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OTIMIZACAO DE UM PROTOCOLO PARA PRODUGCAO DE SEMENTES SINTETICAS
APARTIR DE EMBRIOES DE CAFEEIRO

Mateus R. PIZA!: Peterson R. da SILVA% Anna L. de R. MACIEL?®

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de goma xantana e
concentracdes dos sais do meio MS para otimizacdo de um protocolo para producdo de sementes sintéticas de Coffea
arabica L. O experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4, com trés repeticBes. A matriz de
encapsulamento foi composta por solucdo de alginato de sodio a 2%, meio de cultura MS nas concentracfes de 25 e
50% dos sais e goma Xxantana nas concentracdes de 0, 1, 1,5 e 2%. As avalia¢des foram realizadas aos 20 e 30 dias apds
a descomplexacdo, onde se avaliou as porcentagens de sementes germinadas e de sementes contaminadas. Conclui-se
que os tratamentos com adicdo de 1% de goma xantana ndo apresentam contaminacdo e proporcionam maiores
percentuais de germinagdo independente da concentracdo de sais de meio MS. Para o tratamento com 2% de goma
xantana e 50% de sais de meio MS, ndo ha germinacdo das sementes sintéticas.

Palavras-chave: Coffea arabica L.; Biotecnologia; Matriz de encapsulamento; Alginato de sodio.

1. INTRODUCAO

Entre as técnicas biotecnoldgicas utilizadas em Coffea arabica, a embriogénese somatica é
um importante método de propagacdo in vitro, pois consiste no desenvolvimento de embrides a
partir de células somaticas, sem que haja fusdo de gametas, a qual possibilita propagacdo vegetativa
acelerada e uniformidade genética de clones superiores, apresentando grande potencial a ser
explorado (REZENDE, 2008).

O desenvolvimento de sementes sintéticas € uma técnica de cultura de tecidos vegetais que
consiste em encapsular embrides somaticos, apices caulinares ou gemas axilares (CID, 2004).
Dentre as principais aplicabilidades dessa tecnologia sdo a protecdo dos propagulos, a facilidade de
armazenamento, a possibilidade de conservacdo e intercambio de germoplasma com protocolos
determinados para propagacao (PINTO et al., 2010).

O sucesso da propagacdo através de sementes sintéticas é altamente influenciado pela
composicao utilizada na formacdo da capsula. Bactérias pertencentes ao género Xanthomonas sao
capazes de sintetizar goma xantana (LUVIELMO; VENDRUSCOLO; SCAMPARINI, 2007).
Segundo Ramos (2011), a goma xantana possui propriedades como agente espessante, dispersante,
estabilizadora de emulsdes e suspensdes, estabilizadora da temperatura, ente outras. Esta pode ser
usada para encapsulamento de células vivas, devido a seu efeito protetor, onde devido suas notaveis

propriedades realdgicas (viscosidade), limitam a transferéncia de calor e propiciando alta atividade
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de 4gua (MUGNIER; JUNG, 1985).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes dos sais do meio de cultura MS e de goma xantana para otimizacéo de um protocolo
para producdo de sementes sintéticas a partir de embrides sométicos de Coffea arabica L. No
entanto, devido a dificuldade de obtencdo de embrides somaticos para o desenvolvimento do

presente trabalho, foram utilizados embribes zigoticos de cafeeiro.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais, Campus Muzambinho. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4, com 3
repeti¢des. Foram utilizados embriGes zigoticos de cafeeiro extraidos das sementes da cv Acaua.

As sementes permaneceram submersas em agua destilada durante 48 horas, posteriormente
passaram por assepsia em hipoclorito de sodio a 1,25% de cloro ativo durante 15 minutos para
posterior extragdo dos embrides.

A matriz de encapsulamento, foi composta por uma solugdo de alginato de sodio a 2%
acrescida de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) nas concentracdes de 25 e 50% dos sais e
goma xantana nas concentracdes de 0, 1, 1,5 e 2%, onde as solugdes referentes a cada tratamento
tiveram o pH ajustado para 5,8+1 e posteriormente foram autoclavadas a 120°C e 1,5 atmosfera de
pressao.

