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RESUMO

VENIAL, L. R. Universidade Federal do Espirito Santo, Dezembro — 2019.
DUPLICACAO DO CONJUNTO CROMOSSOMICO EM Coffea canephora E
Coffea arabica. Orientador: Prof. D.Sc. Wellington Ronildo Clarindo.

A poliploidia refere-se a ocorréncia de mais de dois conjuntos cromossémicos por
nucleo. A poliploidizacédo sintética pode ser conduzida in vitro, em condicdes fisicas e
quimicas controladas. As diferentes estratégias de poliploidizagdo podem promover
alteracdes gendmicas e, consequentemente, 0s novos individuos podem exibir diferentes
fendtipos acerca dos aspectos fisiologicos, morfoldgicos e reprodutivos quando
comparados aos seus progenitores. Entretanto, alguns gargalos tém sido ressaltados por
diferentes autores, tais como a alta taxa de mortalidade dos explantes, baixa taxa de
regeneracdo de plantulas e grande numero de mixoploides. Nesse contexto, as
suspensdes de agregados celulares (SAC), obtidas nas etapas iniciais da embriogénese
somatica indireta (ESI), representam um material vegetal promissor para duplicacdo do
conjunto cromossomico (DCC) in vitro em virtude da elevada taxa de proliferagéo das
células. Além disso, as SAC sdo matidas em agitacdo orbital constante, permitindo que
mais células tenham contato direto com os compostos empregados para DCC diferente
do que ocorre no sistema semissolido. Nesse trabalho, foi objetivado regenerar plantulas
autotetraploides e autoalo-octaploides de Coffea canephora e Coffea arabica,
respectivamente, a partir de um novo procedimento in vitro de DCC para Coffea.
Explorando a ESI, as SACs foram tratadas com solucdo de colchicina 0,0 (controle),
0,5, 1,5 ou 2,5 mM em meio de cultura liquido sob agitacao orbital constante por 48, 72
ou 96 h. Inoculadas em meio semissélido, as SAC passaram a ser denominadas de
massa celular (MC), as quais mostraram respostas morfogénicas distintas entre as
espécies de Coffea, tempo de tratamento e concetracdo de colchicina. Embrides
somaticos cotiledonares maduros foram regenerados a partir de massas celulares
tratadas com 2,5 mM/48 h e 2,5 mM/72 h para C. canephora e com 0,5 mM/48 h para
C. arabica. Avaliando o nivel de ploidia de DNA, 36 (34,9%) plantulas de C.
canephora foram classificadas como autotetraploides (2n = 4x = 44) e 61 (21,1%) de C.
arabica como autoalo-octaploides (2n = 8x = 88). O procedimento de DCC, explorando
as SAC e a ESI, promoveu a duplicacdo de todo o genoma e resultou em um nimero
relativamente alto de poliploides estaveis das duas espécies de Coffea. Portanto,
considerando os resultados obtidos, a metodologia adotada para DCC in vitro é
reprodutivel para inducéo, regeneracdo e propagacao in vitro de poliploides para Coffea,
podendo ser adapatada para outras espécies arbustivas e lenhosas. Tendo em vista a
novidade e a importancia desse procedimento para gerar novos germoplasmas, foram
mostradas a base e as etapas do procedimento DCC.

Palavras-chave: café, poliploidizacdo, cultura de tecidos vegetais, citogenética.



ABSTRACT

VENIAL, L. R. Universidade Federal do Espirito Santo, February — 2019
CHROMOSOME DOUBLING IN Coffea canephora AND Coffea arabica. Advisor:
Prof. D.Sc. Wellington Ronildo Clarindo.

Polyploidy refers to the occurrence of more than two chromosomal sets per nucleus.
Synthetic polyploidization may be conducted in vitro under controlled physical and
chemical conditions. Different polyploidization strategies may promote genomic
alterations and, consequently, new individuals may exhibit different phenotypes
regarding physiological, morphological and reproductive aspects when compared to
their parents.However, some bottlenecks have been highlighted by different authors,
such as the high explant mortality rate, low seedling regeneration rate and large number
of mixoploids. In this context, cell aggregate suspensions (CAS), obtained through the
indirect somatic embryogenesis (ISE) system, represent a promising plant material for
in vitro chromosome doubling (CD) due to the high rate of cell proliferation. In
addition, CASs are killed in constant orbital agitation, allowing more cells to have direct
contact with the compounds employed for CD than in the semisolid system. In this
work, we aimed to regenerate autotetraploid and auto-alloctaploid seedlings of Coffea
canephora and Coffea arabica, respectively, from a new in vitro CD procedure for
Coffea. Exploring the ISE, the CASs were treated with 0.0 (control), 0.5, 1.5 or 2.5 mM
colchicine solution in liquid culture medium under constant orbital agitation for 48, 72
or 96 h. Inoculated in semisolid medium, SACs were renamed cellular mass (CM),
which showed distinct morphogenic responses among Coffea species, treatment time
and colchicine concentration. Mature cotyledonary somatic embryos were only
regenerated from cellular masses treated with 2.5 mM / 48 h and 2.5 mM / 72 h treated
CM for C. canephora and 0.5 mM / 48 h for C. arabica. Evaluating the DNA ploidy
level, 36 (34.9%) C. canephora seedlings were classified as autotetraploid (2n = 4x =
44) and 61 (21.1%) of C. arabica as auto-alloctaploid (2n = 8x = 88).The DC procedure
exploiting the CASs and ISE promoted duplication of the entire genome and resulted in
a relatively high number of stable polyploids of the two Coffea species. Therefore,
considering the results obtained, the methodology adopted for in vitro CD is
reproducible for induction, regeneration and in vitro propagation of polyploids to Coffea
and can be adapted to other shrub and woody species. Given the novelty and importance
of this procedure for generating new germplasm, we show the basis and steps of the CD
procedure.

