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RESUMO

Devido a importancia econémica e social do cafeeiro para o Brasil, é
necessario que sejam adotadas medidas para a conservagdo do seu recurso
genético. Entretanto, em consequéncia da dificuldade de armazenamento de
sementes de café de forma convencional, alternativas biotecnologicas tal como a
criopreservagdo tem sido requerida. Neste contexto, objetivou-se desenvolver
um protocolo para a criopreservacdo de embrides zigdticos de Coffea arabica L.
cv. Catuai Vermelho (IAC 144) pela técnica de vitrificagdo. Primeiramente,
avaliou-se a desinfestacdo das sementes e a excisdo dos embrides zigdticos. Na
desinfestacdo as sementes foram imersas em diferentes concentragdes de
formaldeido (0; 0,5; 1 e 1,5%) durante diferentes periodos de tempo (5, 15 e 30
min). Para a excisdo dos embrides as sementes foram desinfestadas e imersas em
solucdo de acido bdrico 0,5% durante diferentes periodos de tempo (1, 2 ¢ 3
dias). Para o estudo de criopreservacdo, foram avaliados antes do congelamento
diferentes tempos de imersdo no Plant vitrification solution 2 (PVS2) (0, 10, 25,
50, 100, e 250 min) em duas temperaturas (0°C e 25°C). Na sequéncia foi
determinado o melhor tempo de descongelamento em banho-maria (1, 3, 5 ou
diretamente em Recovery solution (RS)). Um estudo anatémico foi realizado em
embrides zigdticos ndo criopreservados (controle), e criopreservado com ou sem
o uso do crioprotetor PVS2. Posteriormente, foi realizada a aclimatizagdo das
plantulas oriundas de embrides criopreservados e ndo criopreservados. A
completa desinfestagdo das sementes ¢ obtida com 1 ou 1,5% de formaldeido
por 30 min. A imersdo das sementes por 2 ou 3 dias em solugdo de acido bdrico
0,5% torna as sementes mais maledveis para a posterior excisdo dos embrides,
proporcionando 100% de germinagdo com plantulas normais. A criopreservacao
dos embrides zigoéticos foi obtida com sucesso por meio da vitrificagdo. A
imersdo em solucdo crioprotetora por 100 min a temperatura de 0°C permite a
criopreservagdo dos embrides promovendo 80% de germinacdo com 87% de
plantulas normais. Para o descongelamento os embrides zigdticos congelados
podem ser descongelados diretamente em RS, eliminando a necessidade de uso
do banho-maria. Anatomicamente, observou-se que a solugdo de PVS2 reduziu o
contedo interno de 4agua das células verificando-se plasmolises celular,
permitindo o congelamento e a posterior retomada de crescimento dos embrides
apos o descongelamento. Em relagdo a aclimatizagdo trabalhos adicionais sdo
necessarios para melhorar a taxa de sobrevivéncia das plantulas oriundas de
embrides congelados, uma vez que apenas 13% das plantulas sobreviveram apos
a aclimatizacao.

Palavras-chave: Conservacdo ex situ. PVS2. Nitrogénio liquido.

Descongelamento. Histologia.



ABSTRACT

Due to the economic and social importance of coffee to Brazil, it is necessary
that measures must be taken for the conservation of their genetic resources.
However, due the difficulty to coffee beans storage, biotechnological
alternatives such as cryopreservation has been required. In this context, the
objective was to develop a cryopreservation protocol by vitrification technique
for zygotic embryos of Coffea arabica L. cv. Red Catuai (IAC 144). First, we
evaluated the seeds disinfection and zygotic embryos excision. In seeds
disinfestation, seeds were immersed in different formaldehyde concentrations (0,
0.5, 1 and 1.5%) for different periods of time (5, 15 and 30 min). For embryos
excision the seeds were disinfected and further immersed in a boric acid solution
0.5% for different periods of time (I, 2 and 3 days). For the study of
cryopreservation were evaluated before freezing different immersion times in
Plant vitrification solution 2 (PVS2) (0, 10, 25, 50, 100, and 250 min) at two
temperatures (0 °C and 25 °C). Following was determined the best thawing time
in water bath (1, 3, 5 or directly in Recovery solution (RS)). A anatomical study
was also conducted in zygotic embryos not cryopreserved (control), and in
zygotic embryos frozen with or without the use of PVS2. It was subsequently set
up the acclimatization of plantlets from cryopreserved embryos and not
cryopreserved. The complete seeds disinfection was achieved with 1.5 or 1%
formaldehyde for 30 min. Soaking seeds for 2 or 3 days makes more flexible
seeds for the subsequent embryo excision, providing 100% germination with
normal seedlings. Cryopreservation of zygotic embryos was successfully
obtained by vitrification. Immersion in PVS2 solution for 100 min at 0 °C
temperature allows cryopreservation of embryos promoting 80% germination
with 87% of normal seedlings. For thawing the frozen zygotic embryos can be
thawed directly in RS solution, thus eliminating the need to use water bath.
Anatomically, it was observed that PVS2 solution decreases the internal water
content of the cells observed by plasmolysis, allowing there freezing and
subsequent growth resumption after thawing. Regarding acclimatization further
work is needed to improve the survival rate of the seedlings derived from
embryos frozen, since only 13% of seedlings survived after acclimatization.

Keywords: Ex situ conservation. PVS2. Liquid nitrogen. Thawing. Histology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café, sendo este o
quinto produto agricola mais exportado. A area plantada com a cultura de café
no pais totaliza 2.248.565,8 hectares, ¢ estima-se que sejam colhidas entre 37,74
a 39,87 milhdes de sacas de café na proxima safra (CONAB, 2016).

Devido a importancia econdmica e social do cafeeiro para o Brasil, é
necessario que sejam adotadas medidas para a conservagdo do seu recurso
genético. Entretanto, as sementes do cafeeiro apresentam limitacdes com relagao
a sua conservacdo, uma vez que sdo classificadas como intermedidrias,
inviabilizando o armazenamento convencional via banco de sementes (ARAUJO
et al., 2008; SIMOES-COSTA et al., 2009).

Em consequéncia da dificuldade de armazenamento de sementes de café,
a principal forma de conservagdo da diversidade genética do cafeeiro tem sido
realizada de forma ex sifu por meio do plantio de mudas diretamente no campo.
Entretanto, essa forma de conservacdo requer grandes areas, um custo de
manutencdo elevado e muitos riscos que podem levar a perda da diversidade
genética (VALDES, 2012, p. 29).

Dentre as técnicas de criopreservagdo a vitrificacdo ¢ um método cujo
material bioldgico é exposto a altas concentracdes de solugdes crioprotetoras.
Essas solugdes convertem o conteudo interno de 4dgua a um estado amorfo
permitindo assim que o material bioldgico seja rapidamente congelado a
temperatura do nitrogénio liquido (SAKAIL; ENGELMANN, 2007).

