdo com o sistema semissélido. A formacdo mais
rdpida das estruturas embriondrias no meio liquido em comparacéo ao meio semissolido, conforme
observado neste estudo, pode ser atribuida & maior capacidade de assimilacdo e a melhor
acessibilidade das células cultivadas aos compostos do meio de cultura (Van Boxtel; Berthouly, 1996;
Papanastasiou et al., 2008; Oliveira et al., 2023). No sistema liquido, as citocininas sdo mais eficazes
porque ndo estdo conjugadas ao agente gelificante, o que acelera a inducdo de embrides somaticos
(Papanastasiou et al., 2008).

A ocorréncia de regeneracdo assincronica dos embrides somaticos, com diferentes estagios de
desenvolvimento coexistindo em um mesmo calo embriogénico, € um fenbmeno comumente reportado
na embriogénese somatica de Coffea (Sanglard et al., 2019; Oliveira et al., 2021c; Oliveira et al., 2023).
Essa assincronia representa um desafio para a cultura de tecido vegetal em Coffea, especialmente
para aqueles que buscam uma regeneracdo uniforme de embrides soméaticos. As anormalidades
morfolégicas observadas em alguns embrifes somaticos também ja foram descritas em outros estudos
em Coffea, sendo frequentemente atribuidas a varia¢cdes nas condi¢des de cultivo, como a composi¢cao
do meio de cultura ou das condi¢c8es ambiente in vitro (Oliveira et al., 2021c; Oliveira et al., 2023). Além
disso, o potencial osmético pode ter influenciado a formacdo de embrides sométicos anormais, visto
que o sistema de cultivo em meio liquido, que apresentou uma maior incidéncia desses embrides,
possui um potencial osmético menor em comparacdo com o sistema semissolido. Segundo Jeannin et
al. (1995), uma pressao osmética abaixo de 400 mOsm kg?! H20 esta associada a organogénese,
enquanto uma pressao osmoética acima desse valor esta associada a embriogénese somatica. As
anomalias podem impactar negativamente a viabilidade e a capacidade regenerativa dos embrides
sométicos, sendo um fator importante a ser considerado na otimizacdo dos protocolos de cultura de
tecidos para C. arabica.

Conclusao

O estudo demonstrou que o tempo exerce um impacto significativo na inducéo e proliferacao dos
calos friaveis em C. arabica, tendo um aumento gradual até 75 dias, estabilizando-se posteriormente.
Embora néo tenha exibido diferenga significativa no nimero médio de embrifes somaticos entre os
sistemas de cultivo liquido e semissdlido, o meio liquido promoveu uma formagdo mais rapida das
estruturas embrionarias. Ambos o0s sistemas apresentaram regeneracdo assincrénica e alguns
embrides exibiram anormalidades morfolégicas, especialmente no meio liquido, indicando a
necessidade de ajustes nos protocolos de cultivo para otimizar a qualidade dos embriGes soméaticos de
C. arabica.
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