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RESUMO

O café é uma das bebidas mais populares do mundo, compreendendo a base da economia
de vérios paises tropicais, incluindo o Brasil. A producdo cafeeira é baseada principalmente na
espéecie Coffea arabica, preferida pelos consumidores devido a qualidade da bebida. Dada a
importancia do café para a economia mundial, é indispensavel que os recursos genéticos dessa
cultura sejam conservados em longo prazo. Tendo em vista que o café arabica é propagado
principalmente por sementes e que a reproducdo ocorre predominantemente por
autopolinizacdo, as sementes ou eixos embrionarios sdo ideais para conservacao dos recursos
genéticos dessa espécie. Nesse contexto o objetivo desse estudo foi estabelecer um protocolo
para a criopreservacdo de embrides zigoticos de cultivares de Coffea arabica, (IAC 62 e IAC
144) por meio das técnicas de encapsulation-dehydration e encapsulation-vitrification. Para
iniciar esse processo 0s embrides zigdticos foram extraidos das sementes e encapsulados por
uma matriz de alginato de s6dio e meio de cultivo. Na técnica de encapsulation-dehydration,
apos o pré-cultivo, os embrides zigdticos encapsulados foram desidratados e imersos
imediatamente em nitrogénio liquido (-196 °C) ou inoculados em meio de cultivo. Para a
técnica de encapsulation-vitrification, apos o pré-cultivo, os embrides zigoticos encapsulados
foram imersos na Loading Solution e posteriormente foram imersos em solucdo de Plant
vitrification solution 2 (PVS2) e imersos em nitrogénio liquido ou inoculados em meio de
cultivo. Foram realizadas avali¢cbes quanto ao comprimento das plantulas, peso e nimero de
folhas, analises anatdmicas e bioguimicas, quanto as atividades de enzimas do metabolismo
antioxidante (SOD, POD, CAT e APX), quantificacdo de perdxido de hidrogénio, peroxidacao
lipidica e teor de prolina. Apds a regeneracdo das plantulas formadas pelo desenvolvimento dos
embrides zigoticos criopreservados foi realizada a aclimatizacdo em sistema hidropdnico com
substrato. Os resultados indicaram que os embrides zigo6ticos foram capazes de sobreviver e
regenerar apos o processo de criopreservacdo quando desidratados a partir de 8 horas. As
plantulas regeneradas de embrides zigdticos criopreservados apresentaram crescimento
estatisticamente semelhante ao de plantulas cujos embrides zigdticos ndo foram
criopreservados. As avaliagfes anatdmicas demonstraram uma retracdo do volume das células
do meristema fundamental em decorréncia do processo de desidratacdo e as andlises
bioquimicas indicaram maior teor de prolina e atividade das enzimas SOD e POD. As plantas
aclimatizadas originadas de embrides zigéticos que foram criopreservados atingiram as mesmas
caracteristicas fenotipicas de plantas cujos embrides ndo foram criopreservados. Em relacdo a
técnica de encapsulation-vitrification, os embrides zigéticos ndo foram capazes de sobreviver
ao processo de congelamento. Dessa forma conclui-se que é possivel criopreservar embrides
zigoticos de cultivares de café arabica por meio da técnica de encapsulation-dehydration, tendo
em vista que o teor de umidade é fator chave para a sobrevivéncia dos explantes e que a
aclimatizacao pode ser realizada por meio do sistema hidropdnico com substrato.

Palavras-chaves: Conservagdo. Cultivo in vitro. Semi-hidroponia. Sistema antioxidante.
Prolina.



ABSTRACT

Coffee is one of the most popular beverages in the world, comprising the basis of
economy for several tropical countries, including Brazil. Coffee production is mainly based on
Coffea arabica species, preferred by consumers due to the quality of the drink. Given the
importance of coffee to the world economy, it is essential that genetic resources are conserved
in the long term. Considering that arabica coffee is propagated mainly by seeds and
reproduction occurs predominantly by self-pollination, seeds or embryonic axes are ideal for
conserving the genetic resources. In this context, the objective of this study was to establish a
protocol for the cryopreservation of zygotic embryos of cultivars of Coffea arabica (IAC 62
and IAC 144) through the techniques of encapsulation-dehydration and encapsulation-
vitrification. To start this process, the zygotic embryos were extracted from the seeds and
encapsulated in a sodium alginate matrix and culture medium. In the encapsulation-dehydration
technique, after pre-culture, the encapsulated zygotic embryos were dehydrated and
immediately immersed in liquid nitrogen (-196 °C) or inoculated in a culture medium. For the
encapsulation-vitrification technique, after pre-culture, the encapsulated zygotic embryos were
immersed in Loading Solution and subsequently immersed in Plant vitrification solution 2
(PVS2) and immersed in liquid nitrogen or inoculated in culture medium. Evaluations were
carried out regarding seedling length, weight, and number of leaves, anatomical and
biochemical analyzes regarding the activities of antioxidant metabolism enzymes (SOD, POD,
CAT and APX), quantification of hydrogen peroxide, lipid peroxidation and proline content.
After the regeneration of the seedlings formed by the development of cryopreserved zygotic
embryos, acclimatization was performed in a hydroponic system with substrate. The results
indicated that the zygotic embryos were able to survive and regenerate after the
cryopreservation process when dehydrated after 8 hours. Seedlings regenerated from
cryopreserved zygotic embryos showed statistically similar growth to seedlings whose zygotic
embryos were not cryopreserved. The anatomical evaluations showed a retraction in the volume
of the fundamental meristem cells because of the dehydration process and the biochemical
analyzes indicated a higher content of proline and activity of SOD and POD enzymes.
Acclimatized plants originated from zygotic embryos that were cryopreserved reached the same
phenotypics characteristics of plants whose embryos were not cryopreserved. Regarding the
encapsulation-vitrification technique, the zygotic embryos were not able to survive the freezing
process. Thus, it is concluded that it is possible to cryopreserve zygotic embryos of arabica
coffee cultivars through the encapsulation-dehydration technique, considering that the moisture
content is a key factor for the survival of the explants and that the acclimatization can be carried
out through of the hydroponic system with substrate.

Keywords: Conservation. In vitro cultivation. Semi-hydroponics. Antioxidant system. Proline.
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CAPITULO 1
Embrides zigdticos de Coffea arabica L. criopreservados por encapsulation-

dehydration e aclimatizados por hidroponia
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1 INTRODUCAO GERAL

O café tem um papel econbmico de grande importancia, pois apresenta-se como a
segunda commodity mais comercializada globalmente, ficando atrds somente do petroleo
(DAVIS et al., 2012). A producéo global de café atingiu cerca de 164,8 milhdes de sacas de 60
kg na safra de 2020/2021, sendo que o Brasil correspondeu pela produgéo de 48,81 milhdes de
sacas (CONAB, 2021). Dada a importancia do café para a economia mundial, é indispensavel
que 0s recursos genéticos dessa cultura sejam conservados em longo prazo, tendo em vista que,
as mudancas climaticas (variacBes na precipitacdo anual, temperatura média, aumento da
concentracdo de CO» atmosférico) sdo sentidas cada vez mais na agricultura, o que pode afetar
negativamente as colheitas agricolas mundiais (RAZA et al., 2019), principalmente a cultura
do café, cujas proje¢cdes demonstram que regides consideradas ideais para o cultivo podem se
tornar inadequadas devido as mudancas de temperatura e regime hidrico (PHAM et al., 2019;
TAVARES et al., 2018).

O armazenamento em bancos de sementes ex situ € uma estratégia importante para a
conservacdo de plantas, mas envolve a secagem do material (aproximadamente 15% de
umidade relativa), seguido pelo processo de armazenamento a -20 °C, protocolo este que ndo €
adequado para sementes recalcitrantes ou intermediarias (BREMAN et al., 2021). Para estas
espécies protocolos de criopreservacao vém sendo amplamente utilizados para conservacao de
germoplasma (REED et al., 2017). A técnica de criopreservacdo é baseada no uso de
temperaturas ultrabaixas, tipicamente fornecidas por nitrogénio liquido, -196 °C, permitindo o
armazenamento em longo prazo de gen6tipos unicos (PENCE et al., 2020).

Diferentes abordagens podem ser utilizadas para a criopreservacdo de sementes
recalcitrantes e intermediarias, pois este € um procedimento complexo dependente da
capacidade das sementes de sobreviverem a dessecacdo e condicdes criogénicas (REED et al.,
2017). Normalmente, essas sementes sdo maiores em tamanho para serem desidratadas
rapidamente ou resfriadas de forma eficaz, dessa forma, em vez da semente completa, embrides
zigoticos ou eixos embrionarios excisados de suas sementes sdo frequentemente utilizados
(WALTERS et al., 2013). No entanto, ainda existem grandes desafios em relagdo a eficiéncia
e aplicabilidade dos protocolos de criopreservacdo para uma ampla gama de espécies com
sementes recalcitrantes pois ndo existe um protocolo universal que possa ser usado para
preservar as espécies vegetais de forma geral (PENCE et al., 2020). Dessa forma protocolos de
criopreservacao devem ser desenvolvidos e adaptados para cada espécie ou até mesmo para

variedades diferentes de cultivares dentro da mesma espécie.
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Nesse contexto, tendo em vista a importancia das colec¢des criopreservadas para o futuro
do melhoramento de plantas e restauracdo de ecossistemas e, considerando as mudangas
ambientais previstas ou até mesmo o desenvolvimento de novas doencas que venham a dizimar
populacgdes inteiras de espécies vegetais, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de um
protocolo eficiente para a criopreservacdo de café ardbica, cuja producdo é o carro chefe da
economia de muitos paises, inclusive o Brasil.

Além do protocolo de criopreservacdo também é importante demonstrar um método
eficiente para aclimatizar as plantulas regeneradas in vitro. A etapa de transferéncia de plantulas
do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro é denominada de aclimatiza¢do, um processo
importante para que as plantas possam adaptar-se a condi¢6es de cultivo ndo controladas sob a
qual estardo sujeitas a estresses abioticos e bidticos (CHANDRA et al., 2010). Finalizada a
etapa de aclimatizacdo as plantas deverdo ser capazes de sobreviver quando introduzidas em
campo (CHANDRA et al., 2010). A aclimatizagdo por meio de cultivo em hidroponia ou semi-
hidroponia (hidroponia com substrato), tem gerado um melhor desenvolvimento das plantulas
guando comparado ao cultivo convencional (TOYOSUMI et al., 2021; PUROHIT et al., 2021).

Dessa forma o objetivo do presente estudo foi estabelecer um protocolo para a
criopreservacao de embrides zigoticos de cultivares de Coffea arabica, por meio das técnicas
de encapsulation-dehydration e encapsulation-vitrification e estender o uso da hidroponia com
substrato para aclimatizacdo de plantulas regeneradas in vitro, apds a criopreservacao.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia da conservacao de espécies de Coffea spp.

O café é uma das bebidas mais populares do mundo sendo a segunda commodity mais
comercializada globalmente (DAVIS et al., 2012), cuja producédo dobrou nos altimos 30 anos,
chegando a mais de 169 milhdes de sacas (ICO, 2021). O Brasil responde por cerca de 36% da
producdo mundial, seguido pelo Vietnd (17%), Colémbia (8%) e Indonésia (6%) (1CO, 2021).
Cerca de 70% da safra mundial é cultivada por pequenos produtores, menos de 10 ha,
envolvendo, em ambito internacional, cerca de 500 milhdes de pessoas em seu manejo, desde
o cultivo até a finalizagdo do produto para consumo (DAMATTA et al., 2007).

Entre cerca de 100 espécies do género Coffea (DAVIS et al., 2006), apenas C. arabica
L. (café arébica) e C. canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta) sdo economicamente

importantes em todo o mundo, ocupando cerca de 99% da produ¢do mundial, com o café
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arébica representando 64% do café produzido (DAMATTA et al., 2007). O C. arabica é
preferido pelos consumidores devido ao seu baixo amargor, suas caracteristicas aromaticas e
seu baixo teor de cafeina, quando comparado com o C. canephora que apresenta um amargor
mais forte (LECOLIER et al., 2009).

O acompanhamento da safra brasileira de café arabica, referente ao ano de 2021
correspondeu a mais de 1,7 milh&o de hectares, atingindo cerca de 47,72 milhdes de sacas
beneficiadas no pais (CONAB, 2021). O setor de cafeicultura abrange aproximadamente 300
mil produtores que estdo distribuidos em aproximadamente 1900 municipios, compreendendo
os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Bahia, Rond6nia, Parand, Rio de Janeiro,
Goias, Mato Grosso, Amazonas e Para (MAPA, 2018). Em Minas Gerais concentra-se a maior
area ocupada de café arabica, com mais de 1,28 milhdo de hectares (CONAB, 2021).

Em referéncia a importancia da producéo de café no Brasil como fonte de receita para
centenas de municipios, gerando mais de 8 milhdes de empregos, o pais investe
significativamente em pesquisas que envolvem desde o melhoramento genético a
sustentabilidade econémica e ambiental (MAPA, 2018). Dentre essas pesquisas, nos ultimos
anos tem surgido estudos que avaliam os impactos das mudancgas climaticas sobre a
produtividade do café arabica no Brasil, cujas projecdes demonstram que regides consideradas
ideais para o cultivo do café podem se tornar inadequadas para a produc¢do agricola devido ao
aumento da temperatura média e déficit hidrico associados ao aumento da concentracdo de CO>
(PHAM et al., 2019; TAVARES et al., 2018).

Nesse contexto, acredita-se que a producdo de café arabica pode ser substancialmente
afetada pelas mudancas climéticas tendo em vista que seu cultivo é determinado pelas
condigbes ambientais que influenciam o crescimento vegetativo, a fase reprodutiva, 0
desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, sendo este sensivel a ocorréncia de geadas e
temperaturas elevadas (DAMATTA et al., 2007). Além das mudancas nas condicdes climaticas,
as alterac6es no clima podem modificar a incidéncia e a distribuicdo de pragas do café, o que
também afetaria diretamente a producdo agricola (RHINEY et al., 2021; MAGRACH,;
GHAZOUL, 2015).

