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INDUCAO DE CALOS EM ANTERAS DE Caffen arabica L., CULTIVADAS IN
VITRO) NA PRESENCA Ot AUSENCIA DE LUZ EM MEL COM 2,4-D, BAP, TDZ

F CINETINA.
ADELADE SIQUEIRA SILY Al

RESUMO

No Brasil, 0 Coffea arabiea L apresenta Progressos com relagiio a aphcagau da

culturn de anferas, visto gueeste pais @0 incipal produtor muinidial de cafe. Este trabalho

avalion o cultivo 1n wiro do anteras de () orobi doov. Catual Vermelho 34 mi auséncia o

presenca de luz em meta de culturs com os regladores do crescimento 2,4-1D. BAP, TDHZ ¢

Ciricting na indugdo de calos expenmenta foi realizaco no Laboratorin de Cuitura de

Tecidos Vegetais, da Universidade Federal de | herlindia Anteras do ov Catual Vermeihn

44 foram cultivadas em meto basico WS suplementado com quatro concentragdes de 2.4-D

{9:05; 18,1, 7.5 16,2 i) & Suas concentraches de BAP (0 2 B9 uM ), ns presencd ol

auséncia de oz As avaliaghcs das vanavels oxadacho, [Iumescimento € eafosidade fHram

realizadas aos (rinta digs e o diametro das calos ans quarents € cnco dus. Nos trmfa dias o4

calng foram separados em fnaves, veverdeados, esbrangquigados o cinza 0% resuhados

mastracan gque o cultivo ns austneta de luz mdependentemenie dn associzcko ou nde do 2,4

1 a0 BAP -acarretou MRENOT adacio ¢ promoved mainr infamescimeants das anteras,

formacio ¢ suwmento do |arranhio dus calos, Demmn Coima Tia formacin ¢ desenvolvimEeme de

cabos friaveis

pilavras-chave: Craffea arabiea, culiun de anteras, reguladores de oressimento
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INDUCTIONS OF CALUS IN ANTHERS OF Caffea arabica L., CULTIVATED IN
VITR( IN PRESENCE OR ABSENCE OF LIGHT WITH 24-13, BAP, TDHZ, AND
KINETIN

ABSTRACT

In Braal, Coffea arabrea 1. sull shows progress i relation 1o the application of the cufture
of anthers, known with this contry is the principel producer  world-wide of cotfe, This wark
evaluate the culireation anthers in e of Catus Vermelho 44 8 O arabiie L cultrvar in the
presence and sbsence of fight; in culture muddle with the plant growth regulators 2.4-D, BAR
TDZ and KIN in 1he industion of calus The experiment was carried oul-at the Plart Tissue
Culture Laboratory of Universidade Federal de Uberdandia (UFU}, in two stages. Anthers of
Caruai Vermelho 44 cultivar were cultivated in M5 middle with four concentrations of 2 4-
P05 TR, 271 and 36,2 uM) and two concemrations of BAP (0 and 8.9 uM) in conditions

presence of hght The evaluations for calus formation, axidation and intumescence were done
at thrty davs after incubation, and the calus diameter it was realized after fourty-five days

After thirty davs the calus were éhassificd in the following classes friable, greenish, whitish
and gray The results showed that the cuitivaie in absence of gkt wath or no association of
2.4-I¥ and BAP: give hest results that oxidation, mumescence of snthers, ealus formation snd

developing, like the formation and developing of Fable calus

KEYWORDS: Ceaffers crabica, culture anthers, growth regulators




INTRODUCAOQ

O cafpeiro pertence & famitia Rubacese, na qual o genero (‘offea abrange cerca de 50
espécies, sendo as mais comuns to mercado Coffea arabica ¢ Caffea canephora, O O
arabica 1, % consderads uma espécic Tobre, Som café de boa gualidade, possumda miis de
#0 mutaiites & muitas variedades E tetraploide, autofertil, searrendo 10 a 12%; de Fecundagio
crizada (GRANFR E GODOY, 1967)

Instituighes de pesquisa tém direcionado esforgns nos. PIORTAMAS de melhoramento
das espicios mais cultivadas, nos paises onde 0 cafe assume importancia econtmicn Seguiido
Mendes ¢ Guimarfes (1098), 0s progamas de melhoramento gengtico do caféeiro tem
salecionado cultivares de elevado potencal produtive ¢ valor RETONANNCO PAra 85 Vs
regines produtoras do Brasi

