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Resumo

A embriogénese somatica, ¢ uma técnica que consiste no desenvolvimento de embrides a partir de
células somaticas. O objetivo foi avaliar a influéncia da clircuma e do extrato de propolis no controle
de contaminagdo e de oxidagdo fendlica em explantes foliares de cafeeiro in vitro. O experimento foi
conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais no IFSULDEMINAS - Campus
Muzambinho de setembro a outubro de 2023. Para o cultivo in vitro, foram coletadas folhas de Coffea
arabica L. cv. Paraiso, apos a coleta, as folhas foram lavadas e desinfestadas. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, com trés concentragdes de
extrato aquoso de Carcuma (0,0; 1,0 e 2,0 g L!) e trés doses de extrato de propolis em solugio aquosa
(0,0; 2,5 e 5,0%), quatro repeti¢des com cinco explantes por parcela. Foram avaliados os parametros:
porcentagens: de contaminagdes fungica e bacteriana, de oxidacao fendlica e coloragao dos explantes.
A clrcuma adicionada ao meio de cultura promove menores porcentagens de contaminagdes fungica e
bacteriana. A menor porcentagem de oxidagdo ¢ com a adig¢@o do extrato de curcuma ao meio de cultura
nas doses de 0,0 e 2,0 g L'. A auséncia da solugdo aquosa de propolis ao meio de cultura promove
menores taxas de oxidacao fenolica aos vinte um e aos 28 dias apds a inoculagdo dos em explantes de
cafeeiro.
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Palavras-chave: Coffea arabica L. Contaminagao bacteriana. Contaminagao fungica. Curcuma longa.
Oxidagao fenolica.

INTRODUCAO

A espécie Coffea arabica L. é propagada, principalmente, via semente, apesar de ser uma planta
preferencialmente autdgama, possui entre 10 a 15 % de fecundagdo cruzada. Para obter cultivares
geneticamente estaveis e aptas para a comercializacdo e plantio, sdo necessarios no minimo 30 anos de
pesquisas com essa espécie vegetal. Uma vez que, logo apos conseguir um hibrido F1 ¢ fundamental a
triagem em até cinco geragdes, onde para cada geragdo sdo necessarios até seis anos para avaliar
(CARVALHO et al., 2013).

A introdu¢do de técnicas biotecnoldgicas para auxiliar nos programas de melhoramento
genético do cafeeiro € cada vez mais frequente, sendo a embriogénese somatica um importante método
de propagacao in vitro, que consiste no desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas, sem
que haja fusdo de gametas, reduzindo assim a distancia e facilitando a acessibilidade de materiais com
caracteristicas agrondmicas superiores por parte dos cafeicultores (CARVALHO et al., 2013).

A inducdo de embriogénese somatica estd relacionada a alteragdes no padrao de expressao
génica nos explantes, com reprograma¢do das células que estardo envolvidas no processo
embriogénico. De acordo com as proprias caracteristicas morfologicas, anatomicas e funcionais das
estruturas formadas, podera ou ndo ocorrer diferenciacdo dos embrides somaticos na fase em que as
estruturas embriogénicas se formam (MERKLE et al., 1995).

A micropropagac¢do via embriogénese somatica do cafeeiro pode ser realizada utilizando-se
duas rotas de desenvolvimento: direta, na qual os embrides somaticos originam-se diretamente dos
tecidos matrizes sem a formagao de estadios intermediarios de calos; e indireta, na qual os embrides
somaticos formam-se a partir de calos, uma massa de células com crescimento desordenado. A
metodologia de embriogénese somatica indireta na espécie ¢ a mais promissora, no entanto, ainda

precisa ser otimizada e adaptada para a realidade encontrada na producdo em larga escala (DONATO
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et al., 2000).

O explante a ser utilizado ¢ determinante para o sucesso do processo de embriogénese somatica
(CARVALHO; VIDAL, 2003). Partes da planta como gemas, raizes, células isoladas, protoplastos
(célula sem parede celular), semente, embrides zigdticos e anteras podem ser utilizados como inicio de
cultivo in vitro, no entanto, as folhas sdo os explantes utilizados na embriogénese somatica do cafeeiro.

A contaminagdo bacteriana e fungica ¢ um dos principais problemas na micropropagacao,
podendo ser encontrada na superficie do explante e também no interior dos tecidos, chamada de
endogena, comumente encontrada em plantas provenientes do campo (CARVALHO; SILVA;
MEDEIROS, 2006).

Um dos fatores de maior impacto na qualidade dos resultados na cultura de tecidos vegetais € a
assepsia. Para tornar o explante livre de impureza e microrganismo (fungos filamentosos, bactérias,
leveduras e fungos), a assepsia possui um conjunto de técnicas e procedimentos (BARRUETO CID;
TEIXEIRA, 2010). Para evitar as contaminagdes por microrganismos exogenos o explante deve ser
desinfestado antes de realizar o cultivo. (BORGES; NASCIMENTO; CARVALHO, 2018)

O gendtipo e a espécie sao fatores dependentes na oxidagdao fendlica, assim como o tipo de
explante a ser utilizado. A oxidacao ¢ um dos problemas mais preocupantes, principalmente quando se
faz o estabelecimento de cultura in vitro de explantes de espécies lenhosas (TEIXEIRA, 2005). A época
do ano ¢ outro fator que interfere na oxidacdo in vitro. A menor taxa de oxidacao fendlica ocorre em
explantes coletados no periodo do ano em que a planta estd em crescimento vegetativo (TEIXEIRA,
2005).

