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RESUMO: Com o objetivo de estudar o processo de calogénese utilizando-se embribes zigéticos imaturos de cafeeiro
C. arabica L. cv. Rubi como fonte alternativa de explantes, foi realizado o presente trabalho. Foram coletados frutos de
cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi em estadio verde-cana e mantidos em sacos de papel, por 24 horas, sob refrigeragdo
(4°C). Os frutos foram desinfestados com hipoclorito de sédio comercial 70% (v/v) durante 30 minutos, em camara de
fluxo laminar e lavados 3 vezes em agua destilada e autoclavada. Em seguida, os embriGes foram isolados utilizando-se
placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro e agua destilada e autoclavada. Para induzir a calogénese, foi realizada
uma incisdo no hipocétilo do embrido zigético imaturo no momento de sua excisao do fruto. Calos provindos de plantas
de cafeeiro com um ano de estabelecimento foram observados quanto aos seus aspectos histo-anatémicos. Foram feitos
cortes transversais corados com safrablau (safranina e azul de astra) e observados e fotografados em microscopio
fotdnico. Foi observado, ao MEV, que as células acumulam grande quantidade de amiliplastideos, sugerindo que os
grdos de amido podem ser utilizados como marcadores iniciais do potencial embriogénico. A microscopia fotdnica
revelou que os calos provindos de embriGes zigoticos apresentam-se como uma fonte de explante responsiva a
embriogénese, mostrando indicios de formagdo de embrifes somaticos.
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HISTO-ANATOMICAL CHARACHITERISTICS OF THE CALLUSES FROM Coffea
arabica L. CV. RUBI

ABSTRACT: With the objective of studying the callogenesis process being used zygotics embryos immature of coffee
plant C. arabica L. cv. Rubi as alternative source of explantes was accomplished the present work. Coffee plant fruits
were collected C. arabica L. cv. Rubi in stage verde-cana and maintained in paper bags by 24 hours under cooling (4
°C). The fruits were disinfected with commercial hypochlorite of sodium 70% (v/v) for 30 minutes, in flow camera to
laminate and washed 3 times in distilled water and autoclavada. Soon afterwards the embryos were isolated using plates
of sterilized Petri containing paper filter and distilled water and autoclavada. To induce the calogénese an incision it
was accomplished in the hypocotyls of the immature zygotic embryo in the moment of his excised of the fruit. Calluses
of the coffee plant plants with 1 year old of establishment were observed. They were made red-faced traverse cuts with
safrablau (safranina and astra blue) and observed and photographed in optical microscope. It was observed SEM that
the cells accumulate great amount of grains of starch, suggesting that the grains of starch can be used as initial markers
of the embryogenic potential. The optical microscopy revealed that the calluses of the zygotics embryos come as a
source of responsive explante to the embryogenesis, showing indications of formation of somatic embryos.

KEYWORDS: callogenesis, embryogenesis, explante, embryogenic potential.
INTRODUCAO

