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Resumo

O género Coffea possui grande relevancia econémica, sendo a embriogénese somatica (E.S.) uma
técnica promissora para a propagacdo vegetativa, produgdo de mudas e melhoramento genético com
alta fidelidade genética. Este trabalho teve como objetivo avaliar a geminagéo de embrides somaticos
de Coffea arabica em meios de cultura com diferentes concentragdes de sacarose, reguladores de
crescimento vegetal e agentes gelificantes. Os resultados indicaram que as combinagdes com menores
concentragdes de sacarose e gelrite proporcionaram os melhores resultados em termos de
desenvolvimento e normalidade das plantas, enquanto concentragbes mais elevadas de agente
gelificante reduziram a eficiéncia do processo. Ademais novos estudos podem ser realizados afim de
aprimorar o processo de germinacéo e desenvolvimento de plantas completas, com desenvolvimento
normal dos individuos, a partir de embrides somaticos de Coffea arabica.

Palavras-chave: Rubiacea, Cultura de Tecidos Vegetais, Embriogénese somatica, Café arabica,
Solidificantes.
Area do Conhecimento: Ciéncias Agrarias / Agronomia.

Introducao

A familia Rubiaceae se caracteriza por plantas lenhosas, de pequeno, médio e grande porte,
arbustivas ou arbdreas, com ampla distribuigdo pelo globo (CHIQUIERI et al., 2004), apresenta cerca
de 650 géneros, com aproximadamente 13.000 espécies, sendo a quarta maior familia das
Angiospermas (ROBBRECHT et al., 2012). No Brasil encontram-se 1.010 espécies, distribuidas em
100 géneros, com ocorréncia predominante na Floresta Ombrofila Densa (FERREIRA, 2013). O género
Coffea inclui cerca de 124 espécies, sendo conhecido pela presenca de espécies de importancia
econdmica, como o Coffea arabica e o Coffea canephora, que sdo os principais responsaveis pelo
abastecimento mundial de café (CASTILLO et al., 2020).

No biénio de 2023/24 a produgdo mundial de café foi estimada em 178 milhdes de sacas, sendo
102 milhdes de café arabica, mesmo com produtividade do cultivo afetada negativamente pelas
condi¢des climaticas desse periodo (ICO, 2024). No Brasil, foram produzidas 54.215 milhdes de sacas
de café, sendo dessas 39.598 milhdes de café arabica (CONAB, 2024).

O cultivo dessa espécie é dependente de condigdes edafoclimaticas ideias, com temperaturas entre
18 e 23°C (PEREIRA; MOREIRA, 2021), além disso, a qualidade das sementes deve ser considerada,
quanto a caracteristicas genéticas, fisicas e fisiologicas, como a viabilidade germinativa sob diferentes
condi¢des, desenvolvimento de plantas saudaveis, rapido desenvolvimento e produgdo de frutos, e
qualidade de bebida (RIBEIRO et al., 2024).

Afim de garantir a qualidade e a produtividade do cultivo é preciso escolher o cultivar adequado a
ser produzido, para isso, pesquisas de melhoramento genético por todo mundo buscam deservolver
cultivares resistentes as condigbes climaticas, com alta produtividade e qualidade da bebida, tais
pesquisas se baseiam processos reprodutivos e na selegao de plantas matrizes consideradas ideais, a
partir desses individuos se iniciam o processo de propagagdo do material. Para isso técnicas de
propagacao vegetativa se mostram favoraveis por permitir a propagacdo do material com fidelidade
genética, garantindo que as combinagdes dos gendtipos selecionados sejam mantidos, sem
recombinagdes geradas pela reproducéo sexuada (ANDRADE et al., 2023).

Como mecanismo de propagagao vegetativa a ser empregado na produgdo de mudas para o cultivo,
a Cultura de Tecidos Vegetal (CVT) se apresenta como uma possibilidade. A CTV se caracteriza por
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técnicas de propagagéo e/ou conservacao vegetal in vitro, que permitem a propagagao de material
vegetal com alta fidelidade genética e controle sobre a sanidade do material propagado, independente
de variagbes sazonais e climaticas, além de tempo e espago reduzidos (GEORGE, 2008). Dentre as
diferentes técnicas da CTV, a Embriogénese Somatica (E.S.) é conhecidamente empregada no cultivo
de café, tal tecnica consiste em uma reproducédo vegetativa a partir de calos gerados de material
somatico, que, sob condigdes especificas de concentragées de reguladores de crescimento vegetal,
desenvolvem estruturas celulares que se assemelham aos embrides zigoticos, sem que ocorra troca
de gametas, tais estruras sdo chamadas de embrides somaticos (SOUZA et al., 2015). Possui
aplicacbes como formagdo de bancos de germoplasma, transformagdo genética, estudo de
desenvolvimento embrionario, e propagagdo vegetativa de embrides em grande quantidade (VON
ARNOLD et al., 2002), dos quais & possivel o desenvolvimento de plantas completas sob condi¢des
adequadas de regeneragdo do material vegetal.