Apbs a extracdo dos embrides, estes foram submersos na matriz de encapsulamento
referente a cada tratamento, e resgatados com auxilio de uma pipeta automatica ajustada para 500
uL, sendo entdo, gotejadas em solucdo de cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) a concentracdo de 11
gramas L™, onde permaneceram por 20 minutos para sua complexacdo. Apés este periodo, as
sementes foram submetidas a uma triplice lavagem em &gua destilada e posteriormente submersas
em solucdo de glicerina a 2% para em seguida, serem secas em papel filtro.

As sementes referentes a cada tratamento foram acondicionadas em placas de Petri e colocas
em sacos de papel pardo, para serem levadas para camara fria a 10°C com umidade de 80%, onde
permaneceram por 10 dias. Apds este periodo, as sementes foram submersas em solucdo de nitrato
de potéssio (KNO3) na concentracdo de 100mM, por 20 minutos para a descomplexacdo e em

seguida, foram submetidas ao Blotter Test, utilizando trés folhas de papel Germitest umedecidas
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com 2,5 vezes seu peso em agua destilada, onde se montou os rolos, que foram mantidos de forma
vertical e levados para camara de germinacdo com temperatura ajustada para 25 = 1 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes foram realizadas aos 20 e aos 30 dias ap6s a descomplexagdo (DAD), onde se
avaliou as porcentagens de sementes germinadas e de sementes contaminadas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia com o emprego do Software estatistico SISVAR (FERREIRA,

2011). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se observar na Tabela 1,
que para as concentracfes de 25 e 50% dos sais do meio MS, ndo houve diferenca estatistica
significativa para germinacéo (ruptura da capsula), entre os tratamentos com 1, 1,5 e 2% de goma
xantana nas avaliacOes realizadas aos 20 e 30 DAD. No entanto, quando ndo se utilizou a goma
Xantana como matriz de encapsulamento, foi observado um aumento na porcentagem de
germinacdo aos 30 DAD para a concentracdo de 25% dos sais do meio MS, alcancando valores de
100% de germinacéo (Tabela 1).

Os tratamentos com 1% de goma xantana, apresentaram uma maior porcentagem de
germinacdo, onde até os 20 DAD, 100% das sementes sintéticas ja haviam rompido a matriz de
encapsulamento para as concentracfes de 25 e 50% de meio MS (Tabela 1).

Tabela 1: Germinacdo (%) de sementes sintéticas de Coffea arabica L. aos 20 e 30 dias ap6s
descomplexacdo (DAD) com relacdo a diferentes concentracbes de goma xantana e de meio MS.
IFSULDEMINAS Campus Muzambinho, Muzambinho — MG. 2017.

Concentracédo de meio de cultura MS

Goma Xantana (%0) 25 % 50 %
20 DAD 30 DAD 20 DAD 30 DAD
0,0 20,00 c 100,0 a 66,67 b 53,33 ¢
1,0 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
15 80,00 b 80,00 b 63,64 b 81,82b
2,0 30,77 ¢ 30,77 ¢ 00,00 c 00,00d
CV (%) 12,45 10,52 12,45 10,52

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia.

A elevada porcentagem de germinacgédo pode estar relacionada as caracteristicas espessante e
de estabilizagdo da goma xantana, proporcionando melhor estruturacdo das sementes sintéticas apos
a fase de complexacéo e durante a fase de desenvolvimento do eixo embrionario (RAMOS, 2011).

Na Figura 1 pode-se observar que ndo houve contaminagdo das sementes sintéticas de

cafeeiro utilizando-se 50% dos sais do meio MS na presenca de goma xantana nas concentragdes de
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1,0; 1,5 e 2,0% aos 20 DAD, permanecendo até os 30 DAD (Figura 2).

B Meio MS 25% A Meio MS 50% W Meio MS 25% A Meio MS 50%
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Figura 1: Porcentagem de sementes sintéticas Figura 2: Porcentagem de sementes sintéticas
de Coffea arabica L. contaminadas aos 20 de Coffea arabica L. contaminadas aos 30
DAD. DAD.

4. CONCLUSOES

A concentracdo de 1% de goma xantana proporciona maiores porcentagens de germinacao
de sementes sintéticas de cafeeiro independente da concentracdo de sais de meio MS.

N&o h& contaminacdo das sementes sintéticas utilizando-se 50% dos sais do meio MS na
presenca de goma xantana aos 20 e 30 DAD.
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