Diante do exposto nota-se a necessidade de conservar em longo prazo o material
genético do café para que este material possa ser utilizado em programas de melhoramento
genético para fornecer cultivares que sejam resistentes ao aumento de temperatura, deficit

hidrico, pragas e doencas, sem prejuizos a qualidade da bebida e ao rendimento produtivo.
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2.2 Conservacgao do germoplasma vegetal

Conservacao do germoplasma vegetal pode ser realizada in situ ou ex situ. No primeiro
caso, as especies sao mantidas em seu ambiente natural, como reservas naturais ou corredores
de conservacéo, no entanto, danos ambientais causados por a¢ao antropogénica ou por desastres
naturais, incluindo fatores decorrentes de mudancas climéaticas podem acarretar perdas da
biodiversidade (LI; PRITCHARD, 2009). Nesse contexto estratégias in situ por si sé ndo sao
suficientes para garantir a conservacdo do patriménio genético vegetal. Portanto, é essencial
integrar programas de conservagdo da biodiversidade vegetal in situ com as estratégias ex situ
que preservam 0s materiais biolégicos em ambientes artificiais, com a possibilidade de
reintroduzi-los em seus habitats naturais (PRITCHARD et al., 2012).

O banco de sementes corresponde a uma estratégia ex situ, mais amplamente empregada
por ser um método simples, econdmico e eficiente de conservagdo de germoplasma vegetal a
longo prazo, no entanto, a pratica atual que compreende no armazenamento de sementes, sob
baixa umidade e temperatura (LI; PRITCHARD, 2009), somente pode ser aplicada a espécies
gue apresentam sementes ortodoxas, tolerantes a dessecacdo (POTTER et al., 2017), ndo sendo
recomendado para as espécies ortodoxas que apresentam vida curta (<10 anos) e para aquelas
que apresentam sementes recalcitrantes, sensiveis a dessecacdo, ou intermedidrias,
relativamente tolerantes a dessecacao, pois estas ndo sdo tolerantes a secagem, e portanto nao
sobreviveriam ao congelamento (WYSE; DICKIE; WILLIS, 2018), o que inviabilizaria seu
armazenamento em bancos de sementes. A conservacao ex situ por meio do banco de sementes
também ndo poderia ser aplicada em espécies que produzem poucas ou nenhuma semente
(propagacdo vegetativa) ou para espécies cuja coleta de sementes é inviavel (CAVENDER et
al., 2015; GONZALEZ-BENITO; RAMIREZ; ARANDA, 2004).

Para estas espécies, cujo banco de sementes ndo € efetivo como método para
conservacao, outras metodologias de conservagao ex situ sdo necessarias, incluindo técnicas de
criopreservacdo em nitrogénio liquido e métodos de cultivo in vitro associados (WY SE;
DICKIE; WILLIS, 2018). A criopreservagdo € uma técnica que possui grande potencial para
conservacao de recursos genéticos por longos periodos, incluindo as espécies que apresentam

sementes recalcitrantes, intermediarias e ortodoxas de vida curta (LI; PRITCHARD, 2009).
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2.3 Criopreservagao

A criopreservacdo € um tipo de conservacao ex situ de longo prazo, que se refere ao
armazenamento de material biolégico em temperatura ultrabaixa, geralmente a de nitrogénio
liquido (-196 °C), nessa temperatura todas as divisdes celulares e processos metabdlicos séo
interrompidos, dessa forma as amostras biologicas podem ser armazenadas sem alteracdo ou
modificacdo do material genético, por um periodo de tempo teoricamente ilimitado, além disso,
0s materiais sdo armazenados em pequenos recipientes, sem risco de contaminacdes e a
manutencdo é minima (ENGELMANN, 2004). Diferentes tipos de células, tecidos e érgdos
vegetais podem ser criopreservados (sementes recalcitrantes, suspensdes celulares, calos,
apices, gemas e embrides zigdticos ou somaticos) sem perda de sua viabilidade (WANG et al.,
2021).

Para que um protocolo de criopreservacdo seja eficiente, as células das plantas que
foram congeladas devem ser capazes de se recuperar de temperaturas ultrabaixas sem lesdes
(COELHO; GONCALVES; ROMANO, 2020). A principal causa de lesbes celulares é a
formacéo de cristais de gelo, causados pela transicdo do estado liquido da 4gua para o estado
solido, durante o processo de resfriamento (WESLEY-SMITH et al., 2013). Os materiais
vegetais que podem ser criopreservados contém grandes quantidades de agua livre nas células
e sdo, portanto, extremamente sensiveis a danos por congelamento, uma vez que, nao
apresentam caracteristicas de tolerancia ao congelamento (ENGELMANN, 2011). O gelo pode
se formar tanto no meio extracelular, ao redor das células, quanto intracelular causando uma
série de eventos prejudiciais, incluindo alteragcdes na ultraestrutura das membranas celulares e
ruptura de organelas (CHANG; ZHAO, 2021).

Para evitar a formacdo de cristais de gelo, as células devem ser desidratadas
artificialmente, antes do resfriamento em nitrogénio liquido, para isso existem diferentes
técnicas de criopreservacdo que empregam mecanismos fisicos distintos que protegem os

materiais vegetais dos danos causados pela cristalizacdo da agua (ENGELMANN, 2011).
2.3.1 Encapsulation-dehydration e encapsulation-vitrification
As técnicas de encapsulation-dehydration e encapsulation-vitrification sdo técnicas

convencionais de criopreservagdo usadas com sucesso na conservagao de uma ampla gama de
espécies de plantas (CIRINGER et al., 2018).



18

A técnica de encapsulamento é baseada na tecnologia de semente sintética que consiste
no encapsulamento de embrides somaticos, apices de brotos, segmentos nodais, gemas axilares,
calos embriogénicos, entre outros tipos de explantes, em uma matriz composta por substancias,
como o alginato de sodio e cloreto de calcio (SHARMA; SHAHZAD; DA SILVA, 2013). Esses
explantes devem possuir a capacidade de se converter em uma planta em condigdes in vitro
e/ou condicdes ex vitro e devem reter esse potencial mesmo ap6s o0 armazenamento (ARA,;
JAISWAL; JAISWAL, 2000).

A criopreservacdo por meio de encapsulation-dehydration constitui-se entdo na
exposicdo dos explantes a altas concentragdes de sacarose e na dessecacao desse material antes
da imerséo em nitrogénio liquido, esse processo permite que os explantes sejam desidratados a
baixos teores de umidade removendo a maior parte ou toda a agua disponivel nas células, dessa
forma a cristalizacdo do gelo intracelular, que poderia ser formado durante o congelamento do
material, é evitada e o explante congelado é mantido intacto apds o reaquecimento, o que resulta
em altas taxas de sobrevivéncia dos explantes (ENGELMANN et al., 2008).

A técnica de encapsulation-dehydration compreende as seguintes etapas: pré-
tratamento dos explantes em solucGes com alta concentracdo de sacarose, reguladores de
crescimento, antioxidantes (GONZALEZ-BENITO et al., 2016) ou tratamentos de aclimatac&o
ao frio, onde os explantes sdo cultivados em condicGes de baixas temperaturas (LYNCH et al.,
2014), encapsulamento dos explantes em uma matriz composta ou ndo por meio de cultura,
suplementado por alginato de sddio seguido, por pré-cultivo em meio de cultivo com alta
concentracdo de sacarose (FENG et al., 2013), desidratacdo em capela de fluxo laminar
(PADRO et al., 2012), congelamento e armazenamento em nitrogénio liquido,
descongelamento e regeneracédo dos explantes (KULUS, 2020).

Em referéncia ao processo de vitrificacdo, este constitui-se na solidificacdo de um
liquido (requer a presenca de altas concentracdes de crioprotetores) para uma fase amorfa ou
de vidro, quando submetido a temperaturas muito baixas, sem sofrer cristalizacdo (FAHY et
al., 1984), evitando assim a degradacdo das ceélulas ocasionada pelo congelamento em
procedimentos de criopreservacdo. Diferentes solugfes crioprotetoras para 0 processo de
vitrificacdo foram desenvolvidas ao longo do tempo. No entanto, a solugédo de vitrificagdo mais
comumente utilizada é designada de PVS2 (plant vitrification solution) que contém 30% (p/v)
de glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15% (p/v) de DMSO em meio de cultura suplementado
por 0,4 M sacarose (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).

Em alguns protocolos de vitrificagdo é realizado um pré-tratamento das amostras, pois

a exposicao dos explantes diretamente a solucéo de vitrificagcdo pode ser altamente toxico, dessa
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forma as amostras a serem criopreservadas podem ser tratadas com uma solucéo crioprotetora
constituida por uma concentracdo intermedidria, a fim de prepara-las para exposicao a solucao
de PVS2 (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Essa solucdo denominada de LS (loading solution)
é composta por glicerol 2,0 M (18%) e sacarose 0,4 M (14%) diluidos em meio de cultura
(NISHIZAWA et al., 1992). Os procedimentos de congelamento e reaquecimento das amostras
devem ser realizados rapidamente para evitar eventos de desvitrificagdo e recristalizagéo
prejudiciais as células, para o resfriamento as amostras sdo imersas diretamente em nitrogénio
liquido e para o descongelamento as amostras podem ser imersas em banho maria, 37- 40 °C
(SAKAI; ENGELMANN, 2007). Ap6s o reaquecimento os explantes podem ser tratados por
uma solucdo de RS (recovery solution), constituida por 1,2 M sacarose dissolvida em meio de
cultura liquido (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).

Na técnica de encapsulation-vitrification, combina-se o0 método de encapsulamento com
os métodos da vitrificacdo, em que o0s explantes sdo primeiramente encapsulados e
posteriormente segue-se 0s procedimentos da técnica de vitrificacdo (SAKAI; ENGELMANN,
2007).

Estudos aplicando o método de vitrificacdo para criopreservacdo de embrides zigéticos
de cultivares de café arabica foram relatados na literatura (VALDES et al., 2021; FREITAS et
al., 2016), no entanto, até 0 momento em que é apresentando esse estudo ainda ndo foram
descritos, estudos que utilizem os métodos de encapsulation-dehydration ou encapsulation-
vitrification para a criopreservacdo de embrides zigéticos das cultivares de café arabica catuai
amarelo e catuai vermelho. Dessa forma, como a criopreservacdo por encapsulamento é uma
técnica validada e de uso rotineiro em criobancos pois permite o encapsulamento de diferentes
tipos de explantes, incluindo diversos grupos taxondmicos, como algas, microorganismos,
fungos, protistas, incluindo células animais, se mostrando eficaz para o armazenamento de
organismos dificeis de criopreservar por meio de protocolos tradicionais (BENSON et al.,
2018). As técnicas que empregam o encapsulamento por meio do alginato podem ser
consideradas de grande relevancia para a criopreservacgédo de café, considerando a importancia

da conservacdo da cultura cafeeira para a economia mundial.

2.3.2 Estresse oxidativo na criopreservacao

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas continuamente pelas células
vegetais devido ao seu metabolismo aerdbio, sendo o peroxido de hidrogénio (H202), o

superoxido (O2), o radical hidroxila (OH") e 0 oxigénio singleto, os tipos de EROs mais comuns
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encontradas nas células das plantas, produzidas como subprodutos de varias vias metaboélicas
(MITTLER et al.,, 2011). As EROs s&o produzidas em mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomos e quando em excesso podem causar danos oxidativos as proteinas, DNA e lipidios
(APEL; HIRT, 2004). Em razdo do potencial citotoxico, as células vegetais apresentam
mecanismos de eliminacdo de EROs, por meio de compostos enziméaticos e ndo enzimaticos
(APEL; HIRT, 2004).

Os mecanismos de eliminacdo ndo enzimatica de EROs incluem as moléculas de
ascorbato, glutationa (GSH) e prolina (KAZEMI-SHAHANDASHTI; MAALI-AMIRI, 2018).
Os enzimaticos incluem superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT) (APEL; HIRT, 2004).

A prolina é um aminoacido essencial para o metabolismo primario, sua sintese ocorre a
partir do glutamato, que é reduzido a glutamato-semialdeido (GSA) pela enzima pirrolina-5-
carboxilato sintetase (P5CS), e convertido espontaneamente em pirrolina-5-carboxilato (P5C),
a P5C redutase (P5CR) reduz ainda mais o intermediério P5C a prolina (MEENA et al., 2019).
Tem sido relatado que a prolina atua na regulacdo do transporte de EROs, inibindo o estresse
oxidativo em plantas, no equilibrio osmético ou na pressdo de turgor celular e na estabilizacdo
de membranas celulares, evitando o vazamento de eletrdlitos (HAYAT et al., 2012).

Em relacdo ao metabolismo enzimético, as SODs agem como a primeira linha de defesa
contra EROs, promovendo a dismutacdo do superoxido em H.O2, a APX, GPX, e CAT
convertem H20O2 em H0. A desintoxica¢do de H.0. em H20 pela APX ocorre pela oxidacao
de ascorbato em MDA, que pode ser regenerado por MDA redutase (MDAR) usando NAD(P)H
como equivalentes redutores (FOYER; SHIGEOKA, 2011). O MDA é convertido
espontaneamente em AsA e desidroascorbato, mas, também pode ser reduzido a ascorbato pela
acao da MDAR, despendente de NAD(P)H (FOYER; SHIGEOKA, 2011). A regeneracao do
ascorbato é mediada pela desidroascorbato redutase (DHAR) conduzida pela oxidacdo de GSH
a GSSG, a glutationa redutase (GR) promove a regeneracdo de GSH a partir de GSSG usando
NAD(P)H como agente redutor (APEL; HIRT, 2004). Como o APX, a GPX converte H,O2em
H20, usando GSH como um agente redutor, finalizando com a regeneracdo de GSH de GSSG
por GR (APEL; HIRT, 2004).