A criopreservagdo tem sido relatada como uma forma vidvel de
conservacao de Coffea spp. (SANTANA-BUZZY et al., 2007). Entretanto, a
maioria desses trabalhos tem sido predominantemente realizados com sementes,
porém, sabe-se que as sementes apresentam uma perda rapida de viabilidade e

diferem quanto a sua tolerancia a desidratacdo (DUSSERT et al., 1998). Diante
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disto, ¢ necessario para o sucesso da criopreservacao que o lote de sementes
utilizado esteja em alta qualidade inicial (DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

Os embrides zigoéticos podem ser uma alternativa como explante para a
criopreservagdo via vitrificacdo, visto que os tecidos que formam os embrides
sdo mais tenros que o endosperma das sementes, o que facilita a penetracdo das
solucdes crioprotetoras e a desidratacdo. Além disso, os embrides apresentam
variabilidade genética necessaria para os programas de melhoramento
(SANTANA-BUZZY et al., 2007), e uma germinagdo mais uniforme e rapida
em relagio as sementes (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2011).

Portanto, estudos que busquem alternativas para armazenamento de
diferentes explantes tal como o embrido zigdtico sdo considerados de extrema
importancia. Neste contexto, objetivou-se desenvolver um protocolo para a
criopreservagdo de embrides zigéticos de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho

(IAC 144) por meio da técnica de vitrificagdo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Coffea spp.

O cafeeiro ¢ uma espécie lenhosa que varia de pequeno arbusto a
arvores robustas (DUSSERT, et al., 2002), podendo chegar at¢ 4 metros de
altura, apresentando uma copa formada por um conjunto de ramos divididos em
ortotrépicos e plagiotropicos (BOREM, 2008, p. 631).

O fruto do cafeeiro ¢ classificado como uma drupa, indeiscente, com o
pericarpo diferenciado em exocarpo, mesocarpo ¢ endocarpo, que envolve um
ovario bilocular onde normalmente estdo localizadas duas sementes. As
sementes sdo constituidas por um endosperma verdadeiro dentro do qual se
insere o embrido com dois pequenos cotilédones e eixo hipocotiledonar
(BOREM, 2008, p. 631).

Originario do continente africano o cafeeiro ¢ uma espécie pertencente
ao género Coffea L. da familia Rubiaceae, o qual apresenta cerca de 100
espécies identificadas, das quais Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre
sdo as espécies de maior valor comercial (DAVIS et al., 2006). Diferentemente
dessas espécies que sdo amplamente utilizadas, as demais espécies ndo possuem
um alto valor comercial, porém, devido a variabilidade genética sdo bastante
utilizadas em programas de melhoramento genético (VOSSEN; BERTRAND;
CHARRIER, 2015).

O café ardbica (Coffea arabica L.) é a espécie mais importante do
género, e representa mais de 76% da produgdo total de café do Brasil (CONAB,
2016). Dentre as espécies do género Coffea, C. arabica ¢ a Unica tetrapldide, ou
seja, possui quatro conjuntos do nimero basico de cromossomos do género
(n=11), totalizando 44 cromossomos, sendo as demais diploides (LASHERMES
et al., 1999).
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Da espécie Coffea arabica a variedade Catuai ¢ uma das mais difundidas
no Brasil. Esta variedade ¢ resultante do cruzamento artificial de cafeeiros
selecionados de ‘Caturra Amarelo’ e ‘Mundo Novo’. A planta ¢ bastante ristica
e produtiva, geralmente cultivada a livre crescimento e tem sido amplamente

utilizada devido a sua qualidade de bebida (SOUZA et al., 2003).

2.2 Conservaciao de Coffea spp.

O cafeeiro foi introduzido no Brasil no século XVIII e desde entdo ¢
parte importante da economia do pais. Atualmente o café é considerado uma das
commodities mais importantes do comércio agricola internacional (FAO, 2015).

O Brasil tem o café como um dos principais produtos agricolas e ¢
considerado mundialmente como o principal produtor e exportador dessa
commodity, sendo que o pais esta entre os trés paises que juntos representam
mais de 50% da produ¢do mundial (FAO, 2015).

Contudo, a sustentabilidade da cafeicultura depende principalmente da
disponibilidade de diversidade genética. Os recursos genéticos disponiveis sdo
considerados a fonte principal para qualquer programa de melhoramento (NASS
et al., 2008).

A diversidade genética é necessaria para os programas de melhoramento
buscarem gendtipos mais adaptados, e por meio da manipulagdo de genes
fornecer as plantas resisténcia a pragas e doengas, tolerdncia a estresses
ambientais, para melhorar a qualidade da bebida e aumentar a produtividade
(DULLOO et al., 2009; NASS et al., 2008).

As sementes por serem a unidade de propagagdo natural para a maioria
das espécies ¢ também a forma mais comum de conservacdo ex situ. Porém, a

baixa longevidade das sementes do café é um fator limitante para a conservagao
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de sua variabilidade em longo prazo (SANTANA-BUZZY et al., 2007;
SANTOS, 2000, p. 70).

Essa baixa longevidade tem sido atribuida a sensibilidade das sementes
a desidratagdo, por isso as sementes de café sdo classificadas como
intermedidrias, que mesmo nas melhores condi¢des de armazenamento nao
permanecem viaveis por muito tempo (NAIDU; SREENATH, 1999). Por esse
motivo a principal forma de conservagdo das espécies de café ¢ realizada pelo
plantio de mudas no campo (SANTANA-BUZZY et al., 2007).

Devido a importancia da conservagdo da variabilidade genética existente
entre as espécies do cafeeiro, desde 1972 uma grande colecdo de germoplasma
de café arabica foi iniciada de forma ex situ na Etiopia (VOSSEN; BERTRAND:;
CHARRIER, 2015).

O Brasil também possui uma expressiva colecdo de Coffea spp. em
condicdo de campo, mantido por diversos institutos conforme descrito por
Dulloo et al. (2009). No entanto este tipo de conservacdo, assim como a
conservacao in situ apresenta alguns inconvenientes que limitam a sua eficiéncia
e seguranca. As plantas estdo expostas a pragas e doengas, fendmenos naturais,
erros humanos, além do alto custo de manutengio (VALDES, 2012, p. 29). Por
isso, alternativas biotecnologicas tal como a conservagdo in vitro tem sido
requerida para a conservagdo de germoplasma do cafeeiro (SANTANA-BUZZY
et al., 2007).

Na conservagdo in vitro por meio da criopreservagdo o material
biologico pode ser armazenado em espaco reduzido de forma segura por um
longo periodo de tempo, protegido de contaminacdo, e com requerimento
minimo de subcultivos (ENGELMANN, 2010, p. 5). Sendo esta considerada a
principal técnica para conservagdo em longo prazo de germoplasma (SAN JOSE

etal., 2015; SANTANA-BUZZY et al., 2007).
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2.3 Criopreservacao

Na criopreservacdo o material genético pode ser conservado devido a
ultra-baixa temperatura (-196°C) do nitrogénio liquido no qual os explantes sdo
mantidos. Nessa condicdo o metabolismo e a degradacdo celular permanecem
praticamente paralisados, podendo assim o material ser armazenado
teoricamente por tempo indeterminado (ENGELMANN, 2004, p. 427).