A curcuma, também conhecida como acgafrdo da terra apresenta atividades antioxidantes,
antinflamatdrias e antimicrobianas (GUL et al., 2004). A composi¢do quimica varia com o segmento
da planta e depende do local onde ¢ feito o cultivo. A coloragdo amarela das raizes ¢ devida a presenca
de carotenoides. Outras substancias importantes sdo: curcuminoides (proximas aos polifendis, com
atividade antioxidante), curcumina (3 a 5% do acgafrdo), flavonoides (rutina, luteolina, quercetina e
hesperidina) e bioflavonoides (atividade antioxidante) e antocianinas.

Dias et al. (2014) avaliando o extrato aquoso do ciircuma na a¢do inibitoria sobre o crescimento

de Cladosporium cladosporioides e Cladosporium lindemunthianum, observaram uma redugao
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consideravel no crescimento dos patdogenos em alimentos.

A propolis € um produto formado por misturas de inimeras resinas vegetais, coletado por
abelhas em plantas frequentemente visitadas por estes insetos. A propolis ¢ constituida por inumeras
substancias, dentre elas os flavonoides. Em fun¢do da variedade de sua composi¢do quimica, apresenta
varias ag¢des, como antibacteriana e principalmente a antifungica (LONGHNI et al., 2007).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da circuma e do extrato
de propolis adicionados ao meio de cultura no controle das porcentagens de contaminacao (fungica e

bacteriana) e de oxidacdo fenolica em explantes foliares de cafeeiro cultivados in vitro.

METODOLOGIA

O presente experimento foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
localizado no prédio de Ciéncias Agrarias e Biologicas I do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia do Sul de Minas Gerais, Campus Muzambinho, no municipio de Muzambinho, Minas
Gerais, no periodo de setembro a outubro de 2023.

Para o cultivo in vitro, foram coletadas folhas de Coffea arabica L. cv. Paraiso, cultivados no
Laboratério de Cafeicultura do IFSULDEMINAS — Campus Muzambinho. As folhas foram coletadas
do ter¢o médio do cafeeiro, do terceiro ou quarto par de folhas a partir das extremidades dos ramos
plagiotropicos.

Apo6s a coleta, as folhas foram colocadas em um frasco com agua destilada a temperatura
ambiente e encaminhadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, onde foram lavadas em dgua
corrente e detergente neutro. Posteriormente, as folhas foram imersas em alcool 70% durante 1,5 min,
e em seguida para a desinfestacdo com solug@o de hipoclorito de sddio a 1,25% de cloro ativo durante
20 minutos. Apos, o material vegetal foi levado a camara de fluxo laminar horizontal e lavado por trés
vezes consecutivas com dgua destilada e autoclavada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 3x3, com trés concentra¢des de extrato aquoso de Ctrcuma (0,0; 1,0 e 2,0 g L) e trés doses de

extrato de propolis em solucao aquosa (0,0; 2,5 e 5,0%), totalizando nove tratamentos, quatro repeticoes
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com cinco explantes por parcela. Os diferentes tratamentos foram adicionados ao meio de cultivo MI.

O extrato aquoso de circuma foi diluido em agua destilada, filtrado para que a retirada das
particulas maiores e logo ap6s adicionado ao meio de cultura MI, enquanto o extrato de propolis na
solucdo aquosa foi adicionado diretamente ao meio MI, de acordo com os tratamentos.

O meio de cultura utilizado foi o meio inicial de cultivo MI, fazendo uso de metade dos sais do
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e acrescido de vitaminas: 10mL L', maltose: 0,4 g L*!, 2,4
D: 0,04 gL', AIB: 1 mL L', BAB: 2 mL L, sacarose: 40 g L', 4gar 8 g L' e com pH foi ajustado em
5,6 £0,1. O meio foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 120°C e 1,5 atmosfera de pressao.

Os explantes foliares foram cortados em formato de quadrado com medidas proximas a 1 cm
quadrado, com o auxilio de bisturi e pinga na camara de fluxo laminar. Logo, estes foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a 27°C + 1°C em auséncia total de luz por
um periodo de 28 dias.