O equilibrio entre a producéo e eliminacdo de EROs muitas vezes pode ser perturbado
por uma série de fatores ambientais adversos, como como seca, salinidade, inundagdes, altas e
baixas temperaturas, fazendo com que os niveis intracelulares dessas moléculas aumentem
rapidamente, esse rapido aumento na concentracado de EROs ¢é denominado de “estresse

oxidativo” (GILL; TUTEJA, 2010). A exposicdo de plantas a baixas temperaturas pode causar
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ruptura de organelas, desidratacdo de células e tecidos, mudancas na fluidez da membrana
celular, producdo de espécies reativas de oxigénio, EROs, e o potencial de oxidag&o resultantes
da producéo dessas moléculas (KAZEMI-SHAHANDASHTI; MAALI-AMIRI, 2018). Apesar
da criopreservacgdo ser uma alternativa para a conservacao de recursos genéticos vegetais, um
dos problemas que precisam ser contornados para o estabelecimento dos protocolos consiste
em evitar o estresse oxidativo, induzido por EROs, muitas vezes observado durante a execugéo
das técnicas de criopreservacdo que impede a regeneracdo dos explantes (REN; WANG;
WANG, 2021).

A criopreservacao de plantas requer varias etapas, como o estabelecimento de culturas
para retirada de explantes, excisdo desses explantes, pré-cultivo, osmoprotecdo e crioprotecdo,
desidratacdo, ciclo de congelamento-descongelamento e pds-cultivo, que podem induzir a
geracdo de EROs (REN; WANG; WANG, 2021). Para manter o equilibrio do metabolismo
interno de geragdo de EROs tem-se observado um aumento das atividades dos antioxidantes
intimamente relacionadas ao sucesso da criopreservacdo (REN et al., 2021). Nesse contexto é
importante entender os mecanismos pelos quais 0s explantes sdo capazes de sobreviver e
regenerar ap0s 0s processos de criopreservacdo a fim de aplicar esses métodos rotineiramente

em criobancos para conservacao de recursos genéticos de diversas espécies.

2.4 Aclimatizagao

A (ltima etapa ap6s a regeneracdo dos explantes in vitro consiste na fase de
aclimatizacdo. Geralmente as plantas cultivadas in vitro apresentam diferencas em relacéo as
plantas cultivadas em campo, os estdbmatos ndo sdo funcionais, o sistema radicular € pouco
desenvolvido, a cuticula é fina e delgada e os estdmatos apresentam alteracdes quanto a forma
e estrutura (CHANDRA et al.,2010). Devido a essas caracteristicas a transferéncia para o
ambiente ex vitro usualmente é realizada de forma a garantir condi¢cBes Otimas para o
crescimento e sobrevivéncia das plantulas (SILVA et al., 2017). Os métodos usuais de
aclimatizacdo utilizam diferentes tipos de recipientes preenchidos com diferentes tipos de
substratos, bem como areas de cultivo artificiais (estufas ou salas de crescimento) em que as
condicBes de umidade do ar sdo mantidas em niveis mais elevados para evitar a desidratacao
das plantulas (CLAPA; FIRA; JOSHEE, 2013). No entanto, esses métodos vém sendo
modificados a fim de facilitar o processo de aclimatizacéo e deixar as plantas mais rustificadas
quando transferidas para o campo. Uma alternativa consiste no sistema de cultivo em

hidroponia.



22

Hidroponia é uma técnica de cultivo de plantas em solugdes nutritivas com ou sem o
uso de um meio inerte (cascalho, vermiculita, 1a de rocha, turfa, serragem, p6 ou fibra de coco)
para fornecer suporte mecanico (SHARMA et al., 2018). A maioria dos sistemas hidrop6nicos
opera automaticamente para controlar a quantidade de agua, nutrientes e fotoperiodo com base
nas requisi¢des nutricionais das diferentes espécies vegetais (KHAN; PUROHIT; VADSARIA,
2020).

Nos ultimos anos, a técnica de cultivo em hidroponia esté se tornando popular por ser
um método limpo e relativamente facil de ser executado, onde as chances de doencas
transmitidas pelo solo, € minima ou nula, o que reduz ou elimina o uso de pesticidas (SHARMA
et al., 2018). Além disso, as plantas requerem menos tempo de crescimento em comparagao
com a cultura cultivada em campo e o crescimento da planta é mais rapido, pois 0s nutrientes
estdo prontamente disponiveis a absorcdo pelas raizes (SHARMA et al., 2018). Outras
vantagens do cultivo em hidroponia consistem na possibilidade de produzir durante o ano
inteiro (ndo ha influéncia de mudancas climéticas) e economia de &gua, pois a irrigacao ndo é
necessaria e maiores rendimentos podem ser obtidos, uma vez que o numero de plantas por
unidade é maior em comparacdo com a agricultura convencional (KHAN; PUROHIT;
VADSARIA, 2020).

Recentemente o cultivo em sistema hidrop6nico tem sido usado com sucesso para
aclimatizacdo de plantas cultivadas in vitro. Em um estudo realizado com plantulas
micropropagadas de banana foi observado que as plantulas aclimatizadas em sistema
hidropdnico apresentaram crescimento mais rapido tanto da parte aérea quanto do sistema
radicular quando comparadas as plantulas aclimatizadas em sistema convencional, além disso
0 tempo para transplante foi reduzido em 12 dias e obteve-se um aumento no nimero de mudas
produzidas por metro quadrado, devido a eficiéncia do uso do espaco propiciado pelo cultivo
em hidroponia, e, reducdo nos custos para producdo das mudas (TOYOSUMI et al., 2021).

Diante dessas vantagens o cultivo em sistema hidroponico foi escolhido para
aclimatizacdo das plantulas oriundas da criopreservacdo de embrides zigoticos de Coffea
arabica, tendo em vista que esse sistema foi utilizado para o crescimento de mudas de café
arabica propiciando um melhor desenvolvimento e qualidade das mudas quando comparado ao

sistema convencional de cultivo em viveiro (LIMA et al., 2021).
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RESUMO

O café ardbica compreende a base da economia de varios paises tropicais, incluindo o
Brasil, gerando milhares de empregos. No entanto, as projecGes climaticas demonstram que
ocorrerd mudancas nas areas de plantio da cultura cafeeira devido as alteragdes de temperatura
e regime hidrico. Dessa forma, é indispensavel que os recursos genéticos dessa cultura sejam
conservados em longo prazo. Nesse contexto o objetivo desse estudo foi estabelecer um
protocolo para a criopreservacdo de embrides zigoticos de cultivares de Coffea arabica, (IAC
62 e IAC 144) por meio das técnicas de encapsulation-dehydration e encapsulation-
vitrification. Para iniciar esse processo 0s embrides zigoticos foram extraidos das sementes e
encapsulados por uma matriz de alginato de sodio e meio de cultivo. Na técnica de
encapsulation-dehydration, ap6s o pré-cultivo, os embrides zigoticos encapsulados foram
desidratados em fluxo laminar por 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas. Ap0s 0s tempos de desidratacdo
os explantes foram imersos imediatamente em nitrogénio liquido (-196 °C) ou inoculados em
meio de cultivo. Para a técnica de encapsulation-vitrification, apos o pré-cultivo, os embrides
zigoticos encapsulados foram imersos na Loading Solution (20 minutos) e posteriormente
foram imersos em solucdo de Plant vitrification solution 2 (PVS2) por 0, 25, 50, 100, 150 e 200
minutos e imersos em nitrogénio liquido ou inoculados em meio de cultivo. Os explantes foram
descongelados em Recovery Solution (20 minutos). Foram realizadas avalicbes quanto ao
comprimento das plantulas, peso e nimero de folhas, analises anatbmicas e bioguimicas, quanto
a atividade de enzimas do metabolismo antioxidante (SOD, POD, CAT e APX), quantificagcdo
de perdxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica e teor de prolina. Os resultados indicaram que
os embriGes zigo6ticos foram capazes de sobreviver e regenerar ap0s O processo de
criopreservacao quando desidratados a partir de 8 horas. As plantulas regeneradas de embrides
zigbticos criopreservados apresentaram crescimento estatisticamente semelhante ao de
plantulas cujos embribes zigéticos ndo foram criopreservados. As avaliacbes anatdémicas
demonstraram uma retracdo do volume das células do meristema fundamental em decorréncia
do processo de desidratacdo e as andlises bioquimicas indicaram maior teor de prolina e
atividade das enzimas SOD e POD. O conteudo de perdxido de hidrogénio, peroxidacao lipidica
e atividade das enzimas CAT e APX ndo diferiram estatisticamente entre os embrides imersos
ou ndo imersos em nitrogénio liquido. Em relacdo a técnica de encapsulation-vitrification, os
embribes zigoticos ndo foram capazes de sobreviver ao processo de congelamento. Dessa forma
conclui-se que é possivel criopreservar embrides zigoticos de cultivares de café arabica por
meio da técnica de encapsulation-dehydration, tendo em vista que o tempo de desidratacdo e
contetdo de prolina sdo fatores que contribuiram para a sobrevivéncia dos explantes ao
processo de congelamento.

Palavras-chave: Conservacdo. Cultivo in vitro. Prolina. Enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Arabica coffee comprises the basis of the economy of several tropical countries,
including Brazil, generating thousands of jobs. However, climate projections show that changes
will occur in coffee plantation areas due to changes in temperature and water regime. Thus, it
is essential that the genetic resources of this culture are conserved in the long term. In this
context, the objective of this study was to establish a protocol for the cryopreservation of
zygotic embryos of cultivars of Coffea arabica, (IAC 62 and IAC 144) through the techniques
of encapsulation-dehydration and encapsulation-vitrification. To start this process, the zygotic
embryos were extracted from the seeds and encapsulated in a sodium alginate matrix and culture
medium. In the encapsulation-dehydration technique, after pre-culture, the encapsulated
zygotic embryos were dehydrated in laminar flow for 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours. After the
dehydration times, the explants were immediately immersed in liquid nitrogen (-196 °C) or
inoculated in a culture medium. For the encapsulation-vitrification technique, after pre-culture,
the encapsulated zygotic embryos were immersed in Loading Solution (20 minutes) and
subsequently immersed in Plant vitrification solution 2 (PVS2) for 0, 25, 50, 100, 150 and 200
minutes and immersed in liquid nitrogen or inoculated in a culture medium. The explants were
thawed in Recovery Solution (20 minutes). Evaluations were performed regarding seedling
length, weight and number of leaves, anatomical and biochemical analyzes regarding the
activity of antioxidant metabolism enzymes (SOD, POD, CAT and APX), quantification of
hydrogen peroxide, lipid peroxidation and proline content. The results indicated that the zygotic
embryos were able to survive and regenerate after the cryopreservation process when
dehydrated after 8 hours. Seedlings regenerated from cryopreserved zygotic embryos showed
statistically similar growth to seedlings whose zygotic embryos were not cryopreserved. The
anatomical evaluations showed a retraction in the volume of the fundamental meristem cells as
a result of the dehydration process and the biochemical analyzes indicated a higher content of
proline and activity of SOD and POD enzymes. The hydrogen peroxide content, lipid
peroxidation and activity of CAT and APX enzymes did not differ statistically between
embryos immersed or not immersed in liquid nitrogen. Regarding the encapsulation-
vitrification technique, the zygotic embryos were not able to survive the freezing process. Thus,
it is concluded that it is possible to cryopreserve zygotic embryos of arabica coffee cultivars
through the encapsulation-dehydration technique, considering that the dehydration time and
proline content are factors that contributed to the survival of explants to the freezing process.

Keywords: Conservation. In vitro cultivation. Proline. Antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

O café arabica € uma das commodities agricolas mais comercializadas no mundo, sendo
considerado o carro chefe da economia de muitos paises tropicais, incluindo o Brasil que
responde por cerca de 36% da producdo mundial, seguido pelo Vietnd, Colémbia e Indonésia
(ICO, 2021). A produtividade do café esta associada principalmente a fatores climaticos, de
forma que modificacbes na temperatura e demanda hidrica podem alterar o crescimento
vegetativo e ciclo reprodutivo da cultura (TAVARES et al., 2018). Tendo em vista que as
mudangas climéticas podem alterar essas variaveis, estima-se que ocorrerdo remodelacGes nas
areas de cultivo, aumento de doencas e pragas, declinio da produtividade, qualidade da bebida
e consequentemente a subsisténcia de milhares de familias de agricultores sera comprometida
(VAN DER VOSSEN; BERTRAND; CHARRIER, 2015).

Neste contexto, é importante que o material genético de diferentes cultivares de café
arabica sejam conservados, a fim de manter uma fonte de diversidade genética para os sistemas
de producdo agricola frente as demandas e desafios futuros no contexto das mudancas
ambientais. Dentre 0s métodos de conservacdo a criopreservacdo, que consiste no
armazenamento de material biolégico em temperaturas ultrabaixas, geralmente em nitrogénio
liquido a -196 °C (PANIS; NAGEL; VAN DEN HOUWE, 2020) apresenta-se como uma
alternativa viavel para a conservacdo a longo prazo de diferentes tipos de células, tecidos e
Orgdos vegetais, sem perda de sua viabilidade, tendo em vista que 0s processos metabélicos sdo
interrompidos, evitando alteracbes no material genético (COELHO; GONCALVES;
ROMANO, 2020).