Estudos desenvolvidos para a E.S., buscam encontrar protocolos eficientes para o processo de
propagagao, que desenvolvam plantas viaveis ao cultivo. Sendo a area de estudos recente, é
nescessario aprimorar as tecnicas adotadas nas diferentes etapas do processo, o presente trabalho
explora a etapa da recuperagéo/conversdo dos embrides somaticos, afim de determinar as melhores
concentragbes de preparo de meios de cultivo para o desenvolvimento de plantas completas e
saudaveis a partir dos mesmos.

Metodologia

Para indugéo de calos, folhas de Coffea arabica previamente estabelecidas in vitro foram utilizadas
como explantes vegetais, sendo segmentadas em tamanho de aproximadamente 1cm? e submetidas
ainoculagdo em meio MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementado com 30 g/I de sacarose, 0,1 g/l de
caseina, 0,08 g/l de cisteina, 0,4 g/l de extrato de malte, 1 mg/l de BAP e 2 mg/l de 2,4-D, pH de 5,7+1,
solidificados com 2,8 g/l de fitagel e mantidas no escuro em sala de crescimento a temperatura de 25+1
°C, por 60 dias até a formagéao de calos.

Apos esse periodo, para regeneragao do embrido somatico, o material foi transferido para um novo
meio de cultivo MS, suplementado com 30 g/l de sacarose, 0,2 g/l de caseina, 0,04 g/l de cisteina, 0,8
g/l de extrato de malte, 2 g/l de carvao ativado e 1 mg/l de BAP, pH de 5,7+1, solidificados com 2,8 g/l
de fitagel e mantidos no escuro, em sala de crescimento a temperatura de 25+1 °C, por 90 dias até o
surgimento de calos embrionarios e inicio do surgimento de embrides somaticos. Ap6s o surgimento
de calos embriogénicos, o material foi transferido para meio MS liquido, nas mesmas concentragdes
do anterior, e mantidos sob agitagéo orbital a 120 rpm, no escuro, em sala de crescimento a temperatura
de 2541 °C, até o surgimento de embrides somaticos.

Apo6s o desenvolvimento dos embrides somaticos no estagio cotiledonar, eles foram isolados e
transferidos para meios de cultivo MS (4,43 g/l) com adi¢do de carvao ativado (2 g/l). Foram testados
diferentes tratamentos, variando as concentragdes de sacarose, reguladores de crescimento vegetal e
agentes gelificantes, com o objetivo de identificar as condigdes mais adequadas para a germinagao e
recuperagao da planta (Tabela 1). O pH de todos os tratamentos foi ajustado a 5,7+1 e os frascos,
contendo 60 ml de meio, mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo claro/escuro de 16/8 h com
80 umol m=2 s~ de radiagdo luminosa fornecida por duas lampadas fluorescentes (20 W, Osram®), a
25 * 2 °C, por 60 dias.

Tabela 1: Concentragdes de reagentes, reguladores de crescimento vegetal e solidificantes nos
meios de cultura.

Sacarose Cinetina BAP fitagel Gelrite
T1 309/l - - 2,8 g/l -
T2 34g/l 0,1 mg/l 0,2 mg/l - 3g/
T3 34g/l 0,1 mg/l 0,2 mg/l - 949/l
T4 6 g/l 0,1 mg/l 0,2 mg/l - 12 g/l

Fonte: Os autores, 2025.

Passado o periodo de germinagéo dos embrides somaticos e recuperagdo das plantas, o material
foi avaliado quanto a porcentagem de germinacéo, sobrevivéncia, desenvolvimento normal das plantas
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(individuos se desenvolvendo com parte aérea e raiz), desenvolvimento de parte aérea (sem raizes), e
presenca de calos. As plantas recuperadas com desenvolvimento normal foram subcultivadas em meio
MS, acrescido de 30 g/l de sacarose, 1 mg/l de GA3, pH de 5,711 e solidificados com 2,8 g/l de fitagel,
e mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo claro/escuro de 16/8 h com 80 ymol m=2 s~ de
radiagao luminosa fornecida por duas fitas de led de cor rosa, a 25 + 2 °C.