Keywords: coffee, polyploidization, plant tissue culture, cytogenetic.
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CF — Calos friaveis

DCC - Duplicagao do conjunto cromossémico
ES — Embrides somaticos
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ESI — Embriogénese somética indireta

MC — Massa celular

SAC — Suspensoes de agregados celulares
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INTRODUCAO

A poliploidizagdo leva a ocorréncia de mais de dois conjuntos cromossémicos
completos no ndcleo celular. Este fendbmeno ocorre naturalmente, promovendo a
formacdo de individuos autopoliploides, alopoliploides verdadeiros ou alopoliploides
segmentais (Stebbins, 1947). Assim, a poliploidia possui papel importante na evolugéo
e diversificacdo das plantas (Soltis et al., 2009). Além das alteragBes gendmicas
(genéticas e epigenéticas), os poliploides também podem exibir novas caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e reprodutivas (Adams et al., 2005).

O impacto da poliploidia natural na diversidade e evolugédo das plantas inspirou
varios grupos de pesquisa a estabelecer diferentes estratégias para a poliploidizacao
sintética (duplicacdo do conjunto cromossémico — DCC) (Dhooghe et al., 2011). Em um
cenario agronémico, os procedimentos ex vitro e in vitro para induzir a poliploidia
sintética resultam em novos germoplasmas para os programas de melhoramento de
espécies agrondmicas, ornamentais, medicinais e florestais (Dhooghe et al., 2011;
Sattler et al., 2016).

Poliploides sintéticos tém sido obtidos principalmente a partir da DCC em
ambiente in vitro, desde Murashige e Nakano (1966), em condicdes fisicas e quimicas
controladas. Para tal, o material bioldgico (explante ou propagulo), apresentando células
proliferativas comprometidas com o ciclo celular ou reprodutivas em meiose, é exposto
a um agente antitubulinico adicionado ao meio de cultura (Murashige; Nakano, 1966).
Os diferentes compostos antitubulinicos (colchicina, orizalina, trifluralina, amiprofos-
metil e propizamida) previnem a formacdo de fuso mitético (Fig. 1) ou meiotico por
meio da ligacdo a a-tubulina e B-tubulina, impedindo, desta forma, a formacdo do

heterodimero constituinte do microtibulo (Hancock, 1997; Planchais et al., 2000). Em
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virtude deste efeito citologico, ndo ocorre a segregacdo das cromatides-irmas (anafase
mitotica Fig. 1; anafase Il meidtica) ou dos cromossomos homdlogos (anafase |
meidtica), assim como também n&o ocorre a citocinese (Fig. 1), resultando em células
com o dobro do nimero de conjuntos cromossémicos.

Em relacdo as estratégias in vitro, o conjunto cromossémico foi duplicado para
arvores e arbustos, como Acacia dealbata Link., Acacia mangium Willd. (Blakesley et
al., 2002), Platanus acerifolia (Ait.) Willd. (Liu et al., 2007), Jatropha curcas L.
(Oliveira et al., 2013), Ziziphus jujuba Mill. (Shi et al., 2015), Eriobotrya japonica
(Thunb.) Lindl. (Blasco et al., 2015), alotriploide “Hibrido de Timor” (Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner x Coffea arabica L., Sanglard et al., 2017),
alotriploide Populus alba L. x Populus berolinensis Dippel. (Liu et al., 2018),
Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden, Eucalyptus urophylla S. T. Blake, Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage e homoploide Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (Silva et al., 2019).