Nos ultimos anos alguns protocolos de criopreservacao para o cafeeiro
foram desenvolvidos. Estes protocolos diferem quanto as técnicas de
criopreservagdo, o tipo de explante e as espécies ou cultivares utilizados
conforme listados por Santana-Buzzy et al., (2007).

No caso do cafeeiro as sementes tem sido a principal escolha como
explante para a conservagdo em longo prazo via criopreservacdo (DUSSERT, et
al., 2002). Porém, sabe-se que dentro do género Coffea sdo encontrados espécies
com diferentes graus de tolerdncia a dessecacdo e que devido a perda da
viabilidade rapida da semente ¢ necessario que o lote utilizado para a
criopreservagdo possua alta viabilidade ( DUSSERT et al., 1997; DUSSERT;
ENGELMANN, 2006).

Na criopreservacdo a maior dificuldade durante o congelamento ¢
prevenir a formacao de grandes cristais de gelo, que podem causar a destruigdo
das membranas causando danos irreversiveis (PANIS; PIETTE; SWENNEN,
2005). Para que ndo ocorra a formacdo de gelo ¢ necessario que o explante
apresente um baixo contetido de dgua. Assim, a desidratagdo do explante antes
da criopreservagdo ¢ necessaria (ENGELMANN, 2010, p. 5). Entretanto, a
reducdo do contetido de dgua deve ser de forma controlada, uma vez que a dgua
¢ requerida para subsequente reestabelecimento dos processos metabdlicos e
uma desidratacdo extrema pode ocasionar a morte celular (GONZALEZ-

ARNAO et al., 2007).
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2.3.1 Vitrificacao

A vitrificagdo ¢ uma das técnicas mais comumente usada para a
criopreservagdo. A vitrificagdo ¢ um processo pelo qual a solugcdo aquosa
intracelular ¢ convertida a um estado amorfo, por meio da transi¢do direta da
agua do estado liquido para o estado vitreo, evitando-se assim a formacao de
grandes cristais de gelo (SAKAIL; ENGELMANN, 2007).

Na vitrificagdo os explantes devem ser suficientemente desidratados. No
entanto, o tempo necessario de exposi¢do para que ocorra a completa difusdo e
consequentemente a vitrificagdo varia principalmente com a espécie, com as
dimensdes fisicas, permeabilidade do tecido e a temperatura utilizada do
crioprotetor (NADARAJAN; PRITCHARD, 2014)

A entrada dos componentes da solucdo de vitrificacdo no citoplasma ¢
totalmente necessaria para a sua fungdo crioprotetora (VOLK; WALTERS,
2006). Porém, uma vez que as solugdes crioprotetoras podem apresentar
toxicidade quimica ou causar estresse osmotico, o tempo de exposi¢do a estas
solugdes deve ser controlado (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Segundo Tao e Li (1986) os crioprotetores sdo classificados baseado em
sua permeabilidade na membrana plasmatica em trés categorias. Os penetrantes
a parede celular e a membrana plasmatica (glicerol, etilenoglicol e
dimetilsulféxido (DMSO)); penetrantes a parede celular (aminoacidos como
prolina e oligossacarideos como a sacarose e manitol) e os ndo penetrantes (
macromoléculas de alto peso molecular, tais como as proteinas soluveis, lipideos
e polissacarideos).

Plant vitrification solution (PVS2) é a solugdo crioprotetora mais
amplamente utilizada em trabalhos de criopreservacdo. A solucdo € constituida
por crioprotetores penetrantes e ndo-penetrantes todos diluidos em meio de

cultivo MS desenvolvido por Murashige e Skoog (1962). O PVS2 possui 30%
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de glicerol (p/v), 15% de etilenoglicol (p/v), 15% de DMSO (p/v) e 0,4 M de
sacarose (SAKAIL; ENGELMANN, 2007).

O estado de vitrificagdo ¢ instavel, principalmente durante o
reaquecimento dos explantes. Por isso, o descongelamento também ¢é uma etapa
critica durante a criopreservagdo. Durante o descongelamento pode ser formado
cristais de gelo tanto pelo congelamento da 4dgua liberada pela desvitrificagdo ou
devido ao aumento de pequenos cristais de gelos formados durante o
congelamento. Esses pequenos cristais ndo afetam a estrutura celular durante o
congelamento, porém, com o aumento da temperatura, estes podem se expandir
e causar o rompimento das membranas e consequentemente a morte celular
(SANTOS, 2000, p. 70).

Normalmente os explantes congelados em NL sdo descongelados de
forma rapida principalmente por imersdo em banho-maria na temperatura de
22°C a 45°C em diferentes tempos, tal como descrito por Lambardi, Fabbri e
Caccavale, (2000). No entanto, o descongelamento diretamente em Recovery
Solution (RS) [1.2 M sacarose dissolvida em MS liquido] (SAKAI;
KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) tem sido mais amplamente utilizado quando os
explantes utilizados sd3o meristemas, sendo poucos os relatos de

descongelamento de embrides zigoticos em RS (SILVA et al, 2014).

2.4 Analises pds descongelamento

Durante as etapas da criopreservacdo danos celulares podem ocorrer
impedindo a sobrevivéncia ou a completa regeneragdo dos explantes em plantas
normais (WEN et al., 2012).

Danos celulares podem ser observados quando os explantes sdo
congelados com o seu contetido de agua inicial ou quando ndo desidratados

suficientemente. Segundo Wen et al., (2012) rupturas nas paredes e membrana
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plasmatica, com extravasamento de material citoplasmatico e ruptura do
envelope nuclear sdo danos comumente observados resultantes da formagdo de
cristais de gelo durante a criopreservacao.

Plasmolises também tem sido observadas confirmando a ocorréncia de
perda de 4gua durante as etapas da criopreservacdo. Plasmolise é um processo
osmotico, no qual a perda de agua pela célula vegetal ocasiona o afastamento da
membrana plasmatica da parede celular (Y1 et al., 2012).

Na criopreservacao via vitrificagdo as plasmolises formadas sdo em
consequéncia do efluxo de agua pela agdo osmética da solugdo crioprotetora
utilizada (BARRACO et al, 2013; Y1 et al., 2012).

Apos o descongelamento, as células vivas anteriormente plasmolisadas
retomam em pouco tempo a sua turgidez e atividade promovendo a retomada de
crescimento do explante. Assim, este processo pode ser utilizado para indicar a
sobrevivéncia da célula, pois, tem sido observado principalmente nos
tratamentos que tiveram as maiores taxas de regeneracdo (BARRACO et al,
2013).