A embriogénese somatica torna-se uma estratégia viavel para o estudo do desenvolvimento fisiologico do embrido e da
produgdo de sementes sintéticas em larga escala. Esta técnica é uma das melhores opgdes para a propagacéo massal de
plantas elite (Gupta et al., 1993), proporcionando alta taxa de multiplicacdo, escalonamento da producgdo, manuten¢éo
de embribes em meios de cultura, plantio direto da muda sem necessidade de enxertia, além de possibilitar a
transferéncia de genes, tanto pela fusdo de protoplastos como pela transformacdo genética (Barros, 1999). Segundo
Ammirato (1983), na embriogénese somatica, uma Unica célula ou um grupo de células somaticas sdo precursoras de
embrides somaticos, sendo esse processo similar ao da embriogénese zigoética. Os embrides somaticos in vitro podem
ser formados a partir de dois padrdes basicos de embriogénese, direto ou indireto. Embora o sucesso da embriogénese
somatica em plantas lenhosas seja muito baixo, foi possivel estabelecer protocolos de inducdo de embriogénese
somatica para varias espécies florestais, incluindo varios membros da familia Lauraceae, como para Laurus nobilis
(Canhoto et al., 1999), Persea americana Mill. (Witjaksono et al., 1999) e Ocotea catharinensis (Viana & Mantell,
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1999). Pescador et al. (2000) reportam que a possibilidade de manipular sistemas in vitro para a clonagem de genétipos
vegetais superiores depende de varios fatores, como parametros morfolégicos, genéticos, bioquimicos, citolégicos e o
conhecimento da fisiologia do desenvolvimento celular, que é de fundamental importancia para se obter respostas
morfogenéticas nos sistemas de cultura in vitro. Embora ndo se conheca, ainda, de forma satisfatdria, por que certos
eventos regenerativos, in vitro, sdo mais facilmente induzidos em alguns tecidos do que em outros, admite-se que as
diferentes expressdes morfogenéticas reflitam na natureza e no grau de diferenciacdo destes tecidos. Assim, alguns
autores tentam relacionar as caracteristicas ultra-estruturais ao potencial embriogénico (Radojevic et al., 1975). No
entanto, a caracterizagdo citologica de calos durante o desenvolvimento ndo tem sido realizada com freqléncia na
cultura de tecidos. O estudo das alteragGes ultra-estruturais durante a organogénese in vitro para caracterizar as células
meristemoides e a formacao dos brotos é escasso (Pihakashi-Maunsbach et al., 1993; Arai et al., 1997). Dessa forma,
a falta de conhecimento dos fatores que regulam a embriogénese somatica e a assincronia no desenvolvimento de
embrifes somaticos sdo os principais responsaveis por sua reduzida aplicacdo comercial (Pihakashi-Maunsbach, 1993).
Uma das estratégias que podem aumentar a eficiéncia do processo embriogénico seria uma analise ultra-estrutural ainda
no estadio de calo. Com o objetivo de estudar o processo de calogénese utilizando-se embrides zigéticos imaturos de
cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi como fonte alternativa de explantes, foi realizado o presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em associacdo com o Laboratério Central de Biologia Molecular, o Laboratério de
Anatomia Vegetal e o Laboratério de Microscopia Eletrdnica e Anélise Ultra-Estrutural da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras, Minas Gerais. Foram coletados frutos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi em est&dio verde-cana e
mantidos em sacos de papel, por 24 horas, sob refrigeracdo (4°C). Os frutos foram desinfestados com hipoclorito de
sodio comercial 70% (v/v) durante 30 minutos, em cdmara de fluxo laminar e lavados 3 vezes em agua destilada e
autoclavada. Em seguida, os embrides foram isolados utilizando-se placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro e
agua destilada e autoclavada. Para induzir a calogénese, foi realizada uma incisdo no hipocétilo do embrido zigético
imaturo, no momento de sua retirada do fruto. Os embrides zig6ticos imaturos foram utilizados como fonte de explante
para calogénese, sendo, posteriormente, inoculados em 20 mL de meio em frascos do tipo baby food. Foi utilizado meio
para cultivo de embrides zigdticos de cafeeiro C. arabica L. cv. Rubi, descrito como o melhor tratamento para
desenvolvimento das partes aéreas, por Santos (2001), constituido pelo MS sais e vitaminas (Murashige & Skoog, 1962)
e suplementado com BAP (12 mg L-1), agar (8 g L-1) e sacarose (30 g L-1). O pH dos meios, autoclavados a 121 °C
por 20 minutos, foram ajustados em 5,8. Depois de inoculados, 0os embrides foram mantidos em sala de crescimento a
27+2°C e intensidade luminosa de 80 umol.s-1.m-2, sob fotoperiodo de 16 horas, durante todo o experimento. Calos
provindos de plantas de cafeeiro com um ano de estabelecimento em meio de cultura foram fixados em Karnovsky
(1965) modificado [glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%)] em tampéo cacodilato 0,05 M, pH 7,0, por 24
horas, em temperatura ambiente. Posteriormente, os calos foram colocados em glicerol 30% por 30 minutos e cortados
em nitrogénio liquido com bisturi. Os fragmentos foram lavados trés vezes (10 minutos) em tampéo cacodilato 0,05 M e
pos-fixados em solugdo de tetrdxido de 6smio 1% por 1-2 horas. Em seguida, foi realizada a desidratacdo em gradiente
de acetona (25%, 50%, 75% e 90%) por 10 minutos e em 100% por 2 vezes de 10 minutos. Posteriormente, as amostras
foram levadas para o aparelho de ponto critico por meio de CO2 liquido para completar a secagem. Os espécimes
obtidos foram montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono dupla face colocada sobre uma pelicula de
papel aluminio, cobertos com ouro e observados em microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 40XVP. Diversas
imagens para cada amostra foram geradas e registradas digitalmente, a aumentos varidveis, nas condi¢des de trabalho de
20 Kv e distancia de 9 mm. Foram feitos cortes transversais nos calos, que foram corados com safrablau (safranina e
azul de astra) (Bukatsh, 1972) e observado e fotografados em microscopio fotdnico. Para a captura das imagens foi
utilizado o microscépio Leica DM LS® com camera Nikon® acoplada, no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia do calo em decorréncia do BAP pode ser visualizada nas plantas que sofreram uma incisdo na regido do
hipocétilo, o que, provavelmente devido ao estresse, provocou uma resposta calogénica do tecido (Figura 1).
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Figura 1. A) Plantula obtida a partir de um embrido zigo6tico imaturo de Coffea arabica L. cv. Rubi, mostrando o calo
formado na regido da incisdo. B) Estereomicrografia para o detalhe do calo, permitindo a visualizacdo de seu aspecto e
coloragdo clara. Barra=1 mm.

