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COMPARACAO DE CARACTERISTICAS EMBRIOGENICAS E NAO EMBRIOGENICAS
DE CALOS DE Coffea arabica cv Catigua
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar as caracteristicas embriogénicas e ndo embriogé€nicas em
dois tipos de calos de Coffea arabica cv Catigud através de analises ultra-estruturais. Explantes
foliares foram inoculados em meio contendo 2,4-D, AIB e 2iP para inducdo dos calos primdrios e
transferidos apds trés semanas para meio contendo BAP 2,4-D para inducio dos calos embriogénicos.
Ap6s cinco meses de cultivo foram obtidos dois tipos de calos, caracterizados visualmente em amarelo
e fridvel e o outro em transparente e aquoso e os mesmos foram analisados através de microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Através das observagdes em MET notou-se que as células do calo
caracterizado morfologicamente em amarelo e fridvel apresentam caracteristicas embriogénicas e o
calo transparente e aquoso apresentou grandes vactolos caracteristico de calos em processo de morte
celular.

Palavras-chaves: Andlise ultra-estrutural, Embriogénese somdtica, Nucleo proeminente,
Vacuolizacdo, Amiloplastideos.

INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L. — Rubiaceae) é uma espécie origindria da Etiépia (MIRANDA
et al., 1999) e seu cultivo € uma atividade de grande expressido no cendrio do agronegécio mundial.
Sendo o Brasil o maior produtor, consumidor e exportador de café do mundo (AGRIANUAL, 2009).
Por ser uma espécie que possui grande importancia social e econdmica, Coffea arabica L. vem sendo
amplamente estudado a fim de agregar caracteristicas de interesse a espécie. Desta forma, métodos
biotecnolégicos sdo amplamente utilizados nos programas de melhoramento genético, auxiliando nas
dificuldades encontradas em culturas perenes (MIRANDA et al., 1999; REZENDE, 2008). A cultura
de tecidos de plantas mostra-se como boa alternativa para a rdpida propagagdo de plantas de cafeeiro,
em curto espaco de tempo e diferentes épocas do ano, aumentando a taxa de multiplicacdo e a difusdao
acelerada de novas cultivares (CARVALHO et al., 1999; PEREIRA et al., 2007). Dentre as varias
técnicas da cultura de tecidos vegetais destaca-se a embriogénese somadtica. Esta técnica € uma das
melhores opc¢des para a propagacdo in vitro de plantas lenhosas, como o café, permitindo alta taxa de
multiplicacdo, quando comparada a qualquer outro processo de propagacdo. O objetivo do presente
trabalho foi induzir a calogénese em explantes foliares de Coffea arabica (cultivar Catigud), e
caracterizar as células de dois tipos de calos, possibilitando o aperfeicoamento de protocolos futuros
de regeneracdo de plantas in vitro, por vias indiretas.

MATERIAIS E METODOS
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Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios: Central de Biologia Molecular e de
Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-estrututral (LME), da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, MG.

Calogénese

Explantes foliares de lcm® retirados de plantas de Coffea arabica cv. Catigud MG2 foram
inoculados em meio de cultivo MS suplementado com 2,26 uM de 2,4-D, 5 uM de AIB e 10 uM de
2iP, e mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25°C, na auséncia de luz. Apds trés
semanas os explantes foram transferidos para meio MS suplementado com 17 uM de BAP e 4,52 uM
de 2,4-D e mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 16h. Apds
cinco meses de cultivo foram coletados dois tipos de calos, caracterizados visualmente em amarelo
fridvel e transparente aquoso, sendo, posteriormente, os mesmos analisados por microscopia eletrénica
de transmissao.

Microscopia Eletronica de Transmissao

Para andlise em Microscopio Eletronico de Transmissdo as amostras foram preparadas como
descrito por Alves (2004). A observacido dos espécimes foi realizada em Microscépio Eletrdnico de
Transmissdo Zeiss EM 109, localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-
estrutural (LME) no Departamento de Fitopatologia da UFLA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Através das observagdes em MET, foi possivel constatar que as células do calo caracterizado

morfologicamente em amarelo e fridvel apresentaram citoplasma denso, nicleo organizado com
nucléolo proeminente, grande quantidade de amiloplastideos e auséncia de vactolos (Figura 1 A e B).

Figura 1 - Eletromicrografia de transmissdo de células obtidas de calo de Coffea arabica cv. Catigua
caracterizado morfologicamente em amarelo e fridvel apresentando nicleo (N) e nucléolo (Nu) (A) e
calo amarelo e fridvel destacando a presenca de amiloplastideos (setas pretas) (B). Células obtidas de
calo de Coffea arabica cv. Catigud caracterizado morfologicamente em transparente e aquoso(C) e
(D). Vactolo ocupando totalmente o espaco citoplasmdtico da célula (C). Seta preta mostrando
vesiculas (D).

Nos calos transparentes e aquosos (figura 1 C e D), foi observada a presenca de vactiolo
autofagico ocupando toda a célula, vesiculas, espaco intercelular marcante e a auséncia de outras
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organelas citoplasmaticas. Esses resultados vdo de encontro com os de Nogueira et al. (2007), que
observaram em células de calos de Byrsonima intermedia obtidos no cultivo inicial nucleos
desorganizados e poucas organelas citoplasméticas.

Caracteristicas semelhantes as obtidas com o calo amarelo e fridvel foram observadas em
Feijoa sellowiana (Canhoto et al. 1996) e em Byrsonima intermedia (Nogueira et al. 2007) cujas
células embriogénicas apresentaram nicleo bem desenvolvido com nucléolo proeminente e grinulos
de amido.

Bobdk et al. (2004) e Nakamura (1994), estudando células de calos de Drosera spathulata e
embrides somdticos de Coffea arabica cvs. Mundo Novo e Catuai Amarelo, respectivamente, através
da MET encontraram plastidios cheios de amido. Numerosos grdos de amido também foram
observados em células embriogénicas de calos de Gentiana punctata por Mikula et al. (2004),
relacionando este padrdo bioquimico como fonte primaria de energia necessdria para a intensa divisao
celular e para o desenvolvimento dos embrides (Cangahuala-Inocente et. al, 2004). Segundo Martin et.
al (2000), o consumo dos graos de amido promove energia para o desenvolvimento do embrido
somdtico, sugerindo uma ativa regulacdo do acimulo de graos de amido em calos embriogénicos.

CONCLUSAO

Foi possivel distinguir as caracteristicas embriogénicas e ndo embriogénicas dos dois tipos de
calos através da microscopia eletronica de transmissao.

O calo amarelo e fridvel apresentou caracteristicas embriogénicas e o calo transparente e
aquoso apresentou algumas caracteristicas nao embriogénicas em suas células. Inferindo que o calo
amarelo e fridvel possui maior potencial para regenerar plantas via embriogénese somdtica.
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