Decorridos os 28 dias de cultivo, foram realizadas quatro avaliagdes com intervalos de sete dias.
Foram avaliados os pardmetros: porcentagens de contaminagdo fungica, de contaminacao bacteriana,
de oxidacao fenolica e coloracao dos explantes.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia com o emprego do Software
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011), sendo a diferenca significativa entre tratamentos determinada
pelo teste F. Detectando-se diferencas entre os tratamentos, as médias serdo agrupadas pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, ndo houve interacdo significativa entre os fatores, no entanto, observou-se que, a
maior porcentagem de contaminagdo fingica foi observada nas diferentes doses de clircuma adicionada
ao meio de cultura, com valores de 52,88%. Para as diferentes doses de propolis na solucdo aquosa e

para a interacdo entre os tratamentos, ndo houve influéncia estatisticamente significativa (Tabela 4). As
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menores porcentagens de oxidacdo fenolica nos explantes de cafeeiro foram observadas na adi¢ao de

circuma ao meio de cultura nas doses de 0,0 e 1,0 g L™ e auséncia de propolis na solugio aquosa (Tabela

4).

Tabela 1: Quarta avaliagdo das porcentagens de contaminagdo flingica, contaminag¢do bacteriana,
oxidagao fenolica e coloragdo dos explantes foliares de cafeeiro coletados em diferentes épocas do ano.
Muzambinho — MG. 2024.

Fungo Bactéria Oxidag¢ao Coloragao
Tratamento o, % %
Curcuma (g L)
0,00 52,88b 0,0a 1,92a Amarelo
1,00 21,59a 5,68a 6,81a Amarelo
2,00 2291a 2,08a 14,58b Amarelo
CV (%) 93,0 386,0 87,0
Prépolis (mL L)
0,00 31,25a 2,08a 0,0a Amarelo
2,50 31,25a 5,20a 12,5b Amarelo
5,00 37,50a 0,0a 10,4b Amarelo
CV (%) 93,0 386,0 87,0

Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com Pereira et al. (2003), a presenca de microrganismos endofiticos em tecidos
vegetais t€m sido verificados em um grande numero de espécies vegetais. Embora seus efeitos sejam
pouco conhecidos, sob condi¢des in vitro, a presenga destes microrganismos, tanto fungos como
bactérias, constituem-se numa das mais importantes causas de perda de material vegetal.

Atualmente, pesquisas demonstram propriedades antimicrobiana e antifiingica, da propolis
(PARK, 1998). No entanto, foi observado no presente trabalho, que a solu¢ao aquosa de propolis
adicionada ao meio de cultura ndo interferiu nas porcentagens de contaminagdes flingicas e bacterianas
(Tabelas 1, 2, 3 ¢ 4).

Segundo Uzel (2005), a propolis apresenta propriedades antibacterianas, sendo essas atribuidas
principalmente a flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil, com acdo baseada
provavelmente na inibicdo da RNA-polimerase bacteriana. Outros componentes como os flavonoides,

o acido cafeico, 4cido benzoico e o 4cido cindmico, agem na membrana ou parede celular dos
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microrganismos, causando da danos funcionais e estruturais. (SCAZZOCCHIO F, 2006), o que pode

estar associado a baixa incidéncia de contaminagdo bacteriana no presente trabalho.

A propolis possui inimeras substancias em sua composi¢do, sendo essas com alta atividade
biolégica, como anti-inflamatdria, antibacteriana e com destaque a agdo antifiingica (SALOMAO et al.,
2008). No entanto, no presente trabalho, ndo foi observada influéncia da prépolis na reducido da
contaminag¢do causada por fungos em explantes foliares de cafeeiro.

A ctircuma ¢ usada como aditivo, pois possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(LIRA et al., 2021).

Souza (2018) avaliando o efeito in vitro de diferentes concentragdes de extrato aquoso de
circuma na esporulacdo e germinagdo dos esporos de Fusarium sp isolados de raizes de mandioca,
observou que a sua utilizagao em concentragdes de 1,0 e 1,5% foram efetivas na reducdo da esporulagao
in vitro de Fusarium sp e, meios de cultivos contendo estas mesmas concentragdes foram capazes de
inibir a capacidade germinativa dos esporos. A atividade antifingida do extrato de circuma também
teve resultados positivos no estudo de Dias, et al. (2014), onde o produto mostrou-se eficiente no
controle in vitro do crescimento do fitopatogeno C. Lindemunthianum. No presente trabalho, a circuma
se mostrou eficiente para o controle de fungos em explantas de cafeeiro nas concentracdes de 1,0 e 2,0
gL

A ctircuma vem se destacando devido suas atividades associadas aos compostos fenolicos
denominados de curcuminoides, presentes no rizoma do tubérculo da planta que previnem ou retardam
significativamente a oxidacao dos tecidos (DALL’ACQUA et al., 2014). No entanto, aos 28 dias apds
a inoculagdo dos explantes foliares do cafeeiro foi observada a redugdo da porcentagem de oxidagdo

fenolica nos tratamentos com 0,0 e 2,0 g de clircuma adicionada ao meio de cultura.

CONCLUS()ES ou CONSIDERAC()ES FINAIS

A clrcuma adicionada ao meio de cultura promove menores porcentagens de contaminacdes
fingicas e bacterianas aos vinte e oito dias apos a inoculagdo dos explantes.

A menor porcentagem de oxidacdo ¢ com a adi¢do de clircuma ao meio de cultura nas doses de
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0,0e1,0gL™
A auséncia da solugdo aquosa de propolis ao meio de cultura promove menores taxas de

oxidagdo fenolica em explantes de cafeeiro.
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