Expandindo a aplicabilidade, adaptacbes foram realizadas para solucionar os
principais gargalos do procedimento in vitro da DCC: baixa taxa de poliploides estaveis,
alta taxa de mixoploides e mortalidade dos propagulos. Atualmente, o procedimento
mais promissor in vitro associa a via da embriogénese somatica indireta (ESI) ao
tratamento com o agente antitubulinico. AdaptacGes nos procedimentos de DCC sao
imperativos para ampliar sua aplicacdo para outras espécies. Desta forma, assim como
para Citrus L. (Wu; Mooney, 2012; Petersen et al., 2003; Zhang et al., 2007; Dutt et al.,
2010), Sanglard et al., (2017) associaram a ESI ao tratamento com colchicina,
duplicando o conjunto cromossomico de um hibrido de Coffea de 2n = 3x = 33
cromossomos e 1C = 2.10 pg de contetido de DNA nuclear para 2n = 6x = 66 e 2C =

4.20 pg.
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Figura 1 — Esquema representativo do efeito dos antitubulinicos no ciclo celular. a) Estrutura quimica
dos principais antitubulinicos utilizados para a DCC: colchicina — (S)-N-(5,6,7,9-tetrahidro-1,2,3,10-
tetrametoxi-9-oxobenzo[a]heptalen-7-il)acetamida; trifluralina — a,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-dipropil-
p-toluidina; orizalina — 3,5-dinitro-N* N*-dipropilsulfanilamida; e amiprofos metil — O-metil O-(2-nitro-p-
tolil)N-isopropilfosforamidotionato. b) Representacdo do ciclo celular sem a interferéncia de um agente
antitubulinico, seus eventos celulares e as alteracfes sob o contetdo relativo de DNA (2C, 4C)
considerando uma célula diploide em G;. c) Efeito do agente antitubulinico sob o ciclo celular e,
consequentemente, sob o conteddo relativo de DNA. Agentes antitubulinicos evitam a formagédo do fuso
mitdtico, impedindo a segregacdo das cromatides-irmas e a ocorréncia da citocinese. Assim, 0 conjunto
cromossdmico é duplicado, resultando em uma Unica célula-filha com contetido relativo de DNA em G;
equivalente a 4C e com o dobro do nimero de conjuntos cromossdmicos.

A maioria dos estudos (Wu; Mooney, 2002; Petersen et al., 2003; Zhang et al.,
2007; Sanglard et al., 2017) conduziu a DCC associando ESI ao tratamento com
colchicina em meio semissélido. Diferentemente, Dutt et al. (2010) realizaram a DCC
em suspensdes de agregados celulares (SAC), as quais s@o estabelecidas em meio

liquido a partir de calos friavéis (CF). O uso dos agregados celulares baseia-se na
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elevada taxa de proliferacdo celular em comparacdo com os CF em meio semissélido
(van Boxtel; Berthouly, 1996).

VariagOes na resposta ESI foram observadas apds o tratamento com o agente
antitubulinico, uma vez que a taxa de embriGes sométicos (ES) e plantulas regeneradas
varia entre os CF e também entre as SAC (Zhang et al., 2007; Wu; Mooney, 2012;
Sanglard et al., 2017). As causas dessas variaches podem estar associadas as condi¢des
in vitro, a ocorréncia de variacdo somaclonal durante a ESI, e/ou ao efeito citotdxico do
tratamento antitubulinico (Dhooghe et al., 2011).

Independente do sistema de cultura de tecidos in vitro (semissélido ou liquido), a
DCC por meio da associacdo ESl/antitubulinico (Wu; Mooney, 2012; Petersen et al.,
2003; Zhang et al., 2007; Dutt et al., 2010; Sanglard et al., 2017) esta resolvendo os
principais gargalos deste método in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estabelecer um novo procedimento para DCC a partir de SAC de Coffea canephora e
Coffea arabica, espécies de grande relevancia em termos agronémicos. C. canephora é
uma especie diploide com 2n = 2x = 22 cromossomos e contetido de DNA nuclear 2C =
1,43 pg, e C. arabica € um alotetraploide verdadeiro que possui 2n = 4x = 44

cromossomos e 2C = 2,62 pg (Clarindo; Carvalho, 2009).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Uma planta de C. canephora, a qual tem sido propagada in vitro (Universidade
Federal do Espirito Santo, Espirito Santo, Brasil), e uma planta de C. arabica, mantida
em estufa (Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil), foram utilizadas

como doadores de explantes. O numero cromossdmico, nivel de ploidia (2n = 2x = 22



17

para C. canephora e 2n = 4x = 44 para C. arabica) e valor 2C nuclear (2C = 1,43 pg
para C. canephora e 2C = 2,62 para C. arabica) dos doadores de explantes foram

confirmados por Sanglard et al. (2019).

Estabelecimento dos CF e das SAC

As folhas coletadas da planta doadora de C. arabica foram desinfestadas de
acordo com de Oliveira et al. (2013). Cinco fragmentos foliares de ~1 cm? foram
excisados das plantas doadoras de explantes das espécies de Coffea e colocados em
placas de Petri de 60 x 15 mm contendo meio M1 (Tabela 1). A indugéo de CF foi
conduzida no escuro a 25 = 2°C. Apds 60 dias, sob condicdes assépticas, 0,5 g de CF
foram transferidos para Erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 mL de meio M2 (Tabela
1). Os Erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 100 rpm, 25 + 2°C. Para o
estabelecimento das SAC, o material foi subcultivado a cada 15 dias, respeitando os 0,5

g de agregados celulares por Erlenmeyer.
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Tabela 1 — Meios de cultura empregados para inducéo de calos (M1), estabelecimento
das SAC (M2), DCC (M2), regeneracédo de ES (M3 e M4) e de plantulas (M5) de C.
canephora e C. arabica.