Além das andlises anatdmicas, dentre os testes para avaliacdo da
integridade celular, o tetrazolio é um teste rapido e eficaz utilizado
rotineiramente em laboratorios para analise de viabilidade de lotes de sementes.
Atualmente o teste de tetrazélio também tem sido utilizado na criopreservagao
para antecipar resultados e correlacionar com regeneragdo apds o
descongelamento (LIU et al., 2015).

O teste baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases, onde o sal
2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio é reduzido quando reage com ions liberados
durante a respiracdo. A liberacdo idnica resulta na formacdo de um composto
vermelho, ndo difusivel, conhecido como trifenilformazan, indicando assim
atividade respiratéria nas mitocondrias e, consequentemente que o tecido ¢

viavel (DELOUCHE et al., 1976).
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Apos a regeneracdo do explante criopreservado a aclimatizagdo é uma
etapa crucial para a verificagdo do sucesso da técnica, pois o objetivo da
criopreservagdo além da conservacdo do material vegetal, é a possibilidade de
restabelecimento deste material no campo. No entanto, durante o transplantio as
plantas estdo susceptiveis a diversas fontes de estresse (HUYLENBROECK;
PIQUERAS; DEBERGH, 2000)

No cultivo in vitro a intensidade luminosa € baixa e a umidade relativa ¢
alta, nessa condig@o a planta possui disponivel uma fonte de carbono e nutrientes
que fornecem energia suficiente para o seu desenvolvimento. Por essas razdes,
as plantas ndo controlam bem a perda de agua e tem um pobre desenvolvimento
do aparato fotossintético, o que as tornam vulnerdveis a transferéncia direta a
pleno sol (HAZARIKA, 2006, p. 105).

Para minimizar esses efeitos, a aclimatizagdo ¢ utilizada anterior a
transferéncia ao campo. Este processo ¢ usualmente realizado sob condigdes
controladas de temperatura e umidade, normalmente em casa de vegetacdo.
Durante esta etapa mudangas fisioldgicas e anatdmicas ocorrem permitindo que
as plantas se adaptem e possam ser estabelecidas no campo a pleno sol

(CHAARI-RKHIS et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS:

Sementes de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho (IAC 144) foram
obtidas beneficiadas a partir de lavouras da Fazenda experimental da Empresa
de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG) localizada na cidade de
Trés Pontas - MG.

3.1 DESINFESTACAO DAS SEMENTES E EXCISAO DOS EMBRIOES
ZIGOTICOS
Os experimentos de desinfestacdo e embebi¢cdo das sementes foram

realizados para a otimizagdo da metodologia descrita por Dela Cruz et al (1992)

apud (ALEMAN, et al, 2014, p. 96).

3.1.1 Desinfestacdo de sementes

Apos a retirada manual do endocarpo, as sementes foram imersas em
diferentes concentra¢des de formaldeido (0; 0,5; 1 e 1,5%) durante diferentes
periodos de tempo (5, 15 e 30 min) sob agitacdo de 150 rpm a 25°C + 2°C.
Foram utilizados 2 mL da solu¢do (formaldeido em diferentes concentragdes)
por semente. Apds esse periodo, em camara de fluxo, as sementes foram lavadas
trés vezes em agua destilada e autoclavada, e inoculadas em meio MS,
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 2,5 g L' de Phytagel®”
e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121°C durante 20
minutos. As sementes foram mantidas em fotoperiodo de 16 horas, temperatura
de 25 + 2°C e com irradiancia de fotons de 36pmol m™s™.

Apos 30 dias foram avaliados a porcentagem de sementes desinfestadas
(%). Foram utilizados 15 sementes por tratamento, sendo considerado 5
repeticdes com 3 sementes por parcela em um esquema fatorial 4x3 sendo 4

concentracdes de formaldeido e 3 tempos de imersdo na solugao.
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3.1.2 Embebicéo e excisao dos embrides zigoticos

Para a excisdo dos embrides, as sementes foram imersas em solucdo de
formaldeido para a desinfestadas e na sequéncia foram imersas em acido borico
0,5% durante diferentes periodos de tempo (1, 2 e 3 dias) sob agitacdo de 150
rpm a 25°C + 2°C. Apds esse periodo, em camara de fluxo, as sementes foram
lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada, para posterior remog¢ao dos
embrides zigdticos. Apds a excisdo os embrides foram inoculados em meio MS,
suplementado com 30 g L™ de sacarose, solidificado com 2,5 g L' de Phytagel®”
e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121°C durante 20
minutos. Apds 30 dias da inoculagdo, foram avaliados a porcentagem de
germinacdo (%) e porcentagem de formacao de plantulas normais (%).

Adicionalmente, foi realizado a determinagdo do grau de umidade das
sementes nos diferentes periodos de tempo de imersdo em acido borico (0, 1,2 e
3 dias) por meio do método da estufa a 105 °C, durante 24 h, e os resultados
foram expressos em porcentagem, em base imida de acordo com as Regras para

Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

3.2 CRIOPRESERVACAO

3.2.1 Determinacio do tempo e temperatura do PVS2

A criopreservagado foi realizada por meio da técnica de vitrificagdo com

adaptagoes do protocolo descrito por Sakai e Engelmann (2007) (FIGURA 1).
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Figura 1 - Diagrama dos experimentos para a determinagdo do tempo e temperatura da

solugdo vitrificante PVS2.

Os embrides extraidos foram expostos a Loading Solution (LS) [2M de
glicerol + 0.4 M de sacarose em MS liquido] (MATSUMOTO; SAKAI;
YAMADA, 1994) por 20 minutos em temperatura ambiente, sendo

posteriormente imersos em solucdo de Plant vitrification solution 2 (PVS2)
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[30% de glicerol + 15% etileno glicol + 15% DMSO + 0,4 M de sacarose em
MS liquido] (SAKAIL; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) a 0°C ou em
temperatura ambiente aproximadamente 25°C + 2°C em diferentes intervalos de
tempo: 0, 10, 25, 50, 100, e 250 minutos em um esquema fatorial com 6 (tempos
de imersdo) x 2 (temperatura do PVS2). Apds cada intervalo de tempo os
embrides de cada tratamento foram colocados em criotubos de 2 mL contendo
0,5 mL de PVS2 e imersos em nitrogénio liquido (NL) (-196° C) por 60 min.
Apbés o periodo de congelamento, os embrides foram descongelados em
Recovery Solution (RS) [1.2 M sacarose dissolvida em MS liquido] (SAKALI;
KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) por 15 minutos em temperatura ambiente, € 0s
embrides ndo imersos em NL (controle) foram imersos diretamente em RS.
Apbs o periodo de imersdo em RS todos os tratamentos e seus respectivos
controles foram inoculados em meio de regeneracdo MS, suplementado com 30
g L de sacarose, solidificado com 2,5 g L' de Phytagel” e com pH ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121°C durante 20 minutos.