De forma geral, a maioria dos calos apresentava-se com o mesmo aspecto da Figura 1B, porém, com diferengas na
coloragdo de marrom-claro (Figura 1B), marrom-escuro, verde e alguns avermelhados. Foi observado, ao MEV, que as
células acumulam grande quantidade de gréos de amido e material protéico amorfo (Figura 2).

Figura 2. Eletromicrografia de varredura mostrando o tecido adjacente ao calo de Coffea arabica L. cv. Rubi.
Amiloplastideo (am); proteina like (pr).

A afinidade da técnica de microscopia eletronica de varredura por proteinas pdde ser constatada com a utilizagdo de
glicerol. Moore et al. (2005), trabalhando com biofilmes de queratina, concluiram que, a medida que aumentava a
concentracdo de glicerol, observava-se maior homogeneidade dos biofilmes protéicos. Santos (2001) observou que 0s
teores de proteinas totais (método do 4cido bicinconinico) de calos de explantes foliares mantiveram-se constantes e em
baixas concentra¢bes durante o periodo de crescimento, para a cultivar Rubi. Durante a cultura de embrides somaticos,
as células acumulam grande quantidade de graos de amido, sugerindo que os grdos de amido podem ser utilizados como
marcadores iniciais do potencial embriogénico (Radojevic, 1979; Ho & Vasil, 1983; Godbole et al., 2004; Appezzato-
da-Gléria e Machado, 2004). Em detalhe, na Figura 3, observa-se onde fica a delimitacdo do tecido adjacente que
originou o calo, mostrando a ligacdo morfoanatdmica entre a presenca de grdos de amido (internos as células do caule)
e as células isodiamétricas do calo.

Figura 3. Eletromicrografia de varredura, mostrando o tecido adjacente ao calo de Coffea arabica L. cv. Rubi.
Observou-se, no interior das células, o material protéico amorfo e os amiloplastideos, e a delimitacdo entre o tecido
adjacente da plantula e as células isodiamétricas do calo. A seta indica o pr6-embrido em estadio globular inicial.