Meios
Componentes M1 M2 M3 M4 M5
MS (Sigma®) 215¢gL? 2,15¢gL? 43gL? 43¢gL* 43gL*
Vitaminas Gamborg’s 10 ml L* 10 ml L? 10 ml L? 10 ml L? 10 ml L?
B5
Sacarose (Sigma®) 30gL? 30gL? 30gL? 30gL? 30gL?
L-cisteina (Sigma®) 0,08gL* 0,08gL? 0,04gL* 0,04gL? -
Extrato malte (Sigma®) 04gL? - 08glL? 08glL? -
Caseina (Sigma®) 01gL? - 02gL? 02gL? -
2,4-D (Sigma®) 0002gL®  0,002gL* - - -
BAP (Sigma®) 0,001gL?! 0001gL®! 0001gL!  0,001gL? -
GA; (Sigma®) - - - - 0,001gL?
Phytagel (Sigma®) 28¢gL? - 28¢gL? 28gL? 28¢gL*
e
pH 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6

MS: Murashige e Skoog (1962); 2,4-D: 4cido 2,4- diclorofenoxiacético; BAP: 6-benzilaminopurina; GAs:

acido giberélico.

M1: Meio de inducdo de calos; M2: Meio de estabelecimento e proliferacdo das SAC; M3, M4: Meio de
regeneracdo de ES. M5: Meio de germinacdo de embrifes somaticos cotiledonares maduros (ESCM).
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DCC e regeneracéo de plantulas

Ap0s o quarto subcultivo (60 dias), as SAC foram tratadas com colchicina, um
composto alcaloide isolado de sementes e bulbos de Colchicum autumnale L. (Planchais
et al., 2000). O tratamento com colchicina foi realizado sete dias ap6s o quarto
subcultivo, de acordo com as curvas de crescimento das SAC de C. canephora e C.
arabica (van Boxtel; Berthouly, 1996). Entéo, a solucéo de colchicina filtro esterilizada
foi adicionada a cada Erlenmeyer para uma concentracao final de 0,0 (controle), 0,5, 1,5
ou 2,5 mM. As SAC foram mantidas sob tratamento com colchicina por 48, 72 ou 96 h,
em agitador orbital a 50 rpm a 25 = 2°C (Fig. 2). Um Erlenmeyer foi utilizado para cada
tratamento com colchicina 0,0, 0,5, 1,5 ou 2,5 mM. ApGs a exposicao a colchicina, as
SAC de cada Erlenmeyer foram despejadas separadamente em filtro estéril de 40 um
(BD Falcon™), e cuidadosamente lavadas com pelo menos 50 mL de dH,O autoclavada
para eliminacdo da colchicina residual (Fig. 2). Os agregados celulares de cada
Erlenmeyer foram subdivididos em duas placas de Petri de 60 x 15 mm contendo meio
M3 ou M4 (Tabela 1). Com a transferéncia para o sistema in vitro semissolido, os
agregados celulares foram denominados como massa celular (MC). Apds a regeneracao
dos embrides somaticos, apenas os ESCM foram transferidos para tubos contendo meio

M5 para germinacgéo (Tabela 1).
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Figura 2 — Esquema representando o procedimento para DCC a partir das SAC de Coffea submetidas ao
tratamento com colchicina. (a) Fragmentos foliares de Coffea (~1 cm?) em meio M1 (Tabela 1). (b) CF
apos ~30 dias em M1. (c) 0,5 g de CF em (d) Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de meio M2
(Tabela 1). (e) SAC em agitador orbital a 100 rpm. (f) Adicéo da solucdo de colchicina filtro esterilizada
apos sete dias de subcultivo, respeitando a curva de crescimento das SAC relatada para Coffea (van
Boxtel; Berthlouly, 1996). (g) SAC sob tratamento com colchicina por tempos distintos em agitador
orbital a 50 rpm. (h e i) Lavagem cuidadosa e continua das SAC com 50 mL de dH,O estéril. (j) SAC
transferidas para meio semissolido M3 ou M4 (Tabela 1). Inoculadas em M3 ou M4, as SAC passaram a
ser denominadas de massa ceclular (MC). (k) MC apresentando embrifes somaticos globulares,
cordiformes, torpedos e cotiledonares de C. canephora ou de C. arabica em M3 e M4. (I) ESCM em meio
M5 (Tabela 1). (m) Plantulas regeneradas das duas espécies de Coffea, das quais foram retiradas folhas
para determinacéo do nivel de ploidia de DNA.
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Nivel de ploidia de DNA das plantulas regeneradas

O nivel de ploidia de DNA e o valor 2C nuclear das plantulas de C. canephora e
C. arabica regeneradas foram determinados a partir de suspens@es nucleares extraidas
de folhas e coradas de acordo com Otto (1990) e Praca-Fontes et al. (2011). Assim
como Sanglard et al. (2017), as suspensfes nucleares obtidas de folhas das plantas
doadoras de explantes de C. canephora e C. arabica foram usadas como controle para
determinacdo do nivel de ploidia de DNA. As suspensdes foram analisadas em

citémetro Partec PAS® (Partec® GmbH, Munster, Alemanha).