MNos programas de melhoramenio. @5 eécnicas convencionmis (ém  apresentado
resultados promissores na cultura do gafe, no que se refere ao aumento de produtividade e
obtengio de novos cultivares, porem demandam aproumadamente 25 anos, comados doesitle
hibridacse aie & obtengdo de uma nova vanedade (PASQUAL et al “2002), MNeses
programas, & cultura de dnleras e considerada wima Terraments imporiante, pois permite 4
obtencio de hapltides emt peraghes segregantes, ¢ que levi # rapids produgdn de plantas
homozigotas por meo da duplicacan de fmery de Cromossomos TEmE umes elapa,
substituindo as goracdes de aulofecundagio Acrescenta-se d isso o fato dos haploides seram
fivrés dos problemas de domindncia e recessividade, por possuir apenas um alelo em cada
loco génico (ANDRADE, 1948),

Um importante falor para o sucesso da culturn de anterss @ conhecer para cada cullura
o estidio ideal de desenvolvimenta das anteras a serem cultivadas de Maneira que, esie

estadio contenfia o4 microsporgs cm uma fase de desenvolvimento de melhor resposta



androgengtica. que geraimente sio os microspores recem liberados da tetrade meidtica ate no
maximo, estadio binucleade. Grando '« Morses Fernandes { 1993), sugerem que o potencial
embricuénico do grio de polen pode ser determinaco WAnte MO PEROAD 43 MEWNST GOMAQ. G
perfodo da pre-mitose do microspors, pols nestes dois momentos o mucrosporo ainda e
metabolicamente caracieristicas esporofiticas, o que permile a difercnciacio do griin de poten
em embadio e postenar formacio de aima planta

Sestndo Mantell et al (1994}, sdo possivels vanod fipos de desenvobamento do
picrdspers (i vhiro, sepdo que tanto O niiclen generativo (uanio O vezetanvo podem s
dividir continuamente onginando um  embricide haploide, ou ainda, & primeira  mitose
produzinia deis plocleos semethantes ¢ csies se dividicam repetidamente resuifando na
formacio de embriodes haplatdes. Do seordo com Figueira (2002), existe um smcromisme
o desenvolvimento das anteras, do betdn Boral ¢ estes, estdo refacionados com o8 estidios
de dezsenvilvimento dos microsporos, ou'sejs. o dametro dos mesmos evoin die acordo com
o erescmento das anteras ¢ do bot3o foral

A composiciit do meio de culture também € de grande iImpanancia para o sucesse da
cultura de anteras, nio exsundo; comtudp, uma recomendaciio gereralizada, Na maioria das
cspédies @ androgénese se verificd e meIos Gue COTen Sais Minerars, SAGIIose, vitantinas.
|-:gu].=|..dnreg de crescimento e spar (MORAES FERNANDES, 1590} A consisténciy do men,
normalmente e sohida, mas os meios ligidos estio sendo cada ver s osados, pois 1Em
vantagens no aumento do rendimento pela mer ablengcio de embrides e catos (PIERIK.
[eaT).

Quiros fatores indispensaveis em’ qualquer tecoica de culturg de tecidos 88008
repuladiores de creschmento Estis substancias orglnicas spresentam come fungio basica s
acio sobre o crescimenio e e alouns tipos de organopénese Os pringipais grupos 850 aK

sikinds ¢ citocinings Demre as auxings lem-se o Acido indol - 3 - butince (AlB) ¢ o Actdo




L A A B A & A B A B A A B A L 2 2 2 222222 AERERRERRERRERRRERRERRRERDE

2, 4 - diclorofenoxigcénco (2.4 - ) Com refagdio as Citocinings, as mars usedas sdo 4 6 -
benzitanuncpuring (BA, BAP) e a Cinetina (KIN) O Thidsazuron (TDE) € umr regalador de
cresgimento toaninice, denvado de weda, sendn de ¢omposicio guimica A-phenil-y -
1,2 3thiadinrol-Sahuréia, nko contendn anel purinics em sua estrulurs, ao coBtFano do gue
acontece nas demas citocininas. Inicialmente este composto Fol regstrado como deslolhante
de algodio e, mais recentemente, foi reportade come tendo agho citocininica, € por isto, tem
st cads ver mens usado nooculive n velro [ANDREALDE, |988)