As células embriogénicas, de maneira geral, apresentam caracteristicas comuns ao comportamento de células
embriogénicas ativas, incluindo rapida divisdo mitotica, pequeno tamanho, citoplasma denso, nicleo grande com
nucléolo proeminente, vactolo pequeno e abundancia de graos de amido. Essas caracteristicas sugerem intensa sintese
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de RNA e ampla atividade metabdlica. De acordo com Quiroz-Figueroa et al. (2002), o desenvolvimento de um
embrido se inicia com pequenas células isodiamétricas, com citoplasma denso, que é sucedido de uma série de divisdes
celulares sucessivas, idéntica a observada durante a embriogénese zigotica (Moens, 1965).

Figura 4. Eletromicrografia de varredura mostrando as células isodiamétricas em diversos tamanhos (estadios) do calo
de Coffea arabica L. cv. Rubi. A seta indica o pré-embrido em estadio globular inicial.

A embriogénese somaética direta ocorre a partir do explante, que possui células programadas para a diferenciacdo e a
formacdo de embriBes somaticos. Para a embriogénese somética indireta, a desdiferenciagdo dos explantes resulta na
formacdo de calos, com células ou grupo de células competentes, ou seja, com capacidade de responder aos efeitos
estimulantes do meio de cultura. As estruturas globulares (Figura 4) notadas no centro indicam a ocorréncia de pré-
embrides soméaticos em estadio inicial. Quiroz-Figueroa et al. (2002) definem estas estruturas como sendo uma célula
embriogénica com o didmetro entre 15 e 20 um, demonstrando sinais de polarizagdo (Figura 5).

Figura 5. Eletromicrografia de varredura, mostrando, em detalhes, as células isodiamétricas em diversos tamanhos
(estadios) do calo de Coffea arabica L. cv. Rubi.

A microscopia fotonica revelou que os calos provindos de embrifes zig6ticos apresentam-se como uma fonte de
explante responsiva a embriogénese, mostrando indicios de formagdo de embrides somaticos (Figura 5). De acordo com
Quiroz-Figueroa et al. (2002), trata-se de um embrido globular e estadio avancado de cafeeiros em embriogénese
somaética indireta.
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Figura 6. Micrografia fotdnica, mostrando o embrido globular identificado no calo de Coffea arabica L. cv. Rubi. A)
Aspecto geral do embrido globular; B) linha circular de células (procambio) em evidéncia ao centro.
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A secgdo de embrides somaticos em estadio globular (Figura 5) demonstra um procambio bem definido (linha circular
de células ao centro das estruturas). O mesmo procambio é facilmente visualizado em outros estadios da embriogénese
somatica, demonstrando o desenvolvimento dos embrifes de C. arabica L. cv. Caturra Rojo (Quiroz-Figueroa et al,
2002). Segundo Vikrant & Rashid (2001), a embriogénese somatica direta ocorre mais freqlientemente em explantes de
microsporos, Ovulos e embrifes imaturos. Em contraste, embriogénese somatica indireta ocorre nas células
indeterminadas e ndo diferenciadas, formadas, primeiramente, nos calos. Portanto, a compreensdo da organogénese de
plantas nos estadios iniciais de desenvolvimento das células meristematicas requer a observacdo das mudancas
subcelulares e as suas correlagbes com as alteragdes bioquimicas (Pihakashi-Maunsbach et al., 1993). A grande
aplicacdo desta metodologia é fornecer informagdes associadas aos parametros morfoldgicos e bioquimicos das células
competentes (Santiago, 2003).

CONCLUSAO

O calo provindo de embriGes zigoticos imaturos apresenta-se como uma fonte de explante responsiva a embriogénese,
mostrando indicios de formagao de embrides somaticos.
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