RESULTADOS

Estabelecimento dos CF e das SAC

Apds 90 dias no M1 (Tabela 1), o nimero médio de explantes responsivos,
determinado pelos fragmentos foliares com calos friaveis, foi de 1,07 para C. canephora
e de 2,37 para C. arabica. No M2 (Tabela 1), as SAC foram estabelecidas a partir de
calos friaveis das duas espécies de Coffea ap6s o terceiro subcultivo, equivalente a 45
dias. Portanto, o procedimento de DCC foi conduzido no sétimo dia durante o quarto
subcultivo. Apds a transferéncia dos agregados celulares para M3 ou M4, eles foram
denominados como MC (Fig. 3). As respostas dos explantes para a formacdo de CF

ocorreram de maneira distinta entre as espécies de Coffea.

DCC e regeneracao de plantulas

ES foram regenerados a partir das MC tratadas com colchicina e mantidas em
M3 e M4 (Fig. 3). Os tratamentos responsivos para a formagéo de ES foram diferentes
entre as duas espécies de Coffea. Os ES de C. canephora foram regenerados a partir das

MC tratadas com colchicina 2,5 mM/48 h e mantidos em M3 ou M4 e com colchicina
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2,5 mM/72 h em M3. Para C. arabica, os ES foram regenerados a partir de MC tratadas
com colchicina 0,5 mM/72 h e mantidas em M3 ou M4 (Fig. 3 c e d.). As MC das duas
espécies de Coffea apresentaram embrides somaticos globulares (Fig. 4 a), que foram
convertidos em codiforme (Fig. 3b), em torpedo (Fig. 3c) e, na sequéncia morfogénica,
em cotiledonares (Fig. 4 d-f). Os embrides somaticos cotiledonares amadureceram,
resultando nos ESCM (Fig. 4 f). Portanto, ES em diferentes estagios de
desenvolvimento foram observados na mesma massa celular responsiva, evidenciando
uma resposta assincrona do ISE (Fig. 3, 4). Além disso, MC n&o responsivas ocorreram
para as duas espécies nos diferentes tratamentos, incluindo o controle.

A resposta in vitro para a regeneracdo ocorreu de maneira distinta entre as
espécies de Coffea, entre os tratamentos com colchicina (tempo e concentracdo) e entre
0s meios M3 e M4 (Tab 1, 2). O tempo de regeneracdo foi menor e com maior nimero
de ESCM para o tratamento responsivo de C. arabica em relagéo ao de C. canephora.
Em M3 e M4 (Tabela 2), 324 ESCM foram regenerados para C. arabica apés 90 dias e
76 para C. canephora ap6s 120 dias (Tabela 2).

Durante toda a resposta in vitro, 878 ESCM foram contabilizados, dos quais 621
de C. arabica e 257 de C. canephora. Gradualmente, as plantulas foram regeneradas a
partir dos ESCM em meio M5 (Tabela 1) apds 60 dias, resultando em 392 (44,6%)
plantulas, sendo 103 plantulas para C. canephora e 289 para C. arabica (Tabela 1). Esse
namero reduzido de plantulas em relacdo ao de ESCM deve-se a falha ou ao
desenvolvimento morfoldgico inadequado da raiz e/ou da parte aérea. As MC
mostraram uma producdo continua de ES para as espécies, por mais de um ano, com
potencial de regeneracdo de plantulas ao longo de varios meses. No entanto, em nosso

estudo, eles foram contabilizados até 150 dias em M3 ou M4.
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Avaliacéo do nivel de ploidia de DNA

No final dos 150 dias em M3 e M4, os ESCM foram transferidos para o M5.
Como resultado, plantulas foram obtidas ap6s dois meses e, assim, o nivel de ploidia de
DNA foi avaliado, representando 103 (40,1%) pléntulas para C. canephora e 289
(46,5%) para C. arabica em relagdo ao nimero total de ESCM (Tabela 2). O nivel de
ploidia de DNA foi determinado para plantulas individuais (392 plantulas, Tabela 2) por
comparagdo com o pico de nucleos Go/G: da planta doadora de explantes. Para as
plantulas previamente selecionadas como tetraploides (C. canephora) e octaploides (C.
arabica), o nivel de ploidia de DNA foi determinado novamente ap6s dois meses e apos
seis meses. Assim, a condicdo poliploide foi confirmada para todas as plantulas de
Coffea (Tabela 2) em todas as analises por citometria de fluxo, evidenciando uma
condigdo poliploide s6lida. Nenhuma placa mixoploide foi identificada.