No Brastl, o (7 arabica apresenta progressos coni telagdo & aphcagdo da cultura de
anlerds, Wiste que; este pais &0 principal produtor mundal de cafe Trabalhos como o de
Pasqual {2002) que estabeleceu ums metedologin elicienie para regeneragio de plantas
dihapliides, e de Figueira (20023 que estudoy o eleie do pré-tratamento de bordes florais e do
regulador de crescimento 2.4-10 na indugdo de embnbes, ambos em anteras de cafeciro,
pUmIprovam o8 progressos com relagio 4 esta cultura Objetivol-se com este trabaihio induoer
e regenerar calos em anteras de (. arabica, com 2.4-D. BAP, TDZ e Cinetina, bem como &

determinacio de condighes fisicas mais adeguadas & merbagio de anteras dessa espocie

MATERIAL E METODOS

I -Anilise do fotoperiodn ¢ da interngio entre os veguladores de crescimento 2,4-1 ¢

BAP na indocdo de calos.

Esta- etaps for comsttuida por dow expenmentos, conduzidos no lsboratono de
Culturs de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Uberdandia em Liberdandia - Mmas
{rerais, ne periodo de setembro de 2002 & janeiro de 2003

Foram utibzados botdes florais do cultivar (Cateal Vermelho LUH-2077-2-5-44) de

Coffea arabica L., plantado na drea experimental do Campas Uinugrama desta Universidade




Os bordes foram coletados entre B e 9 hosas da manhil € anmazenados em plécas de Petri
contendo papel de filtro umedecido em agua destilada ¢ colocados dentro de uma caivg de
IROpOT paErd evitar a desidratagio, até serem conduzidos a0 lgboratdmo Foram selecionados
para o expenmetito botdes com tamanho entre 4.5 & 6.5 mm. de comprimento pare todos os
tratamentos, medidos com o auxilio de um paguimetra. Pois & nesfe tamanhe em gue os
microspores estda no estady uninucleado central | onmizando o processo para & obiengdo de
plantas hnploides (FIGUEIRA, 2607

Mo laboratono, os bothes foram envollos em gaze esténl ¢ desinfestados em unia
sorlugiio de dlcool 70% por | segundo e por 10 munutos em solugiio de hipoclorito de sodio a
U, 2%, solagiacho Em sepuida, na'cdmars de fluxo laming:, fovam lavadas 3 veses em dzus
destilada e-autoctavada A partir deste momento as-anteras foram retiadas dos botdes com o
auxilio de um microscopio estergoscopio com aumento: de A0 vezes utilizando-se pinga fing ¢
tstun n® 10; sendo os ultimos flambados a cada siovo botdo, tomando-se o cuidado para ndo
ferir as anteras. Apos este processo, 4s anteras foram imersas rapidamente em soluglo de
dcido ascorbico na congentragio de 2788 pM pars evitar 8 oxidagio das mesmas, hipaclorito
det sodio 2%, paraa desinlestacio o agiea destilads ¢ antoctavada

APOS BSIE Processp as antéras foram inocyladas em tubhos de ensae; contendo 20 ml
do mew MS (Murashige ¢ Skoog, 1962) suplementado com repuladores de cresamento,
previaments estenhizado em autociave vermical a temperature de 1217 O, sob pressdoode 1 atm
por Z0 minulos, tendo o pH ajustedo para 5.8,

O delineamento expenmmental ubilizado fob o de bloces casuahizados em esguoma
fatorial 4 x 2 x 2, onde ps tatamentos foram compostos de qualro concentracies de 2.4-D
(9,058 8.1 27,1, 36,2 uM), duas concentrapdes de BAP {0 e 89 uM). perfazendo oito

tratashentas, ncubados na ausencia o presengd de luz em sala de crescimesito com 25 2 270 ¢




16 horas de fotoperiode Mo expenimento, cada tratamenta teve 10 repetighes, sendo um tubo,
contende 10 anteras. considerado uma repeticgio