Para prevenir possiveis oxidagdes os embrides zigdticos permaneceram
em sala de crescimento no escuro por 3 dias em temperatura de 25 £ 2°C. Apos
esse periodo, estes foram transferidos para o fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2°C e com irradidncia de fotons de 36 pmol m™s”. As
analises de viabilidade, germinacdo, formagdo de plantulas normais e

histolégicas foram realizadas conforme descrito no item 3.3.

3.2.2 Determinacio do tempo de descongelamento

Para a determinacdo do tempo de descongelamento os embrides foram
criopreservados utilizando o melhor tempo e temperatura de PVS2 do
experimento anterior e foram descongelados em banho-maria a 40°C + 2°C por
diferentes tempos (0, 1, 3 e 5 minutos). O tempo zero (controle) foi

descongelado em RS por 15 minutos em temperatura ambiente. Os demais
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tratamentos foram descongelados primeiramente em banho-maria e
posteriormente imersos por 15 min em RS.

Apo6s o descongelamento, os embrides foram mantidos na sala de
crescimento no escuro por 3 dias, e na sequéncia, foram transferidos para
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 = 2°C e com irradiancia de foétons de
36 pmol m?s”. As analises de germinacdo e formagdo de plantulas normais

foram realizadas conforme descrito no item 3.3.2.

3.3 ANALISES POS DESCONGELAMENTO

3.3.1 Analise de Viabilidade

Apos o descongelamento, 15 embrides de cada tratamento foram lavados
em agua destilada e submersos em solugdo a 0,5% de 2,3,5 Trifenil Cloreto de
Tetrazolio, permanecendo por 2 horas na auséncia de luz em incubadora do tipo
BOD a 30°C, conforme metodologia descrita por Clemente, Carvalho e
Guimaraes (2012).

Os embrides foram na sequéncia lavados em agua corrente, observados
individualmente e classificados em vidveis ou invidveis de acordo com a
coloracdo visivel observada, utilizando os critérios descritos por Clemente,
Carvalho e Guimaraes (2012).

Os resultados foram expressos em porcentagem de embrides vidveis (%)

apos o descongelamento.

3.3.2 Germinacio in vitro

Apds 30 dias do descongelamento, foi avaliada a porcentagem de
germinagdo e a porcentagem de plantulas normais. Foi considerado germinado

quando o embrido apresentou um visivel crescimento da parte aérea e do eixo
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hipocétilo-radicula, e considerado plantula normal quando tanto a parte aérea e
cotilédones, quanto o eixo hipocotilo-radicula ndo apresentavam danos durante o

crescimento, apresentando similaridade ao controle (FIGURA 2).

Figura 2 - Aspecto visual de embrides considerados como nio germinados ap6s 30 dias
de cultivo barra: Smm (A). Aspecto visual de embrides considerados germinados com
formacdo de plantulas normais apds 30 dias de cultivo barra: Smm (B).

3.3.3 Analises histologicas

Para as analises histologicas, os embrides congelados sem PVS2 (tempo
zero), congelados utilizando o melhor tratamento de tempo e temperatura de
PVS2 e embrides apenas excisados (controle) foram coletados e fixados em
alcool 70%, para posterior desidratagdo em gradiente de etanol.

Os embrides fixados foram progressivamente desidratados por meio de
um gradiente de etanol (70, 80, 90 e 100% v/v) com mudanga a cada 1 hora.

Para a desidratagdo os embrides foram embebidos em solugdo de pré-
infiltragdo contendo resina e alcool 100% na propor¢ao 1:1, por 24 horas em
temperatura ambiente.

Apos a pré-infiltragdo foi adicionado a resina ativada por 48 horas em
temperatura ambiente, para na sequéncia ser realizado o emblocamento com a
historesina ativada mais catalisador (Leica Historesin Embedding Kit) por 2
horas. Na sequéncia os embrides emblocados foram mantidos a 37°C durante 3
dias.

As segOes longitudinais com espessura de 5 pm foram realizadas por

meio de um micrétomo rotativo e coradas duplamente com o reagente de acido
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periodico de Schiff (PAS), que permite a caracterizagdo de compostos
polissacarideos (FISHER, 1968, p. 92) e azul de toluidina na concentragdo de
0,1%, que permite corar tecidos com alto conteudo de DNA e RNA
(SRIDHARAN; SHANKAR, 2012). Posteriormente os cortes foram montados
em laminas histologicas semipermanentes com agua glicerinada e visualizados

. OO L ®
em microscopio optico Leica .

3.4 ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS CRIOPRESERVADAS

Plantulas oriundas do melhor tratamento criopreservado e o controle
(ndo criopreservado) mantidas em meio MS ap6s 60 dias foram transferidos para
tubetes de polietileno e mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 12
h de luz, irradiancia de fotons 60 pmol m™ s e temperatura de 25 + 2°C. Os
tubetes foram preenchidos com substrato comercial (Tropstrato hp®) e
permaneceram cobertos com envoltorio plastico nos primeiros 15 dias. Apos 60
dias de aclimatizagdo foram avaliados a porcentagem de plantas sobreviventes
(%), o comprimento da parte aérea (cm), numero de folhas e raizes formadas e o

comprimento da raiz principal (cm).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 5 repeti¢des com 3 explantes por parcela. Os resultados
expressos em termos de porcentagem foram calculados por meio da formula
[G(%) = (In;).N".100, em que: n; = namero de embrides germinados, N =
numero de embrides colocados para germinar], que foram transformados

segundo arco seno (x/100)0,5.
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Todos os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o
software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014, p. 109) e as médias foram
analisadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 D}ZSINFESTACAO DAS SEMENTES E EXCISAO DOS EMBRIOES
ZIGOTICOS

4.1.1 Desinfestacdo de sementes

Com exce¢do dos tratamentos sem formaldeido (controle), todos os
demais tempos e concentracdes testadas apresentaram uma diminui¢do da

contaminacao fungica das sementes (TABELA 1).

Tabela 1 - Porcentagem de desinfestagdo de sementes de café imersas em
solucdo com diferentes concentracdes de formaldeido por diferentes tempos.

Concentragao (%) Tempo (min)
5 15 30
0 0,0cA 0,0cA 0,0cA
0,5 46,0bB 53,0bB 80,0bA
1 73,0aB 80,0aB 100,0aA
1,5 80,0aA 86,0aA 100,0aA

* Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A desinfestacdo de sementes apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos, atingindo 100% de desinfestacdo quando imersas sob agitagdo
com 1% ou 1,5% de formaldeido por 30 min, porém, estes ndo diferiram
estatisticamente de 1,5% por 5 ou 15 min de imersao.