Plantulas com nivel de ploidia de DNA equivalente ao tetraploide (4C = 2,86 +
0,053 pg) foram encontradas para C. canephora (doador de explante com 2C = 1,43 pg,
2n = 2x = 22 cromossomos), sendo 12 plantulas (26,7%) de 2,5 mM/48 h/M3, 16
(43,2%) de 2,5 mM/48 h/M4 e 8 (34,9%) de 2,5 mM/72 h/M3. O procedimento de DCC
in vitro (Fig. 1) resultou pléantulas octaploides de C. arabica. Essas plantulas com 4C =
5,22 + 0,028 pg foram obtidas de 0,5 mM/72 h/M3 (27 plantulas — 26,5%) e M4 (34
plantulas - 18,2%). Assim, 61 (21,1%) pléantulas foram classificadas como octaploides
para C. arabica (Tabela 2). Considerando a origem evolutiva dessa espécie, que é um
alotetraploide verdadeiro de C. canephora x Coffea eugenioides Moore, e 0 nivel de
ploidia das plantulas (4C = 5,22 pg), esses germoplasmas podem ser considerados

autoalo-octaploides.
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Figura 3 — Diferentes respostas in vitro da MC de C. canephora (a e b) e de C. arabica (c e d) observadas
apos o tratamento das SAC com colchicina (Tabela 1, Fig. 2). (a e b) MC de C. canephora, ap6s 150 dias
(Tabela 2), tratadas com colchicina 2,5 mM/48 h (Fig. 2) e mantidas em meio M4 (Tabela 1). (a) Placa de
Petri mostrando predominio de MC ndo responsivas e outras com ES globular. (b) Placa de Petri exibindo
MC ndo responsivas e responsivas com ES em estagios distintos de desenvolvimento (globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar inicial). (c) MC néo responsiva de C. arabica tratada com colchicina
0,5 mM/72 h e mantida em M4 durante 90 dias. (d) Inimeros ES de C. arabica em diferentes estagios de
desenvolvimento. Este resultado foi obtido apds 90 dias de tratamento das SAC com colchicina 0,5
mM/72 h. Barra=1 cm.
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Figura 4 — Regeneracdo, conversdo e maturacdo dos ES de C. canephora e C. arabica. ES globulares (a),

cordiformes (b), torpedos (c), cotiledonar inicial (d), cotiledonares médios (e) e cotiledonares maduros (f).
Barra=1cm.
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Tabela 2. Resposta da ESI a partir das MC ap6s tratamento das SAC com colchicina, considerando as MC que apresentaram ESCM de C. arabica e C. canephora.

Tratamento com I ESCM em 90 ESCM em 120 ESCM em 150 Total de Total (%) de plantulas com namero de
Coffea - Meios - ., -, Total de ESCM N 3 . P . 4
colchicina dias dias dias plantulas conjuntos cromossdmicos duplicados
M3 - 25 100 125 45 (36.0%) 12 (26.7%)
2.5 mM/48 h
C. canephora M4 - 29 70 99 37 (37.4%) 16 (43.2%)
25mM/72h M3 - 22 11 33 21 (63.6%) 8 (38.1%)
257 103 (40.1%) 36 (34.9%)
M3 89 70 78 237 102 (43.0%) 27 (26.5%)
C. arabica 0.5mM/72 h
M4 235 40 109 384 187 (48.7%) 34 (18.2%)
621 289 (46.5%) 61 (21.1%)

1 - Vide Tabela 1.

2 — Namero total e % de ESCM regenerados em M3 ou M4 e transferidos para M5 (Tabela 1).

3 — Numero total e % de plantulas com folhas para avaliagdo do nivel de ploidia de DNA apds dois meses em M5.

4 — Numero e % de plantulas que apresentaram nivel de ploidia de DNA equivalente ao dobro do nimero de conjuntos cromossémicos em relagdo a planta doadora de

explantes.
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DISCUSSAO

Neste estudo, um novo procedimento de DCC foi estabelecido a partir de SAC
da espécie diploide C. canephora e do alotetraploide verdadeiro C. arabica, resultando
em plantulas autotetraploides de C. canephora (4C = 2,86 pg) e autoalo-octaploides de
C. arabica (4C = 5,24 pg). Esses novos germoplasmas foram gerados aproximadamente
dentro de um ano, sendo 90 dias para producdo de CF, 67 dias para estabelecimento de
SAC, 2 — 4 dias para tratamento com colchicina, 150 dias para regeneragdo de ESCM e
60 dias para regeneragdo das plantulas. Esse tempo relativamente curto, representa um
avanco para os programas de melhoramento de Coffea, que dependem de estratégias que
demandam varios cruzamentos, grande progénie e tempo para gerar novos
germoplasmas. Por exemplo, o tempo de selecdo de hibridos in vitro (~8 anos) € menor
que o tempo de selecdo de hibridos no programa de melhoramento tradicional (~25
anos) (Etienne et al., 2018). Além disso, os novos germoplasmas foram formados a
partir de fragmentos foliares das plantas selecionadas. As células dessas folhas
apresentaram alto grau de plasticidade, permitindo a reprogramacéo e a formacéo de
embrides somaticos e plantulas a partir da seguinte rota de ESI: células diferenciadas —
celulas desdiferenciadas — células rediferenciadas.