Apas 30 dias de mecalacio das anteras, foram avahadas as porcentagens di oxidagam,
de intumescimento e de formagio de calos, ¢ aos 45 dias foi medido o didmetra dos-calos, em
milimetros: seado considerados apenas aqueles com didmetro supenor 2 5 mm

Os dados obtidos foram testados guanto & normalidade ¢ o homogencidade,
necessitandn de transformagdo emn aico seno para 03 dacos oM poTentagem € rany de (X +
(0,5 para o3 dados refereates ao diimetro dos calos,

Os calos obtidos da ctapa anterior nas quatro concentfacbes de 2,4-D e duas de BAP
foram transferidos para o8 meios MS saplementado com 2. 4-T) e BADP nas concentragoes de
18,1 & 905 incubados na presenga de luz e 18,1 e 0 uM moubados na auséncia de lu,
respectivamente, com o pH zjustado para 5.8, no pefodo de fevergiro a margo de 2008

Apis 30 digs neste sub-cultive os calos foram separadis em friavels, esverdesdos,

eshranguicados ¢ cinza de acordo com O A5pecto exteimo apresentado pelog mesmos

11 -Inducio de calos com os resuladores de crescimento Cinetina, TDZ, BAP.

Mo periodo de margo @ main de 2003 todos os calos aproveltavels da elapa anienor
Faram novamenté transferidos para os meios MS 100% ou 5005 de sais com G.3 M Cinenng,
4.4 M BAP, 0,45 uM TDZ ¢ susénea de regulador, nos dods casos com o pH ajustado para
5% Nos meses de junho a agosto de 2003, 03 calos utihzaveis dos meios MS 100% ¢ 50%
Farim (ransferidas em sus totalidade pars um meio sem reguladores de crescimento, numa

nove tentativa de regenerar o5 calos



RESULTADOS E DISCUSSAD

I- Analise do fotoperiodo ¢ da interacio entre os veguladores de crescimento 2.4-D e

BAP na inducho ¢ regenerapio de ealos

De maneira peral ndo houve diferencas significativas quanto. ao (niumesciments em
fungio da lumenosidade ngy concentragoes de 905 pM, 181 pM ¢ 382 uM de 24.D
combimade ou ndo com: BAP (Tebels 1) Por cutro lado, na concentrasio de 27 1uM de 2. 4.
L), ingepentdentemente da preseacs ou sdo de BAP. o lupunosidade atucu de (ormg
sgmbicativa, ocormendo portanto, om maior indice de imumescimento (uEndo 'oF explantey
Harss thram incubados no escuro

Para a calosidade, a lummnesidade ¢ & presenca ou ndo de BAP ndo interferiram de
forma significativa, excoto nad concentracies 905 ¢ 27.1 uM Ja o8 melhores resuliados
ocorreram ne incubacko gm susencia de luz ¢ BAP

) aumento nas concentragies de 2 4-D quando estudade em relagdo ao estimulo a0
Creésamento, aprescomtod de niEneira gerdl carater mibwdor, ume vez que o melhor résilado
eicoiitrado para o dmetro ocomeu na menar concentragao de 2.4-D guando as anteras
foram inoculadas na suséncia de luz Ja ng presenga de lue soba concentragiio de 27,1 uM de
2.4-Do dikmetro mostrou-se inferior & 5 nan estando assim fora do pardmerro proposto peld

metadoloma adotada
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TABELA 1. Médias de intumescimento, calosidade ¢ didmetro dos calos (mnt) das anferas
do cultivar Catu Vermetho 44, entre as diferentes concentragies de 2.4-D ¢ auséncra ou

presenga de BAP em duas condigies de luminostdade (claro ¢ escuro)

Luminpsidade’

14-Tr RAP Intumesyiments Calosidade Marmetro ()
fhl ) a0 )
Claro Escuro lra Escuro laro Escuro
G104 @ — A o
anFah  T75aA T70bA 5 4% 4 6,0 b, 800 an
£ 0
: ddiaA  KisaA  RAEVAA 046wk .07 aA 420 BG
. v HETn A #A3Ta A BAYaA FRFTAIFTYN 4% B A 465 oM
R i
W soba N TReaA  907ah Y59 0 A 3.0 oA 4,97 2A
7.1 ( ABUEA  TTIEA  GEADA 803 2A £ 00 A TTiaA
¥} .
2 02FA KI7EA  194pB FTak 0 Ol BA T T6uA
2 " K38aA  TiTaA GIRuA  939aA 1A hA 5,95 1A
.4
5 Rbbah T23 a4 LI R A i 1, a T 0