Resultados

Os resultados obtidos em relacéo as porcentagens de germinagdo dos embrides somaticos, ndo
apresentou diferenga estatistica entre os trés primeiros tratamentos, sendo o maior em valor T2, com
93% dos ES germinados, e com T4, sendo o menor valor encontrado, com apenas 41% de sucesso na
germinagdo. Considerando as taxas de sobrevivéncia dos ES apds o tempo de desenvolvimento, T1,
T2 e T3 apresentaram 100% de sobrevivéncia, se diferenciando apenas de T4, que apresentou 68%
de sobrevivéncia, sendo estatisticamente inferior (Figura 1).

Figura 1: Grafico de porcentagem comparativa entre os tratamentos testado para a
recuperagao/conversdo de Embrides Somaticos, quanto a porcentagem de germinagao,
sobrevivéncia, normalidade, indugao de parte aérea (P.A.) e de calos.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si dentro de cada variavel de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Os autores, 2025.

Quanto ao aspecto de desenvolvimento de parte aérea (sem raizes), e por fim, o desenvolvimento
de calos nos individuos. Quanto ao desenvolvimento normal da planta (individuos se desenvolvendo
com parte aérea e raiz), foram observadas taxas relativamente baixas em todos os tratamentos, sendo
T2 com 18,75%, seguido por T3, com 13,75%, sem diferenca estatistica. Considerando o
desenvolvimento apenas da parte aérea (sem raizes), T1, T2 e T3 n&o apresentaram diferencas
estatisticas, sendo T2 o de maior valor, com 50% dos individuos apresentando apenas parte aérea.
Por fim, em relagéo ao surgimento de calos nos embrides somaticos, observa-se que T2 também foi o
tratamento em que houve maior porcentagem, com 38,75% dos embrides somaticos neste tratamento
desenvolvendo calos, superior estatisticamente aos demais (Figura 1).

Observando a aparéncia dos individuos e as estruturas presentes nos mesmos apos passados os
60 dias de inoculagdo em meio de cultivo, com os devidos tratamentos para germinacdo dos embrides
somaticos foi possivel observar diferengas. Na Figura 2 estdo representados ES germinados
representativos de cada tratamento, em T1 esta representado um individuo que apresentou apenas
parte aérea, e a formagéo de calos, em T2 um exemplar de planta com desenvolvimento normal, com
raizes e parte aérea bem desenvolvidas, em T3 e T4 estéo representadas individuos que apresentaram
parte aérea e raizes, porém com desenvolvimento tardio e anormal dos mesmos.
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Figura 2: Plantulas de Coffea arabica germinadas a partir de embrides somaticos, segundo cada
tratamento testado, apés 60 dias.

Fonte: Os autores, 2025.

Considerando os aspectos analisados é possivel determinar que os embrides submetidos ao T2
apresentaram a melhor germinagdo, com maior incidéncia de plantas recuperadas com
desenvolvimento normal (parte aérea e raiz), observavel em comparagédo com T3, apds 6 meses de
cultivo (Figura 3).

Figura 3: Plantas de Coffea arabica recuperadas/convertidas a partir de embrides somaticos,
segundo T2, a esquerda, e T3, a direita, apds 6 meses de cultivo.

Fonte: Os autores, 2025.

Discussao

Para a regeneracédo de embrides somaticos foram utilizadas diferentes concentragdes de sacarose,
reguladores de crescimento, e solidificantes, além do uso de solugdo MS, como fonte de micro e
macronutrientes, e carvao ativado, como adsorvente antioxidante e retardador da absorcdo das
substancias dos meios de cultivo.

Para o tratamento T1, foram empregadas concentragées de reagentes como controle, utilizando
valores padrbées da cultura de tecidos vegetais e da embriogénese somatica, sem acréscimo de
reguladores de crescimento vegetal, e com carvao ativado como agente responsavel por retardar a
absorgao dos componentes do meio, e adsorver o excesso de regulador de crescimento vegetal,
principalmente a auxina, remanescente nos embrides somaticos, e assim permitir estimulo e resposta
aos demais fitorménios enddégenos. Tais testes garantiram resultados favoraveis para sobrevivéncia e
desenvolvimento dos individuos, em especial em parte aérea, porém insatisfatério em relagdo a
normalidade da planta e baixo surgimento de calos.