O principal obstaculo associado a criopreservacdo é a formacao de cristais de gelo que
podem ser letais para as células vegetais (PANIS; NAGEL; VAN DEN HOUWE, 2020). Dessa
forma um protocolo de criopreservacao eficiente tem que garantir que o material vegetal possa
ser resfriado e recuperado de temperaturas ultrabaixas, para isso existem diferentes técnicas que
visam reduzir o volume de &gua celular, a fim de evitar a formacdo de gelo intracelular, por
meio de mecanismos de desidratacdo fisica ou pela substituicdo de moléculas de agua por
substancias crioprotetoras, antes da imerséo do material vegetal em nitrogénio liquido (RUTA,;
LAMBARDI; OZUDOGRU, 2020). Dentre as técnicas convencionais a encapsulation-
dehydration e a encapsulation-vitrification sdo utilizadas com sucesso na criopreservagéo de
diferentes espécies vegetais (CIRINGER et al., 2018). Em ambas as técnicas o material vegetal
é encapsulado por uma matriz de alginato de sodio e cloreto de calcio em um meio contendo
altos niveis de sacarose (SHARMA; SHAHZAD; SILVA, 2013). Na técnica de encapsulation-
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dehydration os explantes séo desidratados em camaras de fluxo laminar (ENGELMANN et al.,
2008) e na técnica de encapsulation-vitrification os explantes sdo tratados com solucdes
crioprotetoras compostas por DMSO, etilenoglicol, sacarose e glicerol (SAKAI,
KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).

No entanto, um mesmo protocolo de criopreservacao ndo pode ser considerado universal
para todas as espécies vegetais, pois a capacidade de sobreviver ao congelamento em nitrogénio
liquido difere de espécie para espécie e até mesmo entre diferentes linhagens clonais de uma
mesma espécie, dessa forma, tendo em vista que o café arabica e propagado principalmente por
sementes e que a reprodugdo ocorre predominantemente por autopolinizagdo (VAN DER
VOSSEN; BERTRAND; CHARRIER, 2015), o que resulta em progénies muito uniformes, as
sementes ou eixos embrionarios tornam-se um material muito eficiente para conservacéo dos
recursos genéticos dessa espécie. A vista desses conhecimentos, o objetivo neste estudo foi
estabelecer um protocolo para a criopreservacdo de embrides zigéticos de cultivares de Coffea
arabica, por meio das técnicas de encapsulation-dehydration e encapsulation-vitrification.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desinfestacdo das sementes e excisdo dos embrides zigoticos

O presente estudo foi realizado no Laboratdrio de Cultura de Tecidos de Plantas do setor
de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). As sementes de Coffea arabica L. cultivares Catuai amarelo (IAC 62) e Catuai
vermelho (IAC 144) foram obtidas beneficiadas a partir de lavouras da Fazenda experimental
da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG).

Para a desinfestacdo, apds a retirada manual do endocarpo (pergaminho), as sementes
foram imersas em uma solucdo de formaldeido (1,5%) por 30 minutos sob agitacdo constante
de 150 rpm a 25°C + 2°C. Foram utilizados 2 mL da solucdo por semente (FREITAS et al.,
2016). Posteriormente, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada,
e em seguida, foram imersas em solucdo de &cido borico 0,5% (p/v), permanecendo nessa
solucgéo por 72 horas sob agitacdo constante de 150 rpm a 25°C + 2°C (FREITAS et al., 2016).
Apos esse periodo, em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua

destilada e autoclavada e os embrides zigéticos foram extraidos.
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2.2 Criopreservagao

2.2.1 Encapsulamento

Para o encapsulamento dos embrides zigoticos, estes foram adicionados a matriz de
alginato de sddio [3% (p/v)] composta por sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
com auséncia de CaCly, e por 0,4 M de sacarose. Para a complexacdo da matriz de alginato de
sodio, os embrides foram resgatados individualmente com o auxilio de pipeta automatica,
ajustada para 200 UL, e ponteiras autoclavadas e gotejados em solucéo de cloreto de célcio (100
mM) na qual permaneceram por 30 minutos. Apds a fase de complexacéo, as capsulas foram
imersas em agua para retirada do excesso de cloreto de célcio. Todas as solucdes foram

preparadas com agua ultra pura autoclavada.

2.2.2 Encapsulation-dehydration

Os embrides encapsulados foram transferidos para frascos do tipo erlenmeyer de volume
de 250 mL envolto por papel aluminio, contendo 100 mL de meio MS, suplementado por 0,5
M de sacarose. Os explantes permaneceram na solucdo de pré-tratamento por 24 horas sob
agitacdo constante de 150 rpm.

Terminado o periodo de pré-tratamento os embrides zigéticos encapsulados foram
transferidos para placas de petri autoclavadas. As placas foram dispersas em camera de fluxo
laminar para a desidratacdo dos explantes por 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas. Apds o periodo
correspondente de desidratacdo parte dos embrides encapsulados foi transferida para criotubos
de volume de 2 mL e imersos imediatamente em nitrogénio liquido (-196 °C), onde
permaneceram por no minimo 24 horas. Os embrifes encapsulados foram descongelados em
banho maria por 2 minutos e posteriormente inoculados em meio MS, suplementado por 30 g
L de sacarose, 1,5 g L™ de carvéo ativado e solidificado por 2,5 g L™ de phytagel®. O pH do
meio de cultivo foi ajustado para 5,8 £ 0,1 e submetido a esterilizacdo em autoclave a
temperatura de 121°C e 1 atm de pressdo por 20 minutos. Os embrides encapsulados nao
criopreservados foram diretamente inoculados no meio MS apdés o periodo de desidratacao.

Para inferir se a aplicacdo da técnica de encapsulation-dehydration empregada para a
criopreservacao de embrides zigoticos de Coffea arabica cv. Catuai amarelo (IAC 62) seria
aplicavel a outras cultivares, a mesma metodologia foi aplicada para a cultivar Catuai vermelho
(IAC-144).
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As principais etapas do processo de criopreservacao de embrides zigoticos de Coffea

arabica por meio da técnica de encapsulation-dehydration estdo representados na figura 1.

Figura 1 — Etapas do processo de criopreservacdo de embrides zigoticos de Coffea arabica L.
por meio da técnica de encapsulation-dehydration.

'
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Desenvolvimento dos In vitro: Meio de Congelamento Crostiedke
embrides zigoticos cultivo MS em NL (-196%)
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Fonte: Do autor (2021).

O teor de umidade correspondente ao tempo de desidratacéo dos explantes foi calculada
de acordo com a equacdo indicada abaixo:

Teor de umidade (% peso fresco) = (PFtx — PS / PFto) x 100

Onde PFto corresponde ao peso inicial dos explantes, antes do inicio do processo de
desidratacdo, FWtx peso dos explantes ap0s determinado periodo de desidratacdo e PS
corresponde ao peso seco dos explantes apos desidratacdo total em estufa de circulagdo forgada
(GONZALEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2006).



35

2.2.3 Encapsulation-vitrification

Os embrides zigoticos encapsulados foram expostos a Loading Solution (LS),
constituida por 2M de glicerol + 0.4 M de sacarose em MS liquido (MATSUMOTO; SAKAI,
YAMADA, 1994) por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foram imersos em
solugdo de Plant vitrification solution 2 (PVS2), constituida por 30% de glicerol + 15% etileno
glicol + 15% DMSO + 0,4 M de sacarose em MS liquido (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA,
1990) a 0°C em diferentes intervalos de tempo: 0, 25, 50, 100, 150 e 200 minutos. Apos cada
intervalo de tempo os embrides encapsulados de cada tratamento foram colocados em criotubos
de 2 mL contendo 1 mL de PVVS2 e imersos em nitrogénio liquido (NL) (-196° C) por no minimo
24 horas. Ap6s o periodo de congelamento, os embrides foram descongelados em Recovery
Solution (RS), constituida por 1,2 M sacarose dissolvida em MS liquido (SAKAI;
KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) por 20 minutos em temperatura ambiente. Os embrides
encapsulados ndo imersos em nitrogénio liquido (ndo criopreservados) foram imersos
diretamente em RS. Apo6s o periodo de imersdo em RS os embriGes encapsulados foram
inoculados em meio MS, suplementado por 30 g L de sacarose, 1,5 g L™ de carvéo ativado e
solidificado por 2,5 g L™ de phytagel®. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 + 0,1 e
submetido a esterilizagdo em autoclave a temperatura de 121°C e 1 atm de presséo por 20
minutos.

Para inferir se a aplicacdo da técnica de encapsulation-vitrification empregada para a
criopreservacao de embribes zigoticos de Coffea arabica cv. Catuai amarelo (IAC 62) seria
aplicavel a outras cultivares, a mesma metodologia foi aplicada para a cultivar Catuai vermelho
(IAC-144).

Principais etapas do processo de criopreservacdo de embribes zigéticos de Coffea

arabica por meio da técnica de encapsulation-vitrification estao representadas na figura 2.
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Figura 2 — Etapas do processo de criopreservagdo de embrides zigoticos de Coffea arabica L.
por meio da técnica de encapsulation-vitrification.
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Fonte: Do autor (2021).

2.2.4 Condicdes de cultivo

Apbs a inoculacdo dos embribes zigoticos em meio de cultivo, as culturas
permaneceram por 6 dias no escuro e posteriormente foram transferidas para salas de
crescimento em condicBes de fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 °C +/- 2°C, com
irradiancia no topo dos recipientes de cultura fornecidos por lampadas de LED branca (9 W).

Foram realizadas avaliacdes quanto a porcentagem de sobrevivéncia e regeneracdo dos
embrides zigdbticos (desenvolvimento da parte aérea e radicula) apos 8 dias de cultivo e aos 150
dias de cultivo foram realizadas avaliagdes quanto ao comprimento da parte aérea e raizes (cm),

numero de folhas e peso fresco total (g).
2.3 Andlise anatomica
Para os estudos anatdmicos as amostras foram fixadas em alcool 70°GL e

posteriormente desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesina,

Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha).
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Foram realizados cortes longitudinais dos embribes zigéticos de Coffea arabica L. cv.
catuai amarelo que foram encapsulados, desidratados por 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas e imersos
ou ndo em nitrogénio liquido. Somente o eixo radicular foi demonstrado nas figuras, tendo em
vista que o processo de desidratacdo promove o curvamento do cotilédone, o que dificulta a
realizac&o dos cortes. Os cortes foram realizados em micrétomo rotativo de avango automatico
com espessura de 10um e corados com azul de toluidina (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY
1964).

2.4 Determinacao do contetdo de peroxido de hidrogénio e malondialdeido

Apbs 7 dias de cultivo, os embribes zigoticos em desenvolvimento do tratamento
controle (ndo criopreservado) e do melhor tratamento resultante do tempo de
desidratacdo/criopreservacdo, foram coletados, acondicionados em nitrogénio liquido e
armazenados em ultra freezer a -80 °C para as analises bioquimicas.

Para determinacdo do contetdo de perdxido de hidrogénio e malondialdeido, 0,2 mg de
matéria fresca foram maceradas em nitrogénio liquido com polivinil polipirrolidona (PVPP),
homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a
12.000 g por 15 minutos, a 4 °C para obtencgdo do extrato. O perdxido de hidrogénio (H20>) foi
determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm em um meio de reagdo, contendo 90 pL do
extrato, 90 pL do tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 180 uL de iodeto de potassio 1M
(VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na
curva padréao de perdxido de hidrogénio.

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (Buege e Aust 1978). Cerca de 0,2 mg do material vegetal foram
macerados em nitrogénio liquido, acrescido de PVPP (m/v) e homogeneizados em 1,5 mL de
TCA 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos para obtencgéo
do extrato. Aliquotas (125 pL) do extrato foram adicionadas ao meio de reagao, contendo 0,5%
(m/v) de &cido tiobarbitarico (TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, em
banho-maria a 95°C, por 30 minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo
e as leituras foram realizadas em espectrofotdometro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma
complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), o produto secundario do processo de peroxidacdo. Dessa foram a concentragdo do
complexo MDA/TBA pode ser calculada pela equacdo: [MDA] = (A535 — A600) / (e.b), em

que: € (coeficiente de extingdo molar = 1,56 x 10-5 cm-1); b (comprimento otico = 1).
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2.5 Determinacéo da atividade de enzimas do metabolismo antioxidante

Apols 7 dias de cultivo, os embrides zigoticos em desenvolvimento do tratamento
controle (ndo criopreservado) e do melhor tratamento resultante do tempo de
desidratacdo/criopreservacdo, foram coletados, acondicionados em nitrogénio liquido e
armazenados em ultra freezer a -80 °C para as analises bioquimicas.

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de 0,2 g de
material fresco de embrides zigdticos, sendo adicionados 1,5 mL do tampdo de extracdo
contendo: 375 pL de tampao fosfato de potassio (400 mM e pH 7,8), 15 uL de EDTA (10 mM),
75 pL de acido ascérbico (200 mM), e 1035 uL de agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g
por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado para as analises enzimaticas da dismutase
do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol
(POD) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do
azul de nitrotetrazolio (NBT), onde aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao meio de
incubacdo composto por tampao fosfato de potassio (100 mM e pH 7,8), metionina (70 mM),
EDTA (10 uM), NBT (1 mM), riboflavina (0,2 mM) e agua. As amostras juntamente com o
meio de reacdo foram iluminadas por uma lampada fluorescente de 20 W durante 7 minutos e
as leituras foram realizadas a 560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O calculo da enzima
foi realizado por meio da seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato
enzimatico — A560 controle sem enzima)/(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas
condigdes do ensaio.

A CAT foi avaliada, segundo Havir e McHale (1987), onde uma aliquota do extrato
enzimatico foi adicionada ao meio de incubacéo, contendo tampéao fosfato de potassio (200 mM
e pH 7,0), peroxido de hidrogénio (250 mM) e &gua. A atividade da enzima foi determinada
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo
consumo de perdxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM*cm-
1.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma aliquota do extrato enzimatico
foi adicionada ao meio de incubagdo, composto por tampéo fosfato de potéssio (200 mM e pH
7,0), acido ascdrbico (10 mM), peréxido de hidrogénio (2 mM) e agua (NAKANO; ASADA,

1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM-*cm™,
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A atividade da POD foi determinada pelo acompanhamento do aumento da absorbancia
a 470 nm por 2 min, em intervalos de 15 segundos, onde uma aliquota do extrato enzimatico
foi adicionada ao meio de incubacédo constituido por tampdo fosfato de sodio (0,1 M e pH 6),
guaiacol (0,2 M), perdxido de hidrogénio (0,03 M), segundo protocolo adaptado de Nakano &
Asada (1981). A atividade enzimética foi calculada com base no fator de extin¢éo de 26,6 mM-

lem™,

2.6 Determinacédo do conteudo de prolina

Para extracdo, apds 7 dias de cultivo, os embriBes zigoticos em desenvolvimento do
tratamento controle (ndo criopreservado) e do melhor tratamento resultante do tempo de
desidratacdo/criopreservacdo foram coletados. O material vegetal (100 mg de matéria fresca)
foi macerado em acido sulfosalicilico 3%. As amostras foram centrifugadas a 5000 g por 10
minutos e o sobrenadante coletado para quantificacéo.