Para induzir a DCC em sistema liquido, foi explorada a elevada taxa de
proliferacdo das células das SAC de Coffea (van Boxtel; Berthouly, 1996; Clarindo et
al., 2013). Diferentemente do que ocorre no sistema semissolido (Loyola-
Vargas;Vazquez-Flota, 2006; Dutt et al., 2010), a SAC é mantida em agitacdo orbital
constante, permitindo que mais células tenham contato direto com os diferentes
compostos do meio de cultura. Dentre os compostos, destacam-se os reguladores de

crescimento que promovem a proliferacdo celular (2,4-D em nosso estudo) e o
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antitubulinico durante o procedimento de DCC. No sistema semissolido, por exemplo,
ha uma reducdo na taxa de difusdo de nutrientes em virtude da consisténcia gelatinosa
do meio (Loyola-Vargas; Vazquez-Flota, 2006).

O principal aspecto do procedimento (Fig. 2) foi o tratamento antitubulinico
aplicado as SAC em proliferacdo no sistema liquido in vitro. As condi¢es quimicas e
fisicas do ambiente da cultura de tecidos foram eficazes, dando origem a CF (primeira
fase — desdiferenciacdo) e SAC com células proliferativas (segunda fase), ESCM
(terceira fase) e plantulas com diferentes niveis de ploidia (quarta fase). A ESI tem sido
extensivamente explorada para a regeneracao de plantulas de Coffea desde van Boxtel e
Berthouly (1996), considerando a reprodutibilidade para diferentes espécies e gendtipos
da mesma especie (Samson et al., 2006; Almeida et al., 2008; Ibrahim et al., 2015 ),
como C. canephora, C. eugenioides, o alotriploide “Hibrido de Timor” 'CIFC 4106' ¢ 0
alotetraploide verdadeiro C. arabica (Sanglard et al., 2019). Além da propagacéo in
vitro, 0s novos germoplasmas de Coffea obtidos neste estudo confirmam que as
condigdes in vitro de van Boxtel e Berthouly (1996) sdo a base para estabelecer
protocolos aplicados de cultura de tecidos para esse género.

A regeneracdo de ESCM de Coffea ocorreu basicamente ap6s a remoc¢do da
auxina exogena 2,4-D e a suplementacdo do meio de cultura com carvao ativado.
Assim, a eliminacdo do principal componente quimico responsavel por manter as
células em condicdo totipotente foi necessaria, conforme recomendado por Rose et al.
(2010) e Nic-Can e Loyola-Vargas (2016). O carvao ativado é adicionado ao meio de
cultura em virtude da sua capacidade de adsorcao de residuos 2,4-D exogenos (Pan; van
Staden, 1998), alem da adsorcdo de substancias inibidoras presentes no meio ou

produtos toxicos liberados pelas células, contribuindo, portanto, para regeneracdo de
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embrides somaticos, conversdo e maturacdo para o estagio cotiledonar maduro (Pasqual
etal., 2002).

O controle osmético também é fundamental para a regeneracdo de ES. Um
potencial osmotico relativamente alto é necessario para indugdo de CF e
estabelecimento e proliferagdo da SAC. Por outro lado, a diminuicdo do potencial
osmatico é fundamental para a regeneracdo do ES, mimetizando o ambiente das
sementes durante o desenvolvimento do embrido zig6tico (Merkel et al.,, 1995;
Finkelstei; Crouch 1986; Dutt et al., 2010).

O principio para promover a DCC foi poliploidizar o maior nimero possivel de
celulas das SAC de Coffea usando a colchicina como antitubulinico, a qual pode ser
substituida por outro composto com o mesmo efeito especifico. Os compostos
antitubulinicos possuem acao citotoxica especifica caracterizada pelo impedimento da
formacdo do fuso mitético e, consequentemente, da segregacdo das cromatides-irmas e
da citocinese (Planchais et al., 2000; Dutt et al., 2010; Acanda et al., 2015). Como a
poliploidizacdo ocorreu em células das SAC de Coffea, foi concluido que a coesina que
une as cromatides-irmas dos cromossomos foi clivada, duplicando o numero de
cromossomos como em uma anadfase normal. No entanto, 0s Ccromossomos
permaneceram na célula como resultado da auséncia do fuso mitdtico e,
consequentemente, da ndo ocorréncia de citocinese. A reorganizacdo da membrana
nuclear em torno desses cromossomos ocorreu na tel6fase e as células-filhas foram
formadas contendo um unico nucleo em uma nova condicéo poliploide em comparacéo
com a planta doadora.