Uma vez que antes da inoculagdo in vitro a descontaminagdo das
sementes ¢ obrigatoria, € necessario que se tenha 100% de descontaminacao, por
isso, a solucdo de desinfestacdo deve ser capaz de matar ou remover totalmente
os microrganismos da superficie das sementes de forma eficiente (ALVAREZ-
PARDO; FERREIRA; NUNES, 2006). Portanto, visto que a completa
desinfestacdo das sementes, ou seja 100% de descontaminagdo foi obtida com o

uso de 1% ou 1,5% de formaldeido por 30 mim, ¢ indicado que a
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descontaminacdo das sementes de café seja realizada nessas concentragdes e

tempo para uma total descontaminagao.

4.1.2 Embebicao e excisdo dos embrides zigoticos

Inicialmente as sementes apresentavam 10% de grau de umidade e
tiveram aumento no teor de 4gua apos a desinfestagdo e imersdo em acido borico
por diferentes tempos, até atingirem 55% de grau de umidade apds 3 dias de

embebicao (FIGURA 3).

100 4

—@— Grau de umidade

80

60 4

40 -

Grau de umidade (%)

20 4

Tempo (Dias)

Figura 3 - Grau de umidade de sementes de café imersas em solugdo de acido borico
0,5% por diferentes tempos.

A imersdao das sementes na solugdo de embebigdo facilitou a remogao
dos embrides do endosperma. Os embrides excisados de sementes que
anteriormente haviam sido imersas por 2 e 3 dias apresentaram 100% de
germinacdo ¢ formacdo de plantulas normais, enquanto que os embrides
excisados de sementes imersas por apenas 1 dia apresentaram apenas 47% de

germinagdo e 33% de formagdo de plantulas normais (FIGURA 4).
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Figura 4 - Porcentagem de germinacdo e formacdo de plantulas normais obtidas de
embrides zigoticos excisados de sementes submetidas a diferentes tempos de embebicdo
(1, 2 e 3 dias) em acido borico aos 30 dias de cultivo. As barras representam o erro
padrao da média de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O aumento na porcentagem de germinacdo e na formac¢do de plantulas
normais nos maiores tempos de imersdo (2 e 3 dias) foi devido a maior
facilidade de remog¢do do embrido. As sementes embebidas se tornaram mais
maleaveis, diminuindo assim a necessidade de aplicacdo de forga para a excisdo
do embrido, com menor risco de danos durante a excisdo.

Por outro lado, as sementes anteriormente mantidas apenas por 1 dia em
solugdo sdo menos maleaveis, e assim como nas sementes ndo embebidas a
remog¢do do embrido torna-se mais dificil. A aplicagcdo de for¢a para a remocgao
do embrido nessas condi¢des pode causar danos ao embrido inibindo a sua
germinagdo ou diminuindo o nimero de plantulas normais.

Possivelmente, o acido boérico utilizado na solugdo de embebigdo, além
da sua capacidade fungicida que juntamente com o formaldeido pode ter

contribuido para a ndo contaminag@o dos embrides, pode também ter aumentado
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a capacidade das sementes em absorver agua (KARTAL; HWANG;
IMAMURA, 2007; LESAR; HUMAR, 2009).

4.2 CRIOPRESERVACAO

4.2.1 Determinacio do tempo e temperatura do PVS2

Assim como o controle, ou seja, aqueles embrides que foram apenas
excisados e inoculados em meio de cultivo, os embrides que foram tratados com
PVS2 e ndo congelados apresentaram 100% de germinacdo, com 100% de
formacao de plantulas normais independente do tempo de exposicdo destes ao

PVS2 quando em temperatura de 0°C (FIGURA 5A, 5B e 5C).
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Figura 5 - Porcentagem de viabilidade, germinago e porcentagem de plantulas normais
obtidas de embrides zigdticos submetidas a diferentes tempos (0, 10, 25, 50, 100 e 250
min) e temperatura (0 e 25°C) de imersdo em solug@o crioprotetora PVS2 apds o
congelamento ou ndo em NL aos 30 dias de cultivo. As barras representam o erro padrdo
da média de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Por outro lado, quando utilizado o PVS2 a 25°C a germinagdo e a
formacao de plantulas normais ocorreu apenas nos tempos iniciais de exposi¢ao
a solugdo (10 min e 25 min) (FIGURA 5A, 5B e 5C). Nos tratamentos que
foram avaliados periodos superiores a 25 min ndo ocorreu germinacdo dos
embrides, apresentando uma reduzida viabilidade (FIGURA 5B).

A baixa viabilidade e ndo germinagdo dos embrides tratados com PV S2
em tempo de imersdo superiores a 25 min a 25°C evidencia que o PVS2 nessas
condicdes possivelmente se tornou toxico aos embrides. Resultados semelhantes
foram obtidos na vitrificagdo de gemas apicais de Populus alba L.
(LAMBARDI; FABBRI; CACCAVALE, 2000). As gemas que foram tratadas
com a solugdo de PVS2 acima de 20 min a 25°C ou acima de 60 min a 0°C
apresentaram sintomas claros de danos causados por toxicidade ou por estresse
osmatico, tais como o branqueamento ou a ndo retomada de crescimento.

O PVS2 pode apresentar uma alta toxicidade quimica devido a presenca
dos crioprotetores permeaveis DMSO e etileno glicol em sua constituicdo. Essa
toxicidade pode ser intensificada quando aplicado em temperatura ambiente. Em
condicdo de maior temperatura a solucdo vitrificante PVS2 possui uma maior
capacidade de penetracdo nos tecidos (YI et al., 2012). De forma contraria, em
uma temperatura inferior, a mobilidade da solugdo ¢ reduzida, diminuindo a
velocidade de penetracdo da solucdo pela membrana plasmadtica, evitando o
efeito toxico e a desidratagdo excessiva do explante (KIM et al., 2009).

Apesar dos efeitos toxicos e osmdticos potenciais que os constituintes
do PVS2 podem apresentar, a solugdo de PVS2 ¢ necesséria para que ocorra a
vitrificagdo e posterior criopreservacdo dos explantes utilizados. Prova disso, ¢
que os embrides que nao foram imersos em PVS2 (tempo 0), quando submetidos
ao congelamento em NL e descongelados, ndo germinaram e ndo apresentaram

viabilidade apds o teste de tetrazdlio (FIGURA 5D, SE e 5F), se tornando
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oxidados durante o cultivo in vitro (FIGURA 6A), diferentemente dos embrides

congelados apos o tratamento com PVS2 (FIGURA 6B).

Figura 6 - Embrido zigdtico congelado sem tratamento de PVS2 durante cultivo in vitro,
barra: Imm. (A). Embrifo zigotico congelado tratado com 100 min de PVS2 a 0°C,
barra: 0,7mm (B). Aspecto visual de embrides viaveis corados pela solugdo de tetrazolio,
barra: 3mm (C). Aspecto visual de embrides criopreservados (esquerda) e ndo
criopreservados (direita) apos 30 dias de cultivo (a seta indica embrido criopreservado
ndo sobrevivente), barra: 0,5cm (D). Plantula cultivada in vitro oriunda de embrido
criopreservado ap6s 60 dias, barra: 1cm (E). Plantula oriunda de embrido criopreservado
ao final de 60 dias da aclimatizagdo, barra: 1cm (F).