A quantificagdo de prolina foi realizada por meio do método de Bates, Waldren e Teare

(1973) com base na curva padrdo com concentragdes crescentes e conhecidas de prolina.
2.7 Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)
com cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeti¢do constituida por cinco explantes. Os
dados obtidos foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e as medias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% (P<0,05). Os célculos foram realizados com
auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2014).
3 RESULTADOS
3.1 Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62)

3.1.1 Encapsulation-dehydration

3.1.1.1 Sobrevivéncia apds descongelamento
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Os dados obtidos em referéncia ao teor de umidade demonstram que a partir do tempo
de 6 horas de dessecacdo ndo ha diferenca de teor de umidade entre os explantes encapsulados,
ou seja, nos tempos de 6, 8, 10 e 12 horas de desidratacdo os explantes atingem o maximo de

perda de agua, apresentando teor de umidade de cerca de 17%. (Figura 3).

Figura 3 —Teor de umidade de embriBes zigoticos encapsulados de Coffea arabica L. cv. catuai
amarelo (IAC-62).
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Legenda: Teor de umidade de embrides zigo6ticos de Coffea arabica L. cv. catuai amarelo (IAC-62)
encapsulados e desidratados em camara de fluxo laminar por 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas.
Fonte: Do autor (2021).

Os embriGes zigoticos encapsulados e imersos em nitrogénio liquido, sobreviveram ao
processo de criopreservacao a partir de 6 horas de desidratacdo, observando-se que a medida
que o tempo de desidratacdo aumentou, a porcentagem de sobrevivéncia é estatisticamente igual
a dos embriBes ndo imersos em nitrogénio liquido (Figura 4). Nos tempos de 8, 10 e 12 horas
de desidratagdo a porcentagem de sobrevivéncia dos embriBes zigéticos criopreservados foi de
80%, ndo apresentando diferencas significativas quando comparados entre si e aos de embrides
zigoticos nao criopreservados.
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Figura 4 — Sobrevivéncia de embrides zigdticos apos imersdo em nitrogénio liquido.
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigoticos de Coffea
arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em
nitrogénio liquido (+LN) na porcentagem de sobrevivéncia dos embrides. Médias seguidas da mesma
letra maiuscula (tempo de desidratacdo) e médias seguidas da mesma letra mindscula (imersas ou ndo
em nitrogénio liquido) ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

Em relacdo aos embrides zigbticos encapsulados, ndo imersos em nitrogénio liquido, a
desidratacdo ndo afetou a sobrevivéncia destes, tendo em vista que ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tempos de desidratacdo (2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas), quando
comparados ao controle, ndo desidratado, ndo criopreservado (Figura 4).

Aos 8 dias de cultivo é possivel observar que os embries zigoticos que foram
desidratados por 0, 2 e 4 horas e imersos em nitrogénio liquido, apresentam aspecto oxidado
que inviabiliza o seu desenvolvimento (Figura 5). Nos demais tratamentos, observa-se o
desenvolvimento da radicula e expansdo dos cotilédones, tanto dos embriBes criopreservados
quanto dos embrides ndo criopreservados (Figura 5). Deste modo constata-se que a reducgéo da

umidade € essencial para a sobrevivéncia dos embrides zigéticos imersos em nitrogénio liquido.
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Figura 5— Desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos de Coffea arabica L. cv. Catuai
amarelo (IAC 62), 8 dias apds o processo de criopreservacao.
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) no desenvolvimento de embrides
zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62), ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN)
ou imersos em nitrogénio liquido (+LN), apds 8 dias de cultivo in vitro. Barra = 0,5 cm.

Fonte: Do autor (2021).
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A analise histolégica do eixo radicular do embrido zigético, demonstra uma camada
protodérmica com células justapostas e nucleos evidentes, internamente a protoderme, observa-se a
regido do meristema fundamental formado por células com diametros maiores, do que as células que
formam a protoderme, e os nucleos sdo evidentes (Figura 6a). O procambio é formado por células
alongadas, estreitas e 0s nlcleos também séo evidentes (Figura 6a). Internamente ao procdmbio observa-
se no meristema fundamental a presenca de células alongadas, com ndcleos visiveis (Figura 6a), essas
células apresentam uma murcha a medida que o tempo de desidratacdo aumenta, apresentando-se mais
estreitas quando comparadas ao tratamento cujos embrifes ndo foram desidratados (Figura 6). Essa

murcha é observada independentemente de serem imersas ou ndo em nitrogénio liquido.

Figura 6 — Corte anatdbmicos de embrides zigdticos de Coffea arabica L. cv. catuai amarelo
(Continua).
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3.1.1.2 Desenvolvimento dos embribes zigdticos apds descongelamento

O processo de criopreservacdo ndo afetou o desenvolvimento dos embrides zigéticos, a

partir do tempo de 8 horas de desidratacdo, tendo em vista que 0 comprimento da parte aérea e

raizes, numero de folhas e peso fresco total das plantulas cujos embrides foram imersos em

nitrogénio liquido ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos cujos embrides zigdticos ndo

foram imersos em nitrogénio liquido (Figura 7).

Figura 7 — Crescimento in vitro de plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62)
ap0s o processo de criopreservacao (Continua).
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Figura 7 — Crescimento in vitro de plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62)
apos o processo de criopreservacdo (Conclusao).
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigdticos de Coffea
arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em
nitrogénio liquido (+LN) no crescimento da parte aérea (A), raiz (B), nimero de folhas (C) e peso fresco
total (D), apds 150 dias de cultivo. Médias seguidas da mesma letra maitscula (tempo de desidratagéo)
e médias seguidas da mesma letra mindscula (imersas ou ndo em nitrogénio liquido) ndo apresentam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

O comprimento da parte aérea e raiz, nimero de folhas e peso fresco total das plantulas
dos tratamentos de 8, 10 e 12 horas de desidratacdo e criopreservados ndo apresentaram
diferengas significativas entre si. Também ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tempos de desidratacdo de embrides zigoticos que ndo foram criopreservados (Figura 7).
Somente as plantulas do tratamento de 6 horas de desidratacdo e imersao em nitrogénio liquido
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apresentaram menor comprimento de parte aérea e raizes, niumero de folhas e peso total em
relacdo as plantulas do tratamento ndo imerso em nitrogénio liquido (Figura 7).

Apdbs150 dias de cultivo in vitro, as plantulas apresentavam uma media de 2 cm de
comprimento de parte aérea, 13 cm de comprimento de raiz, 8 folhas e aproximadamente 0,15
g de peso fresco total. As plantulas ndo apresentavam aspecto vitreo e nem indicios de oxidacao
e as folhas estavam expandidas sem manchas de necrose (Figura 8).

Figura 8 — Plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62), 150 dias ap0s 0 processo
de criopreservacao.
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Legenda: Plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62), cujos embrides zig6ticos nao
foram imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio liquido (+LN) apés 0, 6, 8, 10 e
12 horas de desidratacdo. Barra 0,5 cm.

Fonte: Do autor (2021).
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3.1.1.3 Anélise bioquimica

Com base nos resultados obtidos, onde foi evidenciado que os embrifes zig6ticos
desidratados por 8, 10 e 12 horas e imersos em nitrogénio liquido, ndo apresentaram diferencas
entre si, quanto ao desenvolvimento dos embrides e formacdo das plantulas, somente os
explantes do tratamento de 8 horas de desidratacdo foram selecionados para avaliagédo
bioquimica. Aos 7 dias, explantes do tratamento controle (embrido ndo desidratado e néo
criopreservado) e do tratamento de 8 horas de desidratacdo foram coletados para anélise.

A quantificacdo de peroxido de hidrogénio e de peroxidacdo lipidica demonstrou que
aos 7 dias de cultivo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos de
embrides criopreservados e néo criopreservados.

Em relacdo as analises das enzimas do metabolismo antioxidante. Aos 7 dias de cultivo,
observou-se que o tratamento cujos embrides foram imersos em nitrogénio liquido apresentava
uma maior atividade especifica das enzimas SOD e POD quando comparados ao tratamento
cujos embrides ndo foram imersos em nitrogénio liquido (Figura 9). No entanto, ndo foram
observadas diferencas na atividade especifica das enzimas CAT e APX entre os embrides

imersos ou ndo imersos em nitrogénio liquido (Figura 9).



Figura 9 — Atividade especifica de enzimas antioxidantes de embriGes zigoticos de Coffea
arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) ap0s 0 processo de criopreservacao.
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peroxidase do guaiacol (POD), (C) catalase (CAT) e (D) peroxidase do ascorbato (APX), de embribes

zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) imersos em nitrogénio liquido (LN+) ou

n&o imersos em nitrogénio liquido (LN-) ap6s 7 dias de cultivo. Médias seguidas da mesma letra ndo

apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Do autor (2021).

O nivel de prolina também foi maior nos tratamentos cujos embrides zigéticos foram

imersos em nitrogénio liquido, quando comparado ao tratamento cujos embrides ndo foram

submetidos ao resfriamento (Figura 10).
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Figura 10 — Quantificacdo de prolina em embrides zig6ticos de Coffea arabica L. cv. Catuai
amarelo (IAC 62) ap0s o processo de criopreservacao.
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Legenda: Quantificacdo de prolina em embrides zigéticos de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC
62) imersos em nitrogénio liquido (LN+) ou ndo imersos em nitrogénio liquido (LN-) apés 7 dias de
cultivo. Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

3.1.2 Encapsulation-vitrification

Os resultados demonstraram que 100% dos embribes zigoticos criopreservados nao
sobreviveram ao processo de congelamento em nitrogénio liquido, independentemente do
tempo em PVS2. Em contrapartida 100% dos embrifes zigéticos ndo criopreservados foram

capazes de romper a capsula e prosseguir o desenvolvimento da parte aérea e raiz.

3.2 Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144)

3.2.1 Encapsulation-dehydration

3.2.1.1 Sobrevivéncia apds descongelamento

O teor de umidade dos explantes encapsulados né&o variou nos tempos de 6, 8, 10 e 12
horas apresentando aproximadamente 17% de teor de &gua ao final do tempo de desidratacéo.
Assim como observado para a cultivar IAC-62, os embrides zigoticos da cultivar IAC-
144 sobrevieram ao processo de criopreservacdo por meio da técnica de encapsulation-

dehydration. Nos tempos de 8, 10 e 12 horas de desidratacéo a sobrevivéncia foi de 95%, néo
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diferindo estatisticamente da sobrevivéncia dos embrides zigdticos ndo criopreservados (Figura
11). O tempo de desidratacdo dos embries encapsulados ndo imersos em nitrogénio liquido
ndo afetou a sobrevivéncia destes, tendo em vista que ndo foram observadas diferencas

significativas entre os tempos de desidratacao (2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas), quando comparados
ao controle (Figura 11).

Figura 11 — Sobrevivéncia de embrides zigdticos apds imersdo em nitrogénio liquido.
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacdo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigdticos de Coffea
arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144), ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em
nitrogénio liquido (+LN), na porcentagem de sobrevivéncia dos embrifes. Médias seguidas da mesma
letra maiuscula (tempo de desidratacdo) e médias seguidas da mesma letra minascula (imersas ou ndo
em nitrogénio liquido) ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

Observando o aspecto morfologico dos embribes zigoticos criopreservados apos 8 dias
de cultivo nota-se que, os embrides que foram desidratados por 0, 2 e 4 horas e imersos em
nitrogénio liquido, apresentam aspecto oxidado, indicando morte celular, tendo em vista que
estes embriGes ndo desenvolvem parte aérea e raiz (Figura 12). Nos demais tratamentos,
observa-se 0 desenvolvimento da radicula e expansdao dos cotilédones, tanto dos embrides

criopreservados quanto dos embrides ndo criopreservados (Figura 12).
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Figura 12 — Desenvolvimento in vitro de embrides zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai
vermelho (IAC 144) 8 dias apds o processo de criopreservacao.

LN | +LN \

Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) no desenvolvimento de embrides
zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN)
ou imersos em nitrogénio liquido (+LN) ap6s 8 dias de cultivo in vitro. Barra = 0,5 cm

Fonte: Do autor (2021).
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3.2.1.2 Desenvolvimento dos embribes zigdticos apds descongelamento

Apds 150 dias de cultivo foi demonstrado que o processo de criopreservacao, por meio
da técnica de encapsulation-dehydration, ndo afetou o desenvolvimento dos embrides
zigoticos, tendo em vista que ndo foram observadas diferencas significativas no comprimento
da parte aérea e raiz, nimero de folhas e peso fresco total das plantulas resultantes dos tempos
de 8, 10 e 12 horas de desidratacdo dos embrides zigédticos, imersos em nitrogénio liquido,
qguando comparadas aos tratamentos cujos embrides ndo foram imersos em nitrogénio liquido
(Figura 13).

Figura 13 — Crescimento in vitro de plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC
144) ap6s o processo de criopreservacao (Continua).
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Figura 13 — Crescimento in vitro de plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC
144) apds o processo de criopreservacao (Concluséo).
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigodticos de Coffea
arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em
nitrogénio liquido (+LN) no crescimento da parte aérea (A), raiz (B), nimero de folhas (C) e peso fresco
total (D), apds 150 dias de cultivo. Médias seguidas da mesma letra maitscula (tempo de desidratagéo)
e médias seguidas da mesma letra mindscula (imersas ou ndo em nitrogénio liquido) ndo apresentam

diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Do autor (2021).