Nos demais tratamentos foram utilizadas baixas concentragées de reguladores de crescimento
vegetal, afim de estimular e ativar a atividade dos mesmos nos embrides, além disso foram empregadas
diferentes concentragdes de sacarose e gelificantes, com a utilizagdo do gelrite. Os valores de sacarose
inferiores aos de T1 tiveram como objetivo fornecer o minimo de fonte energética ao material para sua
sobrevivéncia, e estimular o desenvolvimento do maquinario fotossintético funcional como fonte
principal de energia (CUENCA; VIEITEZ, 2000). Essa alteragdo nas concentragdes se mostrou
favoravel, considerando os aspectos de desenvolvimento dos embrides, isso se deve ao fato de que,
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com as baixas disponibilidades de fontes energéticas no meio de cultura, a planta é estimulada ao
desenvolvimento adequado dos seus 6rgdos de forma a ser apta a produzir sua propria fonte de
energia, corroborando com os resultados obtidos por Garcia et al. (2002) com embrides zigéticos
isolados, que observou que a concentragdo de sacarose ndo afetaram a germinagéo dos individuos,
mas afetaram seu desenvolvimento negativamente em altas concentragoes.

Em relacdo a variacdo de proporcao de sacarose utilizada nos tratamentos de concentragbes
inferiores ao tradicional da CTV, tal escolha aparentou causar pouca alteracéo dos resultados uma vez
que os meios com variagdo da propor¢do apresentaram resultados proximos entre si nos testes, com
diferenga negativa observavel apenas em relagéo a normalidade dos individuos e surgimento de calos,
porém outros fatores podem estar relacionados as alteragdes nestas variaveis.

A concentracédo e o tipo de agente gelificante utilizado sdo essenciais para o desenvolvimento
vegetal in vitro, uma vez que influenciam nas caracteristicas de difusdo, como a absorgdo de agua,
nutrientes e trocas de ions, que afetam no crescimento, resposta e desenvolvimento dos materiais
vegetais (DAS et al., 2015). Os tratamentos T2, T3 e T4 foram submetidos a diferentes concentragdes
de gelrite, sendo T2 o valor tradicional de uso recomendado pelo fabricante, e os demais valores
superiores, tais escolhas teve como objetivo reduzir o potencial osmético e aumentar o potencial
hidrico, diminuindo a velocidade de absorgédo da agua e dos solutos do meio pelos embrides, limitando
a disponibilidade dos nutrientes e fontes de energia, estimulando o desenvolvimento do metabolismo
autotrofico, além disso, podem afetar a sensibilidade do material a citocinina (BOUAAZA et al., 2024).

As diferentes concentracdes de gelificantes empregados nos tratamentos foram um dos fatores
responsaveis pela variagdo dos resultados obtidos, observa-se que sob as menores concentragdes de
gelrite, associado a menor concentragédo de sacarose (T2), foi possivel obter melhores resultados, para
todas as variaveis observadas, enquanto a maior concentragdo de gelrite apresentou os resultados
menos satisfatérios. Altas concentragdes de gelrite afetaram negativamente o desenvolvimento dos
embrides, por influéncias na absor¢cdo dos componentes do meio de cultura, considerando seu baixo
potencial osmético e alto potencial hidrico, os embrides somaticos fizeram a absorgao dos nutrientes,
reguladores e carbono de forma lenta, podendo até mesmo perder agua para o meio, assim,
apresentando pouco desenvolvimento, ou até mesmo de forma erratica, enquanto nas concentragdées
ideias (T2) foi observado o contrario (BOUAAZA et al., 2024).

Conclusé@o

Através dos tratamentos propostos, foi possivel avaliar a resposta de germinagdo dos embrides
somaticos e recuperagdo de plantas de Coffea arabica sob diferentes concentragdes de sacarose,
reguladores de crescimento vegetal e agentes gelificantes. Nos tratamentos que incluiram variagdes
de sacarose e gelrite, observou-se que baixas concentragdes de solidificante, associadas a menor
disponibilidade de sacarose, proporcionaram melhores resultados em termos de normalidade das
plantas e desenvolvimento equilibrado, observado em T2, enquanto concentragdes mais elevadas de
gelrite resultaram em desempenho inferior. Portanto, é possivel determinar que para a germinagéo de
embrides somaticos, a menor concentragdo de gelrite, associada a baixas concentracdes de sacarose
e a presencga de reguladores de crescimento vegetal, oferecem as melhores condi¢des, porém, novos
estudos podem ser realizados afim de aprimorar o processo para a recuperagdo de plantas completas
com desenvolvimento normal mais eficiente a partir de embrides somaticos de Coffea arabica.
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