A ndo sobrevivéncia desses embrides ndo imersos em PVS2 (tempo
zero) era esperada, uma vez que nestes embrides o contetido de dgua era muito
alto para prevenir a formagao de grandes cristais de gelo.

Segundo Tao e Li (1986) durante o congelamento, além da ruptura das
membranas ocasionado pela propria formacgdo dos grandes cristais de gelo, a
medida que a temperatura decresce, a formagdo extracelular de cristais de gelo

impulsiona o efluxo de agua do protoplasma diminuindo a adesdo da parede



35

celular com a membrana plasmatica e consequentemente causando a deformacgao
da célula.

Diferentemente dos embrides ndo tratados com PVS2 (tempo 0) que
foram congelados e ndo germinaram, os embrides imersos em solucdo de PVS2
a 0°C apresentaram uma taxa de sobrevivéncia ao congelamento entre 27% a
93%, apresentando viabilidade (FIGURA 5E e 6C), germinando e formando
plantulas normais apds o descongelamento. Foi observado que com o aumento
do tempo de imersdo em PVS2 a 0°C houve um aumento da viabilidade, da
germinagdo e da formagdo de plantulas normais ap6s o congelamento (FIGURA
5D, 5E e 5F).

Segundo Sakai ¢ Engelmann (2007), o sucesso da criopreservagdo via
vitrificagdo estd na otimizacdo do tempo e temperatura de exposi¢do ao PVS2
para a rapida vitrificagdo do explante durante o congelamento em NL.

O tratamento com PVS2 promove a desidratagdo do explante devido a
transferéncia de massa de agua, pois a massa de dgua perdida da célula ¢
correspondente a massa de entrada da solucdo crioprotetora. A solugdo de PVS2
também promove a crioprotecdo, reduzindo a mobilidade das moléculas de 4gua,
permitindo que ocorra a vitrificagdo durante o rapido congelamento em NL
(VOLK; WALTERS, 2006).

Os embrides congelados que foram imersos em PVS2 a 25°C como ja
esperado nos tempos superiores a 25 min ndo sobreviveram ao congelamento,
visto que o PVS2 mesmo em condi¢des de ndo congelamento j& havia sido
toxico aos embrides, como descrito anteriormente. J& os tempos inferiores a 50
min (10 e 25 min) a 25°C apresentaram embrides sobreviventes, porém com
apenas 20% e 33% de germinacdo e com 13% e 27% de formagdo de plantulas
normais respectivamente, com quase nenhuma viabilidade pelo teste de

tetrazolio (FIGURA 5D, 5E e 5F).
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A maior porcentagem de germinacdo (93%) assim como de viabilidade
(73%) ocorreu com o maior tempo testado (250 min) de imersdo em PVS2 a
0°C, porém, este ndo diferiu estatisticamente de 50 e 100 min nas mesmas
condicdes (FIGURA 5D e 5E). J4 o tratamento dos embrides por 100 min e 250
min nessa solugdo proporcionou 87% de formacdo de plantulas normais em
ambos os tempos (FIGURA 6F). Com isso, ndo havendo diferenca estatistica
entre 100 min e 250 min em todos os pardmetros testados, e sendo estes os
tempos de imersdo em PVS2 que apresentaram os melhores resultados, utilizou-
se 100 min de PVS2 para os experimentos subsequentes.

Em relacdo a viabilidade dos embrides pelo teste de tetrazolio observou-
se que apesar da variacdo dentro dos tratamento, pode se obter um bom
indicativo de sobrevivéncia (FIGURA 5B e E), visto que os resultados obtidos
de viabilidade se correlacionam com os obtidos de germinagdo. No entanto, em
concorddncia com Santos (2000), a Ttnica evidéncia inquestionavel da
viabilidade do material ¢ a retomada de crescimento e regeneragdo do explante
apos o descongelamento.

Apos 30 dias da inoculagdo dos embrides criopreservados anteriormente
tratados por 100 min em solugdo de PVS2 a 0°C e descongelados diretamente
em RS foi observado que quando comparados visualmente a embrides nao
criopreservados (controle), estes estavam menos desenvolvidos em relagdo ao
controle, apresentando uma menor expansdo do eixo hipocoétilo-radicula e dos
cotilédones (FIGURA 6D).

Os embrides zigoéticos sdo estruturas complexas com uma composi¢ao
celular heterogénea que pode apresentar diferencas em sensibilidade ao
congelamento. Aparentemente o meristema radicular ¢ mais sensivel em relagdo
ao meristema apical, porém, independente da regido meristematica, quando

danos ocorrem diretamente nessas regides, estes danos podem inibir ou retardar
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o desenvolvimento do embrido ap6s o congelamento (ENGELMANN, 2004, p.
427).

Apos 60 dias do descongelamento os embrides que anteriormente
tinham formado plantulas normais aos 30 dias, apresentavam uma raiz principal

e a formagdo dos primeiros pares de folhas (FIGURA 6E).

4.2.2 Determinacio do tempo de descongelamento

Em relacdo ao tempo de descongelamento, observou-se que com o
aumento do tempo em banho-maria em temperatura de 40°C + 2°C houve uma

diminui¢do na porcentagem de germinacdo e na formagdo de plantulas normais
(FIGURA 7).

100 + F 100

—— Germinagéo

80 4 —-A— Plantulas Normais I 80

60

40 4

Germinagao (%)

20

Plantulas normais (%)

Tempo de descongelamento

Figura 7 - Porcentagem de germinag@o e plantulas normais obtidas de embrides zigoticos
criopreservados submetidos a diferentes tempos de descongelamento (0, 1, 3, 5 e 10
min) ap6s 30 dias de cultivo. As barras representam o erro padrdo da média de acordo
com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A porcentagem de germinacdo e de formacdo de plantulas normais dos
embrides descongelados por 1 min em banho-maria ndo diferiu estatisticamente
dos embrides que foram descongelados diretamente em RS (tempo 0) por 15
minutos em temperatura ambiente (25 = 2°C). Entretanto, ambos diferiram
estatisticamente dos demais tempos avaliados (3, 5 e 10 min).

A diminuicdo da porcentagem de germinac¢do bem como a formagdo de
plantulas normais podem estar relacionadas a exposicdo desses embrides a
temperatura de 40°C £ 2°C em banho-maria apds o congelamento.