No tempo de 6 horas de desidratacdo as plantulas formadas de embriGes zigéticos que foram
criopreservados apresentam menor comprimento da parte aérea em relacdo aos ndo criopreservados. No
entanto ndo foram observadas diferencas significativas entre estes, quanto ao comprimento da raiz,
numero de folhas e peso fresco total (Figura 13).

Ap6s 150 dias de cultivo in vitro, as plantulas apresentavam uma média de 2 cm de

comprimento de parte aérea, 13 cm de comprimento de raiz, 8 folhas e aproximadamente 0,14
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g de peso fresco total. As plantulas ndo apresentavam aspecto vitreo e nem indicios de oxidacao

e as folhas estavam expandidas sem manchas de necrose (Figura 14).

Figura 14 — Plantulas de embrides zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC
144), 150 dias ap0s 0 processo de criopreservacao.

Legenda: Plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144), cujos embrifes zig6ticos ndo
foram imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio liquido (+LN) apds 0, 6, 8, 10 e
12 horas de desidratagdo. Barra = 0,5 cm.

Fonte: Do autor (2021).

3.2.2 Encapsulation-vitrification

Assim como observado para a cultivar IAC-62, os resultados demonstraram que 100%
dos embrides zigoticos criopreservados submetidos ao tratamento de encapsulation-
vitrification ndo sobreviveram ao processo de congelamento em nitrogénio liquido,

independentemente do tempo em PVS2. Em contrapartida 100% dos embrides zigoticos ndo
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criopreservados foram capazes de romper a capsula e prosseguir o desenvolvimento da parte

aérea e raiz.

4 DISCUSSAO

Um protocolo eficiente para criopreservacéo de espécies vegetais tem que garantir que
as células possam sobreviver e regenerar plantulas saudaveis, idénticas a planta mée, visto que
0 objetivo da conservagdo vegetal é garantir o armazenamento de recursos genéticos para
futuras utilizacbes em programas de melhoramento ou restauracdo de ambientes degradados.

Nesse contexto, o presente estudo demonstrou que a partir da técnica de encapsulation-
dehydration é possivel criopreservar embriGes zigéticos de cultivares de café arabica,
considerando que os embrides foram capazes de regenerar apos o congelamento em nitrogénio
liquido, com crescimento semelhante ao de embrides zig6ticos ndo congelados. Ndo foram
observados atrasos no desenvolvimento dos embrides e as plantulas regeneradas de embrides
zigoticos criopreservados apresentaram comprimento, numero de folhas e peso fresco total
equivalente ao de plantulas cujos embrides zigoticos ndo foram criopreservados.

Os resultados observados para a cultivar IAC 62 de café arabica foram semelhantes aos
resultados relatados na cultivar IAC 144. O que indica que a técnica de encapsulation-
dehydration pode ser expandida para a criopreservacao de outras cultivares de café arabica e,
empregada em bancos de germoplasma para conservacdo de material genético de espécies
vegetais, tendo em vista que esta técnica é de facil execugdo em comparacao a outras técnicas
convencionais que envolvem mais etapas e maior manipulacdo dos explantes.

A técnica de encapsulation-dehydration tem sido aplicada para uma ampla variedade de
espécies vegetais tanto de climas temperados quanto de climas tropicais, empregando diferentes
tipos de explantes (PRUDENTE; SOUZA; PAIVA, 2019), incluindo espécies de interesse
econbémico como a maca, utilizando como explante gemas axiais (BETTONI et al., 2018), eixos
embriogénicos de citrus (ROHINI et al., 2016), apices de menta (IBANEZ et al., 2019), discos
caulinares de alho (LYNCH et al., 2016), protocornios e gemas apicais de orquideas (POPOVA
et al., 2016), gemas apicais de cana-de-agucar (RAFIQUE et al., 2016) e suspensdo celular
embriogénica, embrides somaticos e gemas apicais de videiras (Bl et al., 2017).

De acordo com os resultados desse estudo acredita-se que o tempo de desidratagéo foi
o fator chave que garantiu a sobrevivéncia e regeneracéo dos explantes. Somente quando o teor
de umidade foi reduzido a 17% é que os embrides zigoticos, encapsulados por uma matriz de

alginato de sodio com alta concentracdo de sacarose, foram capazes de regenerar apos 0
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congelamento. A desidratacdo reduz a quantidade de agua livre, o que diminui a formacao de
cristais de gelo. A formacdo de cristais de gelo é inevitavel em todo o processo de
criopreservacao, e seu controle e inibicdo sdo fundamentais para minimizar os danos causados
as células. As lesdes causadas pelo gelo podem ocorrer tanto de forma extracelular quanto
intracelular durante os processos de congelamento e descongelamento provocando danos
mecanicos as células, alteracdes na pressdo osmdtica e rompimento de organelas (CHANG;
ZHAO, 2021).

O encapsulamento dos explantes em uma matriz de alginato de sodio limita as mudancas
de pressdo osmotica, reduzindo os estresses quimicos e fisicos causados pelas etapas de
criopreservacao e limitam a difuséo de sacarose (NAUSCH; BUYEL, 2021). A sacarose regula
a forma e retarda o crescimento dos cristais de gelo (ZHANG et al., 2019). Dessa forma a
reducdo do teor de agua dos explantes associados a alta concentracdo de sacarose, resultou em
transicdo vitrea durante o resfriamento rapido em nitrogénio liquido evitando a formacéo de
cristais de gelo que levariam a morte celular (TEIXEIRA; GONZALEZ-BENITO; MOLINA-
GARCIA, 2014).

O aumento da concentracdo endogena de prolina também contribuiu para a
sobrevivéncia dos explantes. A prolina atua na eliminacdo de EROs e outros radicais livres
(KAUL; SHARMA; MEHTA, 2008), por meio da pirrolidina, que forma o anel de 5 membros
da estrutura da prolina, a pirrolidina apresenta baixo potencial de ionizacdo que extingue o
oxigénio singleto, mediante um mecanismo de transferéncia de carga no qual o oxigénio
molecular retorna ao estado tripleto fundamental (MATYSIK et al., 2002). Além de seu papel
na eliminacdo de EROs, a prolina também atua na estabilizacdo de membranas e proteinas
(MEENA et al.,, 2019), formando uma barreira defensiva, impedindo a desnaturacéo,
desdobramento e agregacdo, preservando assim a atividade funcional das proteinas
(FEDOTOVA; DMITRIEVA, 2016).

Estudos tem demonstrado que a aplicacdo exdgena de prolina tem melhorado
significativamente a criopreservacao de especies vegetais (ANTONY et al., 2019; LINEROS
et al., 2018). Dessa forma o aumento de prolina enddgena observada nesse estudo indica que o
papel da prolina na estabilizagdo de membranas e no controle de EROs, mitigou os efeitos do
processo de desidratacdo e congelamento dos embribes zigdticos, 0o que permitiu o
desenvolvimento destes no processo de regeneracao.

Em relagdo a atividade dos antioxidantes enzimaéticos, estudos tem relatado que a
atividade enzimatica pode variar de acordo com a etapa do processo de criopreservacao

(ANTONY et al., 2019), as enzimas SOD e APX, por exemplo, podem aumentar nas etapas de
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desidratacéo e congelamento, que sao etapas mais criticas do processo de criopreservacéo, mas
a atividade pode diminuir nas etapas seguintes e ndo diferir da atividade do controle, ap6s a
regeneracdo dos explantes (VIANNA et al.,, 2019). Os dados obtidos nesse estudo
demonstraram que ndo ha diferenca significativa no teor de MDA, H>O: e na atividade das
enzimas APX e CAT entre os embriGes zigdticos criopreservados e ndo criopreservados, no
entanto as analises foram realizadas 7 dias ap6s o descongelamento dos explantes, etapa final
do processo de criopreservacdo, dessa forma, acredita-se que se existiu um aumento no teor ou
na atividade destes compostos, venho a ocorrer nas etapas anteriores a que realizou-se essa
andlise (regeneracdo dos explantes).

Com referéncia as enzimas SOD e POD, aos 7 dias de cultivo, observou-se diferenca
estatistica na atividade destas entre o0s embrides zigoticos criopreservados e néo
criopreservados. Acredita-se que essa diferenca possa diminuir gradualmente no decorrer dos
dias de cultivo ou até mesmo atingir a equidade em relacéo ao controle, tendo em vista que ndo
foram observadas diferencas significativas no crescimento das pléantulas regeneradas de
embribes zigoticos criopreservados ou ndo criopreservados, ou seja, 0 processo de
criopreservacdo ndo provocou efeitos oxidativos que resultassem em danos ou atrasos no
desenvolvimento dos embrides zigoticos. Esses indicios corroboram para confirmar o sucesso
efetivo da técnica de encapsulation-dehydration na criopreservacdo de embrides zigéticos de
café arébica.

Em relacdo a técnica de encapsulation vitrification, os embrides zigo6ticos ndo foram
capazes de sobreviver ao processo de congelamento, provavelmente o tempo na solucdo de
PVS2 nao foi suficiente para permitir a formacdo do estado vitreo e impedir a formacdo de
cristais de gelo, o que inviabilizou a sobrevivéncia das células. No entanto, j& se tem observado
que podem ocorrer efeitos adversos dos crioprotetores utilizados na solucdo de PVS2 na
regeneracdo dos explantes (VAN DER WALT et al., 2021). Dessa forma como a técnica de
encapsulation-dehydration néo se baseia na utilizacdo de crioprotetores, facilita a manipulagéo
de explantes, devido ao material estar encasulado, evitando danos decorrentes do manuseio,
além de ser um método facil de ser executado, associado ao fato de ter permitido a
criopreservacao de embrides zigoticos de cultivares de café arabica torna-se a ferramenta mais
adequada para a conservacao a longo prazo para essa especie.

Nesse estudo constatou-se que por meio da técnica de encapsulation-dehydration é
possivel criopreservar embrides zigéticos de café ardbica. O protocolo estabelecido tanto para
a cultivar IAC-62 quanto para a cultivar IAC-144, indica que essa técnica pode ser expandida

para outras cultivares e ser utilizada com sucesso em bancos de germoplasma para conservagao



59

a longo prazo dessa cultura extremamente importante para a economia mundial, tendo em vista
que as mudancas climéticas pertencem a uma realidade ndo tdo distante que pode afetar o
cultivo de espécies comerciais, sendo importante manter os gendtipos armazenados para futuros

trabalhos de melhoramento genético e restauracdo de ecossistemas.

5 CONCLUSAO

Ao final do exposto conclui-se, portanto, que é possivel criopreservar com eficiéncia
embrides zigdticos de Coffea arabica cultivares Catuai amarelo e Catuai vermelho utilizando a
técnica de encapsulation-dehydration e recomenda-se a desidratacdo dos explantes por 8 horas
em camara de fluxo laminar.

O aumento do contetdo de prolina em embrides criopreservados pode ter contribuido

para a sobrevivéncia dos explantes ao processo de congelamento.
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CAPITULO 3
ACLIMATIZACAO EM SISTEMA HIDROPONICO DE PLANTULAS
DE Coffea arabica L. ORIGINADAS DE EMBRIOES ZIGOTICOS
CRIOPRESERVADOS
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RESUMO

No contexto das mudancas climaticas, cujas projecfes demonstram alteracdes nas areas
de plantio devido a variagbes na precipitagdo anual, temperatura média e aumento na
concentragdo de CO», a conservagdo de recursos genéticos & uma estratégia importante para
garantir a disponibilidade de material para programas de melhoramento genético de plantas e
restauracao de ecossistemas. Por meio de técnicas de criopreservacao € possivel conservar uma
gama de espécies de interesse comercial, como o café, uma cultura importante para a economia
mundial. Os embrides zigoticos de cultivares de Coffea arabica (IAC 62 e IAC 144) podem ser
criopreservados pela técnica de encapsulation-dehydration ao submeter os explantes a
desidratacdo por 8 horas. Para comprovar a efetividade da criopreservacdo do material genético
é importante que as plantulas regeneradas in vitro possam ser reintroduzidas ao ambiente ex
vitro. Essa etapa consiste na fase de aclimatizacdo que, por meio de condicdes especificas
permite que as plantulas possam crescer e se desenvolver tornando-se aptas para a transferéncia
para 0 campo, no entanto, é um processo delicado, pois as plantulas regeneradas in vitro podem
n&o sobreviver quando transferidas para o ambiente ex vitro. Diante do exposto o objetivo desse
estudo foi estabelecer um protocolo para a aclimatizacéo de plantulas regeneradas de embrides
zigdticos criopreservados de cultivares de Coffea arabica, utilizando o sistema hidrop6nico
com substrato. Para iniciar esse processo as plantulas regeneradas in vitro foram retiradas dos
tubos de ensaio e transferidas para tubetes acondicionados em piscinas de material sintético,
estruturadas em casa de vegetacdo. As piscinas recebiam solucdo nutritiva por meio de um
sistema fechado. Ao final do periodo de aclimatizacdo foram realizadas avaliagdes quanto ao
comprimento da parte aérea e raiz, nimero de folhas, area foliar e peso fresco e seco. As plantas
aclimatizadas originadas de embrides zigéticos que foram criopreservados atingiram as mesmas
caracteristicas morfoldgicas de plantas cujos embrides ndo foram criopreservados. Dessa forma
conclui-se que é possivel aclimatizar plantas oriundas de embrides zig6ticos criopreservados
de cultivares de café arabica por meio do sistema hidropénico com substrato.