A colchicina aplicada no setimo dia apds o subcultivo também contribuiu para
gerar 36 (34,9%) autotetraploides de C. canephora e 61 (21,1%) autoalo-octaploides de

C. arabica. Para Citrus, Dutt et al. (2010) também trataram as SAC com colchicina
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apos sete dias no terceiro subcultivo. Nossos resultados, assim como os de Zhang et al.
(2007) e Dutt et al. (2010), destacam que 0 momento para O tratamento com o
antitubulinico deve ser escolhido conforme o nimero de células na fase S da interfase.
Para Coffea, essa fase do ciclo celular ocorre no intervalo de 7 a 9 dias (van Boxtel;
Berthouly, 1996) e pode ser verificada para cada espécie de planta utilizando, por
exemplo, a citometria de fluxo. Além disso, esses dados aumentam o controle
experimental e, consequentemente, o numero de poliploides, pois permitem atestar que
as células sdo proliferativas, escolher um momento antes da ocorréncia da mitose e da
citocinese e realizar o tratamento com colchicina em menor intervalo de tempo.

Outro impacto do procedimento de DCC foi a regeneracdo de poliploides puros
para as duas espécies de Coffea. As SAC sdo consideradas células meristematicas,
tornando-se uma fonte adequada de material bioldgico proliferativo para a DCC,
gerando poliploides estaveis e substituindo o meristema apical da parte aérea (apices
caulinares) amplamente empregados (Dhooghe et al., 2011). Os poliploides puros de
Coffea mostram a possibilidade da ESI de regenerar embrifes somaticos e,
consequentemente, uma plantula oriunda de apenas uma célula dos CF (sistema
semissdlido, Petersen et al., 2003; Zhang et al., 2007; Wu; Mooney, 2012; Sanglard et
al., 2017) ou SAC (sistema liquido, Dutt et al., 2010, Acanda et al., 2015). Além disso,
a DCC usando células pro-embriogénicas de CF ou SAC reduz ou anula a regeneracao
de plantulas mixoploides (Dutt et al., 2010, Acanda et al., 2015; Sanglard et al., 2017).
Por outro lado, a DCC a partir de apices caulinares exige a poliploidizacdo de todas ou
de pelo menos a maioria das células que constituem as zonas periférica, central e
medular (camadas L1, L2 e L3). Portanto, os mixoploides gerados a partir desse

explante sdo resultado da falha na DCC.



31

Embora a ESI seja um sistema vantajoso para DCC (Wu ; Mooney, 2002;
Petersen et al., 2003; Zhang et al., 2007; Sanglard et al., 2017), foram observadas
massas celulares sem embrides somaticos e outros com regeneragdo, conversdo e
maturacdo continua de embrides somaticos. A primeira hipOtese para explicar as
divergéncias na resposta da ESI é o efeito citotoxico da colchicina, mas as massas
celulares ndo tratadas com colchicina também ndo mostraram embrifes somaticos.
Além disso, as massas celulares responsivas de C. canephora foram tratadas com
colchicina 2,5 mM, exatamente a maior concentracdo desse composto. Acanda et al.
(2015) relataram que a exposicdo a colchicina reduziu o potencial embriogénico em
comparagdo ao controle. O mesmo destaque foi relatado por Vvérios autores,
independente do material biol6gico usado para a DCC in vitro.

Outra possibilidade é a ocorréncia de variagdo somaclonal. A variacdo
somaclonal é um fendmeno comum na cultura de tecidos vegetais causado por
alteracOes genéticas e epigenéticas no genoma nuclear, bem como alteraces genéticas
no genoma das organelas (Rao et al., 1992; Kaeppler et al., 2000). Portanto, o termo
variacdo somaclonal descreve a variabilidade produzida pela propagacédo in vitro como
resultado das condic@es fisicas e quimicas, tempo e sistema de propagacao (liquido ou

semissélido) empregado.

CONCLUSAO

Considerando o percentual obtido de plantulas com o conjunto cromossémico
duplicado, os resultados do presente trabalho sugerem que a associacdo da ESI e o
tratamento com antitubulinico das SAC é um procedimento bem-sucedido para produzir
plantas poliploides sélidas para Coffea, podendo também ser promissor para outras

especies. Novos germoplasmas de Coffea foram gerados, C. canephora autotetraploide
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e auto-aloctaploides C. arabica, promovendo uma diversificagdo do germoplasma in
vitro desse género. Esses individuos podem ser usados como doadores de explantes para
outros procedimentos de cultura de tecidos, bem como podem ser aclimatizados para

avaliacGes morfoldgicas, fisioldgicas e reprodutivas.
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