A medida que a temperatura aumenta durante o descongelamento, a
viscosidade da solugdo crioprotetora diminui, assim os componentes penetrantes
da solugdo de PVS2 utilizados anteriormente ao congelamento podem se
difundir. Em consequéncia da difusdo e do tempo prolongado de exposi¢do a
esses explantes, estes componentes podem se tornar toxicos (YI et al., 2012). O
que possivelmente pode ter causado a diminuicdo na porcentagem de
germinagdo dos embrides apds 3, 5 € 10 min.

No descongelamento em RS os componentes do PVS2 também se
difundem, porém, o PVS2 ¢ rapidamente lavado em RS, sendo desta forma, o
PVS2 removido juntamente com a solugdo de RS.

Por isso, ndo havendo diferenga estatistica no descongelamento em RS e
1 min em banho-maria, o descongelamento pode ser diretamente em RS por 15
min em temperatura ambiente (25 £ 2°C), pois a RS diminui a possibilidade de

toxicidade das células e elimina a necessidade de uso do banho-maria.

4.2.3 Analises histologicas

Nos embrides apenas excisados (controle), foi observado por meio das

se¢Oes longitudinais, que as células da regido mediana do embrido estavam
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turgidas, sem a presenga de grandes espacos intercelulares e com o conteudo

interno celular intacto (FIGURA 8A).

Controle

PC

100 min PVS2

Figura 8 - Histologia comparativa da se¢@o longitudinal de embrido de café arabica
criopreservado com ou sem uso de PVS2 em relacdo ao ndo criopreservado (controle).
(A) segmento mediano do controle (10x), (B) segmento mediano dos embriGes
congelados sem crioprotetor (10x), (C e D) Segmento mediano dos embrides
congelados que anteriormente foram imersos por 100 min de PVS2, evidenciando-se
plasmolise (seta) (4x e 10x). PD - protoderme; MF - meristema fundamental, PC —
procambio.

Jeon et al., (2015) utilizando gemas apicais de crisantemo, observou que
quando estas eram expostas ao NL sem imersdo em solucdo crioprotetora as
gemas apicais apresentaram danos visiveis de congelamento, com o ntcleo
celular irregular, citoplasma condensado, rupturas de membranas com

extravasamento do material celular e o desaparecimento da parede celular,
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porém em relagdo as células da regido mediana dos embrides que foram
criopreservados sem o uso de PVS2 ndo foi observado grande alteragdes
celulares ocasionado por danos de congelamento (FIGURA 8B).

Diferentemente dos tratamentos descritos anteriormente, os embrides
criopreservados que foram imersos em solucdo de PVS2 por 100 min a
temperatura de 0°C, apresentaram plasmolises nas células da regido mediana
(FIGURA 8C e 8D).

As plasmolises observadas sdo devido ao efluxo de 4gua pela acdo
osmotica da solucdo crioprotetora utilizada. A acdo conjunta da diminui¢do do
conteudo de 4gua observado devido a presenca de plasmolises, juntamente com
a agdo vitrificante do PVS2 durante o rapido congelamento permite que os
embrides sejam criopreservados e apds o descongelamento possam retomar o
seu crescimento in vitro.

Da mesma forma como observado neste trabalho, em um estudo
histolégico realizado por Mari et al. (1995) com apices criopreservados de café
das espécies C. racemosa e C. sessiliflora, mostrou que apds a desidratagdo e o
congelamento as células meristematicas dos apices sobreviventes apresentavam
um grande nimero de plasmolises com o citoplasma de forma mais denso.
Assim como Yi et al. (2012) que também observaram plasmoélises em seus
tratamentos que tiveram o maior valor de regeneracdo, evidenciando que o
efluxo de 4gua celular e necessario para que haja o congelamento e posterior
retomada de crescimento do explante.

O acumulo de amido tem sido uma observacdo recorrente em trabalhos
histolégicos como uma das primeiras modificagdes celulares observadas, como
por exemplo em apices de café (MARI et al., 1995) e inhame (BARRACO et al.,
2013). Entretanto, diferentemente destes trabalhos ndo foi observado acumulo de
amido em nenhum dos embrides zigoéticos avaliados independentemente do

tratamento. Possivelmente, a ndo visualizacdo de acimulo de amido é devido a
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ndo realizacdo da etapa opcional de pré-cultivo com alta concentracdo de
sacarose. Durante essa etapa a sacarose que ¢ um crioprotetor ndo penetrante, ¢
clivada e seus produtos entram na célula, onde sdo convertidos a amido, sendo
possivel desta forma ser visualizado em estudos histoloégicos apds a

criopreservagdo (SAJINI et al., 2011).

4.2.4 Aclimatizacao

Apds 60 dias da aclimatizagdo 80% das plantas controles oriundas de
embrides que ndo foram criopreservados sobreviveram e apresentaram
crescimento tanto da parte aérea quanto do sistema radicular, porém, as plantas
oriundas de embrides criopreservados apresentaram uma baixa taxa de
sobrevivéncia, sendo que apenas 13% dessas plantas sobreviveram durante a
aclimatizacdo (TABELA 2) (FIGURA 6F).

Tabela 2 - Valores médios das avali¢des de aclimatizacdo apds o periodo de 60
dias.

Tratamentos Tempo (min)
S NF APA NR CR
Controle 80,2a 8,20a 1,84a 2,60a 3,32a

Criopreservado 13.2b 0,73b 0,23b 0,26b 0,20b
* Médias seguidas de mesma letra minfiscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. S — porcentagem de sobrevivéncia; NF — niumero
de folhas; APA — Altura da parte aérea (cm); NR — ntimero de raizes; CR — comprimento
de raiz (cm).

Ao final da aclimatizagdo, em todas as varidveis analisadas o controle
apresentou maiores valores médios em relagdo as plantas oriundas de embrides
criopreservados (TABELA 2). A baixa taxa de sobrevivéncia, assim como o
menor desenvolvimento das plantulas oriundas de embrides anteriormente
criopreservados pode estar relacionado a necessidade de um maior tempo de

permanéncia dessas plantas in vitro e a necessidade de uso de reguladores de
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crescimento para um maior desenvolvimento in vitro anterior a fase de
aclimatizacao.

Bojorquez-Quintal et al. (2011), observaram em seus experimentos com
diferentes reguladores de crescimento em embrido zigéticos de C. arabica, que o
tempo de germinacdo dos embrides e o tempo de estabelecimento das plantas no
solo podem ser reduzidos devido a aplicacdo dos reguladores de crescimento.
Por isso, subcultivos apds a criopreservagdo com uso de reguladores de
crescimento pode possivelmente influenciar positivamente para um maior
crescimento e desenvolvimento das plantulas anterior ao periodo de

aclimatizagdo, o que certamente aumentaria a taxa de sobrevivéncia final.
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5 CONCLUSAO

A criopreservagdo de embrides zigdticos de C. arabica € possivel por
meio da técnica de vitrificacdo apos a imersdo dos embrides por 100 min em
solucdo vitrificante PVS2 a 0°C e descongelados diretamente em Recovery

Solution.
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