Palavras-chave: Semi-Hidroponia. Criopreservacdo. Conservacdo in vitro. Catuai.
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ABSTRACT

In the context of climate change, whose projections show changes in planting areas due
to variations in annual precipitation, average temperature and increase in CO2 concentration,
the conservation of genetic resources is an important strategy to guarantee the availability of
material for genetic improvement programs. of plants and restoration of ecosystems. Through
cryopreservation techniques it is possible to conserve a range of species of commercial interest,
such as coffee, an important crop for the world economy. The zygotic embryos of Coffea
arabica cultivars (IAC 62 and IAC 144) can be cryopreserved by the encapsulation-dehydration
technique by subjecting the explants to dehydration for 8 hours. To prove the effectiveness of
the cryopreservation of genetic material, it is important that the seedlings regenerated in vitro
can be reintroduced to the ex vitro environment. This step consists of the acclimatization phase
that, through specific conditions, allows the seedlings to grow and develop, becoming ready for
transfer to the field, however, it is a delicate process, as the seedlings regenerated in vitro may
not survive when transferred to the ex vitro environment. In view of the above, the objective of
this study was to establish a protocol for the acclimatization of regenerated seedlings from
cryopreserved zygotic embryos of Coffea arabica cultivars, using the hydroponic system with
substrate. To start this process, the seedlings regenerated in vitro were removed from the test
tubes and transferred to tubes packed in pools of synthetic material, structured in a greenhouse.
The pools received nutrient solution through a closed system. At the end of the acclimatization
period, evaluations were performed regarding shoot and root length, number of leaves, leaf area
and fresh and dry weight. Acclimatized plants originated from zygotic embryos that were
cryopreserved reached the same morphological characteristics of plants whose embryos were
not cryopreserved. Thus, it is concluded that it is possible to acclimatize plants from
cryopreserved zygotic embryos of arabica coffee cultivars through the hydroponic system with
substrate.

Keywords: Semi-Hydroponics. cryopreservation. In vitro conservation. Catuai.
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1 INTRODUCAO

No contexto das mudancas climaticas, conservar 0s recursos genéticos do café arabica,
constitui uma importante fonte mantenedora de diversidade genética para os futuros programas
de melhoramento genético, frente os desafios de um sistema de producéo agricola que pode ser
duramente afetado pelas mudancas de temperatura e regime hidrico (FAWZY et al., 2020).

A conservacao do material genético do café ardbica pode ser realizada por meio da
criopreservacao de embrides zigdticos, utilizando a técnica de encapsulation-dehydration. No
entanto, apds a regeneracdo dos explantes criopreservados € preciso que as plantulas
regeneradas in vitro sejam capazes de sobreviver em um ambiente ex vitro. Esse processo de
transferéncia de plantulas cultivadas in vitro para o ambiente ex vitro é denominado de
aclimatizacdo (HAZARIKA, 2003).

Em decorréncia do ambiente controlado de cultivo in vitro, as plantulas regeneradas
apresentam caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas distintas, quando comparadas as
plantulas cultivadas ex vitro, de forma que é a partir do processo de aclimatizacdo que as
plantulas irdo adquirir caracteristicas que permitirdo seu estabelecimento em campo, como a
emissdo de novas folhas que apresentam maior espessura, desenvolvimento de cuticula e ceras
epiticulares, diferenciacdo do mesofilo em parénquima palicadico e esponjoso, presenca de
estomatos funcionais, dentre outras (CHANDRA et al., 2010).

Dentre as técnicas de aclimatizacdo que visam garantir a sobrevivéncia das plantulas
guando transferidas para o ambiente ex vitro, o cultivo em sistema hidropénico vem recebendo
destaque (HOANG et al., 2019; CASTANEDA-MENDEZ et al., 2017). A hidroponia é uma
técnica de cultivo de culturas em solucGes nutritivas com ou sem o uso de um meio sélido inerte
(cascalho, vermiculita, 1 de rocha, turfa, serragem, pé ou fibra de coco) para fornecer suporte
mecanico (SHARMA et al., 2018). Atualmente a hidroponia tem sido considerada o futuro da
sustentabilidade alimentar global complementando outros sistemas de cultivo no fornecimento
de alimentos (TREFTZ; OMAYE, 2016). Essa técnica tem um potencial significativo para
contribuir com a producgédo de alimentos para atender as necessidades de uma populacdo em
ascensdo por ser um sistema que otimiza o uso do espaco e do tempo e permitir o uso eficiente
de insumos agricolas em comparacao com o sistema de cultivo convencional (SHARMA et al.,
2018; ALSHROUF, 2017).

A utilizacdo do cultivo hidropdnico como técnica para a aclimatizagdo de pléantulas de
café ardbica ainda ndo foi citada na literatura e tendo em vista as vantagens dessa tecnologia na

agricultura, inclusive para a producdo de mudas de café arabica (LIMA et al., 2021), o objetivo
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desse estudo foi estender o uso da hidroponia com substrato para aclimatizagéo de plantulas de
cultivares de café arabica, apds a criopreservacao de embrides zigoticos a fim de finalizar o
protocolo de criopreservacao, garantindo a efetividade da técnica de encapsulation-dehydration

para a conservacgdo dessa cultura economicamente importante para a economia mundial.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O presente estudo foi realizado no Laboratdrio de Cultura de Tecidos de Plantas do setor
de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras em
colaboragcdo com o Horto Botanico, do Departamento de Agricultura, da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). As sementes de Coffea arabica L. cultivares Catuai amarelo (IAC 62) e
Catuai vermelho (IAC 144) foram obtidas beneficiadas a partir de lavouras da Fazenda
experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG).

Para a desinfestacdo, apds a retirada manual do endocarpo (pergaminho), as sementes
foram imersas em uma solucédo de formaldeido (1,5%) por 30 minutos sob agitacdo constante
de 150 rpm a 25°C * 2°C. Foram utilizados 2 mL da solucdo por semente (FREITAS et al.,
2016). Posteriormente, as sementes foram lavadas trés vezes em &gua destilada e autoclavada,
e em seguida, foram imersas em solucdo de acido bérico 0,5% (p/v), permanecendo nessa
solucdo por 72 horas sob agitacdo constante de 150 rpm a 25°C + 2°C (FREITAS et al., 2016).
Apbs esse periodo, em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada e os embrides zigéticos foram extraidos.

Os embrides zigoticos foram inoculados em meio de cultivo MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado por 30 g L™ de sacarose, 1,5 g L de carvédo ativado e
solidificado por 2,5 g L™ de phytagel®. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 + 0,1 e
submetido a esterilizagdo em autoclave a temperatura de 121°C e 1 atm de pressédo por 20
minutos. Apds a inoculacdo dos embrides zigoticos em meio de cultivo, as culturas
permaneceram por 6 dias no escuro e posteriormente foram transferidas para salas de
crescimento em condicGes de fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 °C +/- 2°C, com

irradiancia no topo dos recipientes de cultura fornecidos por lampadas de LED branca (9 W).

2.2 Substrato para aclimatizagdo em sistema hidropénico
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Plantas oriundas do desenvolvimento de embrides zigoticos Coffea arabica L. cvs.
Catuai Vermelho (IAC 144) e Catuai amarelo (IAC 62), cultivadas in vitro por 150 dias foram
transferidas para tubetes contendo 3 tipos de substrato (vermiculita, fibra de coco e cascas de
arroz carbonizado). Os tubetes foram posicionados em grades para tubetes e estas foram
dispostas em uma “piscina” de material sintético, com dimensoes de 3,20m x 0,60m x 0,30m,
niveladas sobre bancadas de alvenaria, estruturadas em uma casa de vegetagdo com cobertura
de filme de polietileno dupla face. As ‘piscinas’ foram cobertas com filme de polietileno branco,
com abertura para posicionamento dos tubetes a fim de evitar a entrada de luz e a proliferacao
de algas na solucdo nutritiva. As ‘piscinas’ possuiam um sistema fechado de circulagdo da
solugéo nutritiva, onde o tanque recebia a solucdo nutritiva (FAQUIN; CHALFUN, 2008),
oriunda de um reservatorio com capacidade para 1000 litros. A solugao circulava nas ‘piscinas’
pelo conjunto de motor-bomba (3 vezes ao dia) pelo acionamento de um temporizador

conforme exemplificado na Figura 1. A cada 30 dias a solugdo nutritiva era renovada.

Figura 1- Sistema hidrop6nico

3

Legenda: Esquema do sistema hidroponico: (1) reservatorio de solugdo nutritiva; (2) motobomba e (3)
caixa rasa nivelada, denominada piscina, dimensionada para que os suportes contendo as mudas se
encaixem em sua estrutura.

Fonte: Adaptado de Faquin e Chaulfun (2008).
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Ap0s 150 dias de cultivo foram realizadas avaliagdes quanto ao comprimento da parte
aérea e raiz (cm), numero de folhas e peso fresco (g), a fim de obter o melhor tipo de substrato

para a aclimatizacdo de plantulas de café cultivadas in vitro.

2.3 Aclimatizacéo de plantulas regeneradas de embrides zigoticos criopreservados

Tendo em vista que os embrides zigéticos de Coffea arabica cultivares Catuai amarelo
e Catuai vermelho podem ser criopreservados utilizando a técnica de encapsulation-
dehydration por meio da desidratacdo dos explantes a partir de 8 horas em cadmara de fluxo
laminar. As plantulas regeneradas in vitro de embrides zigéticos que foram desidratados por 8,
10 e 12 horas e imersos em nitrogénio liquido, jJuntamente com os correspondentes ndo imersos
em nitrogénio liquido e controle (ndo criopreservado) ap6s 150 dias de cultivo in vitro, foram
transferidas para tubetes contendo o melhor tipo de substrato para aclimatizacéo de café arébica,
conforme resultados do item anterior. Os tubetes foram dispostos em um sistema semi-
hidropdnico para aclimatizacdo das plantulas.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo de estrutura metalica com cobertura
plastica transparente e camada de sombrite 50% sob a cobertura, ndo possuia sistema de
irrigagéo por nebulizagdo, nem controle de temperatura com ventiladores.

Ao final de 180 dias de aclimatizacdo foram realizadas avaliagdes quanto a
sobrevivéncia das mudas e analises de crescimento quanto ao comprimento da parte aérea e
raizes (cm), nimero de folhas, area foliar (por meio do software Easy Leaf Area) e peso fresco

e seco (9).
2.4 Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC)
com quinze repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise da
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
(P<0,05). Os célculos foram realizados com auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2014).

3 RESULTADOS

3.1 Substrato para aclimatizacdo em sistema hidrop6nico
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Com os resultados obtidos foi observado que a vermiculita € o melhor substrato para
aclimatizacdo de plantulas de café cultivadas in vitro por meio do desenvolvimento de embrides
zigoticos, tanto para a cultivar IAC 62, quanto para a cultivar IAC 144, tendo em vista que
nenhuma planta sobreviveu nos substratos fibra de coco e casca de arroz carbonizado. Em
relagdo ao substrato vermiculita, todas as plantulas aclimatizadas sobreviveram e apresentaram

aumento na parte aérea, raiz, numero de folhas e peso fresco (Figuras 2, 3).

Figura 2 — Crescimento de plantulas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo.
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Legenda: Crescimento de plantulas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo, IAC 62, antes e apds 150
dias de aclimatizagdo em sistema semi-hidroponico.
Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3 — Crescimento de plantulas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho.
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Fonte: Do autor (2021).
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Figura 4 — Mudas aclimatizadas de cultivares Coffea arabica L.

Legenda: Mudas de Coffea arabica L. cvs. Catuai Vermelho, IAC 144 (A) e Catuai amarelo, IAC 62
(B). Barra=5cm.
Fonte: Do autor (2021).

3.2 Aclimatizacao de plantulas regeneradas de embrides zigoticos criopreservados

3.2.1 Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo

Ao final do processo de regeneracdo dos embrides zigoticos criopreservados e tendo
observado que os melhores tratamentos foram resultantes a partir de 8 horas de desidratagdo.
Plantulas dos tratamentos de 8, 10 e 12 horas de desidratacdo imersas ou ndo imersas em
nitrogénio liquido, juntamente com o tratamento controle (ndo desidratado e néo
criopreservado) foram selecionadas para o processo de aclimatizagdo em sistema semi-

hidropénico, utilizando como substrato a vermiculita.
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Durante o periodo de cultivo (aclimatizacdo), a temperatura média variou de cerca de
15 °C - 24 °C, atingindo temperaturas minima de até 8 °C e maxima de até 33 °C, com a

umidade relativa do ar variando de 53 — 79%, conforme exemplificado na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados Meteoroldgicos do municipio de Lavras- MG

. Temperatura maxima, Temperatura média Temperatura minima, Umidade relativa do ar,
Semanas de cultivo diaria(a°c) compensada, diaria(d°c) diaria(a°c) média diaria(%)

1 27,57 20,25 14,20 62,57
2 27,21 19,39 14,11 68,93
3 27,04 19,89 14,97 66,57
4 27,21 19,27 13,70 65,25
5 24,49 17,99 13,40 73,29
6 27,01 18,33 12,64 68,21
7 27.21 19,51 14,24 73,00
8 2531 18,72 14,91 78,75
9 2491 18,74 14,80 77,14
10 24,20 16,68 12,07 70,57
11 24,44 17,32 12,46 74,82
12 23,17 14,98 9,39 68,68
13 23,16 15,24 9.67 64,75
14 25,91 17,65 11,13 61,71
15 24,86 15,95 9.41 57,68
16 23,66 15,04 8,36 58,18
17 24,07 16,36 10,89 62,50
18 27,69 18,97 12,31 61,36
19 29,63 20,52 13,61 57,61
20 30,09 21,21 13,87 53,18
21 27,43 19,86 14,17 60,93
22 33,13 24,37 17,39 54,71
23 32,74 24,40 17,87 57,39
24 31,96 22,63 16,04 54,86
25 32,77 23,26 16,89 61,38
26 28,83 21,89 18,07 null
27 27,00 20,72 16,70 73,67
28 26,31 19,81 16,01 75,86

Legenda: Dados Meteoroldgicos fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Os
dados correspondem & média semanal durante o periodo de aclimatizacdo de plantulas de cultivares de
Coffea arabica L. durante o periodo de cultivo.

Fonte: INMET (2021).

Decorridos 180 dias de cultivo, observou-se que ao final do processo de aclimatizacéo
em sistema semi-hidroponico utilizando a vermiculita como substrato, 80% das plantulas
sobreviveram ao processo, independentemente do tempo de desidratacdo dos embrides
zigoticos encapsulados e da imersdo em nitrogénio liquido.

O comprimento da parte aérea e da maior raiz, formacdo de novas folhas, area foliar,
peso fresco e seco da parte aérea e sistema radicular das plantas ndo foram afetados pelo

processo de criopreservacdo dos embrides zigéticos e nem pelo tempo de desidratagdo dos
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explantes, tendo em vista que ndo foram observadas diferencas significativas quanto as varaveis
analisadas entre os tratamentos de criopreservagao e o controle.

Aos 180 dias as plantas apresentavam cerca de 11 cm de parte aérea, 12 folhas, area
foliar de aproximadamente 254 cm?, a maior raiz apresentava 14 cm de comprimento, 0 peso
fresco e seco da parte aérea correspondeu & 7 e 1,7 g respectivamente e o peso fresco e seco do
sistema radicular & 1,5 e 0,3 g respectivamente. As plantas ndo apresentavam anormalidades

quanto a formacdo de parte aérea e raizes (Figura 5).

Figura 5 — Mudas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) apds o
processo de Criopreservagao.

Legenda: Mudas aclimatizadas, em referéncia aos tempos de desidratacdo (0, 8, 10 e 12 horas), de
embrides zigoticos de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo (IAC 62) ndo imersos em nitrogénio liquido
(-LN) ou imersos em nitrogénio liquido (+LN). Barra=2 cm.

Fonte: Do autor (2021).
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3.2.2 Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho

Durante o periodo de cultivo (aclimatizacdo), a temperatura média variou de cerca de
15 °C - 24 °C, atingindo temperaturas minima de até 8 °C e maxima de até 33 °C, com a
umidade relativa do ar variando de 53 — 79%, conforme exemplificado na Tabela 1.

Assim como observado para a cultivar IAC 62, os dados demonstraram que as plantulas
cujos explantes foram desidratados por 8, 10 e 12 horas e criopreservados, apresentaram
crescimento semelhante ao das plantulas do tratamento controle e dos demais correspondentes
ndo criopreservados, plantulas desses tratamentos foram aclimatizadas em sistema semi
hidropdnico.

Decorridos 180 dias de cultivo, observou-se que ao final do periodo de aclimatizacao, o
processo de criopreservacdo ndo afetou a sobrevivéncia das plantas, tendo em vista que as
plantas dos tratamentos cujos embriBes zigéticos foram desidratados por 8, 10 e 12 horas e
imersos em nitrogénio liquido ndo apresentaram diferencas significativas na porcentagem de
sobrevivéncia quando comparadas ao controle, sendo que 70% das plantulas foram capazes de
sobreviver ao processo de aclimatizacéo.

O desenvolvimento da parte aérea ndo foi afetado pelo processo de congelamento dos
embrides zigoticos em nitrogénio liquido e nem pelo tempo de desidratacdo dos explantes,
tendo em vista que nao foram observadas diferencas significativas quanto ao comprimento da
parte aérea em relacdo ao tratamento controle e os demais tratamentos cujos embrides foram
submetidos ao processo de congelamento (Figura 6a). No entanto, 0 comprimento da maior raiz
foi menor no tratamento cujos embrides foram desidratados por 12 horas e criopreservados,

guando comparado ao tratamento controle (Figura 6b).
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Figura 6 — Crescimento de plantas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC
144) apds o processo de criopreservacao, quanto ao comprimento da parte aérea e
raiz.
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigdticos de Coffea arabica
L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio
liquido (+LN) no niumero comprimento da parte aérea (A) e comprimento da maior raiz (B). Médias
seguidas da mesma letra maitscula (tempo de desidratagdo) e médias seguidas da mesma letra minuscula
(imersas ou ndo em nitrogénio liquido) ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

O namero de folhas e a &rea foliar ndo foram alteradas pelo processo de criopreservagao.
Nos tempos de 8 e 10 horas de desidratacdo de embrides zigdticos e imersdo em nitrogénio
liquido ndo foram observadas diferencas significativas em compara¢ao aos ndo imersos em

nitrogénio liquido e controle (Figura 7).
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Figura 7 — Crescimento de plantas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC
144) apds o processo de criopreservacao, quanto ao numero de folhas e area foliar.
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacéo (0, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigdticos de Coffea arabica
L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio
liquido (-LN) no nimero de folhas (A) e area foliar (B). Médias seguidas da mesma letra mailscula
(tempo de desidratacdo) e médias seguidas da mesma letra minuscula (imersas ou ndo em nitrogénio
liquido) n&o apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Do autor (2021).

O peso fresco e seco da parte aérea e sistema radicular nos tempos de 8 e 10 horas de
desidratacdo, cujos embriGes foram imersos em nitrogénio liquido, foram estatisticamente
semelhantes aos de plantas cujos embribes zigoticos ndo foram imersos em nitrogénio liquido

e ao controle (Figura 8).
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Figura 8 — Crescimento de plantas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (1IAC
144) apos o processo de criopreservacao, quanto ao peso fresco e seco da parte aérea

e do sistema radicular (Continua).
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Figura 8 — Crescimento de plantas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (1IAC
144) apos o processo de criopreservacao, quanto ao peso fresco e seco da parte aérea

e do sistema radicular (Conclus&o).
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Legenda: Efeito do tempo de desidratacdo (0, 8, 10 e 12 horas) de embrides zigdticos de Coffea arabica
L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio
liquido (+LN) no peso fresco da parte aérea (A), peso seco da parte aérea (B), peso fresco do sistema
radicular (C) e peso seco do sistema radicular (D). Médias seguidas da mesma letra maidscula (tempo
de desidratacdo) e médias seguidas da mesma letra minGascula (imersas ou ndao em nitrogénio liquido)

ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Do autor (2021).

Aos 180 dias as plantas aclimatizadas ndo apresentavam anormalidades quanto a

formacdo de parte aérea e raizes (Figura 9).
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Figura 9 — Mudas aclimatizadas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ap6s o
processo de Criopreservacao.
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Legenda: Mudas aclimatizadas, em referéncia aos tempos de desidratacdo (0, 8, 10 e 12 horas), de
embrides zigdticos de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho (IAC 144) ndo imersos em nitrogénio
liquido (-LN) ou imersos em nitrogénio liquido (+LN). Barra =2 cm.

Fonte: Do autor (2021).

4 DISCUSSAO

Quando as plantulas regeneradas in vitro sdo transplantadas da sala de cultivo para as
condic@es de estufa, pode ocorrer o dessecamento ou murcha rapida das mesmas e estas podem
ndo ser capazes de sobreviver ao ambiente ex vitro, dessa forma, a etapa de aclimatizacao é o
fator determinante que garante a efetividade dos protocolos de regeneracdo de plantulas in vitro,
pois estas precisam ser reinseridas em seu ambiente natural.

O ambiente de cultivo in vitro € caracterizado por uma baixa intensidade luminosa,
temperatura constante, condi¢des assépticas, alta umidade relativa do ar e meio de cultivo com
altas concentragcdes de carboidratos que favorece o crescimento heterotrofico das plantulas
(HAZARIKA, 2006). No ambiente ex vitro (estufa ou campo), a umidade relativa do ar é

inferior a 100%, a intensidade luminosa é muito maior do que a do ambiente in vitro e a
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temperatura é varidvel, por conseguinte as plantulas necessitam converter rapidamente de um
modo de nutricdo heterotréfico para um totalmente autotrofico, quando transferidas do
ambiente in vitro para o ex vitro (KUMAR; RAO, 2012), tendo em vista que as condi¢des de
cultivo in vitro resultam em plantulas com morfologia, anatomia e fisiologia diferentes daquelas
que sdo cultivadas no campo (CHANDRA et al., 2010).

Como as condic¢des do ambiente in vitro sdo diferentes do ambiente ex vitro geralmente
sdo fornecidas condicGes ideais para maior sobrevivéncia, crescimento e estabelecimento de
plantulas regeneradas in vitro, haja vista que as caracteristicas fisiologicas e anatbmicas das
plantulas exigem que estas sejam gradualmente aclimatizadas a esse novo ambiente
(HAZARIKA, 2006). Existem diferentes metodologias para garantir uma aclimatizacdo bem-
sucedida e a hidroponia se mostrou uma alternativa viavel para esse processo.

O cultivo hidropénico que consiste no cultivo de culturas com ou sem um meio sélido
usando uma solucdo nutritiva, ja é utilizado comercialmente para o cultivo de diferentes
hortalicas como: alface, espinafre, pepino, tomate, entre outras culturas (BIONE et al., 2021,
ROSA-RODRIGUEZ et al., 2020; CARVALHO LEAL et al., 2020; BARBOSA et al., 2015;
GREWAL; MAHESHWARI; PARKS, 2011). E recentemente também tem sido observado que
o0 uso da hidroponia é eficiente para a produ¢do de mudas de café ardbica. Em estudos realizados
com mudas (de 60 dias apds a semeadura) de diferentes cultivares de café ardbica foi relatado
que o sistema hidropbnico proporcionou maior crescimento de mudas de café e estas
apresentaram melhores caracteristicas fisiologicas quando comparadas aquelas produzidas em
sistema convencional (CUNHA et al., 2022; LIMA et al., 2021).

As vantagens do cultivo em hidroponia que consistem na reducdo de doencas
transmitidas pelo solo, o que reduz o uso de defensivos agricolas, menor tempo para 0
crescimento das plantas, em comparagdo ao cultivo em campo, pouca ou nenhuma influéncia
das mudancas climaticas, o que favorece o cultivo das plantas em qualquer época do ano,
reducdo da méo de obra, devido a automatizacdo do sistema, economia de agua e maior
rendimento devido ao menor espacamento entre as plantas (MAJID et al., 2021; SHARMA et
al., 2018), fez com que o uso do sistema hidroponico fosse expandido para a aclimatizagdo de
plantulas micropropagadas, gerando resultados significativos na otimizacdo desse processo.

Em um estudo realizado com plantulas de banana micropropagadas in vitro, foi relatado
que o uso do sistema hidropdnico, quando comparado ao sistema de cultivo tradicional
(recipientes contendo substrato especifico, com rega e fertilizacdo regular), reduziu o tempo

necessario para a aclimatizacdo das plantas de bananeira ao acelerar o crescimento da parte
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aérea e do sistema radicular das mesmas, além de propiciar reducdo de custos ao consumir
menores volumes de &gua e fertilizantes (TOYOSUMI et al., 2021).

Resultados semelhantes foram observados para a aclimatizacdo de plantulas de kiwi,
cujo desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular das plantulas aclimatizadas foi superior
quando cultivadas em sistema hidropdnico em compara¢do ao método tradicional, com reducao
de 45 dias no tempo necessario para aclimatizacdo das mesmas, além de garantir 100% de
sobrevivéncia das plantas (PUROHIT et al., 2021). A utilizacdo do sistema hidropdnico
também se mostrou eficiente para a aclimatizacdo de mandioca (CASTANEDA-MENDEZ et
al., 2017), eucalipto (SILVA et al., 2011), pera (ALEKSANDROVA et al., 2021), plantas
medicinais (DUAN et al., 2020), plantas ornamentais (TRAYKOVA; MOLLE; STANILOVA,
2022; ZHANG et al., 2019) e a partir deste estudo também se constatou que o sistema
hidropdnico é eficaz para a aclimatizacdo de plantulas de cultivares de café arabica, utilizando
a vermiculita como substrato.

Ao final do processo de aclimatizagdo das cultivares de café arabica, catuai amarelo-
IAC 62 e catuai vermelho 1AC144, cujas plantulas foram originadas de embrides zigoticos
criopreservados e regenerados in vitro, observou-se que a porcentagem de sobrevivéncia das
mesmas foi alta e que as mudas de plantulas regeneradas apds criopreservacdo dos embrides
zig6ticos ndo diferiram fenotipicamente das mudas de plantulas controle, cujos embriGes
zig6ticos nao foram criopreservados. A partir destes resultados, referentes ao processo de
aclimatizacdo, constata-se que o protocolo de criopreservacdo foi eficiente e que as plantulas
obtidas sdo capazes de sobreviver ao serem transferidas para o ambiente ex vitro e
posteriormente poderdo ser transferidas para o ambiente natural, considerando que o
congelamento em nitrogénio liquido dos embrides zigoticos ndo afetou o crescimento e a
sobrevivéncia das mudas em ambientes ndo controlados.

A efetividade do sistema hidropdnico para a aclimatizacdo das plantulas pode estar
relacionada a maior disponibilidade de agua e regulacdo precisa da composicdo de nutrientes
(VARDAR et al., 2015), que resultam em plantas com maior teor de clorofila, capacidade
fotossintética e condutancia estomatica, quando comparadas as plantas cultivadas em sistema
convencional (MAJID et al., 2021; DUAN et al., 2020; SOUZA et al., 2019). A fotossintese é
fator chave para o crescimento e producdo de biomassa das plantas pois fornece a energia e o
carbono necessarios para a biossintese dos compostos organicos requeridos para 0
desenvolvimento das espécies vegetais (NOWICKA et al., 2018).

Portanto, devido as vantagens do cultivo em sistema hidrop6nico para diferentes

especies vegetais, inclusive para producdo de mudas de cafe e de acordo com os resultados
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obtidos neste estudo, a aclimatizacdo em hidroponia é uma técnica viavel para a aclimatizacdo
de plantulas de café arabica regeneradas in vitro apds o processo de criopreservacdo. Além
disso, como o cultivo das mudas de cafe foi realizado em estufa sem condicGes controladas de
umidade e temperatura, acredita-se que as mudas resultantes podem estar mais aptas para serem

transferidas para o ambiente de campo.

5 CONCLUSAO

A aclimatizacdo das plantas regeneradas in vitro apos a criopreservacdo de embrides
zigdticos das cultivares de café arabica, catuai amarelo-1AC 62 e catuai vermelho IAC144, pode

ser realizada por meio do sistema hidroponico, utilizando a vermiculita como substrato.
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