1 : ’ 1 o T 1 ¥ &
MG sy poor 1 diferenic, mingsdas an binke ¢ maitsolas ne colme dentoo o cada Soncaimgio de 24012
i e e s el leske e Tikioy o sagmifoincie de 3%,

Assim, 0 2.4-D rio presente estudo, apresentou cariter indutor para o intumescmento
¢ calosidade conforme proposto por Torres, Caldas ¢ Buso (1998), cntretanto, mio fori
shservada influencia, positiva ¢u negativa, para & associagio de 2,4-D ¢ BAP conforme os
estudos de Skoog ¢ Miller (1957) onde a assocagio entre awanas ¢ Sitociinas nos meics de
cuthura regulani o desenvolvimento da cultura

Eiil»'a (2002), eia que s utiizagdo de suxings e citouminas em  dierentes
concentragdes na inducio da formagiio e no desenvolvimento de caloy em anteras the Mijh
uerava uma discreta atusgin destay substancias na calogénese, em alguns dos tratamentos o
g corrobors vom os dados encontrados neste estudo

O eféito inibidor da luminosidade foi tembém apresentado por Jaramillo ¢ Summers
(19%1) ondé a inducio de calos desenvolven-se melhor no escaro para-& meaoria das especies
estudadas, Contudo, para este estudo, a auséncia de luminosidade apresenta efeito maior na

mduglio da formag@e de calos que o suplements hormonal conforme fon tambem dpresentado




por Nascimento ef al (2003) EHstes autores estudando a agho de ftorreguladores ¢ da
luminosidade na indugio de calos de camuéa (Boechirsy trimera (Less) D C.), venticaram
gue independentemente da interagiio des fitorreguladores Acido Naftalenoacet:cn (ANA) €
Cinating (CIN) 8 maior (ormagio de calos deu-se quando a incubagho das anieras ocoiTey na
auséncia de oz

A mssociagio 2.4-D e BAP ndo influenciou de forma significativa na oadagao das
anteras. Ja @ condigao de luminosidade mostrou-se bastante significativa tendg, portsnio g0
estimuladinrg da oxidagio (Tabela 2) Essa atnadade segundo Dechamps e Innecca (19911 &
resultado da atvidade de envimas luminosidade dependentes. gque levim a bipssintese ¢ &

oxidacio de compostos fendlicos promovendo asuim 3 axidacio dos explantes foras (Tabea

1)

TABFLA 1. Médias de oxidagdo das anteras, entre:as diferentes concentraghes de 2.4-1 em

duas condicdes de luminosidade (claro ¢ escuro}

OXIDACAQ
2,4-D () e Clarn Fscura
RER S TA% 8 268 h
18,1 4201 2700
72 B A g 221b
s 200 1,08 a8 3.5 0 -

r:'-\,ljﬁ‘lnhl."- .“_.H“:l;_'_-gs pod !-i:lril.t'_iiTl_'rL"-.'I.I'ﬂﬁ rriimdiskiiing pn T elichiss i cadn crneenly Hll'-\.""{" el Do [ 3 tiferomy erliG =1 |.'h:‘:q:l Ll
ohe Ttbe @ Fierabicdsin dos b

Dés 408 cilos resyltantes da primeira fase do experimento, 350 (86,42%) eram do
lipo cmza, 23 (6,1 7%) frigvers, 19 (4,0%5%) pshranguigados e apenas |1 (2 72%%) esverdeadoy
Ouanto ao didmetro 69 (17 08%) calos, do total de 405, apresentaram didmetro SUPEROT & 3

i, Gquando inoeulados na presenca de luz (Tabela 3)




TABELA 3 Sub-cultivo ém meio MS com 18, 1M de 24-D ¢ 89 pM de BAF na presenga

de lux

Tipas de culos N i catos | Calos com didgmetro acima de 0.5 mm Total de cubos no tiho

Friavess 25
Esverdeadok Ll fy A5
Eshrangaicados b
Cinzs 150 T

Phosdng de contapenm, ndee trnnslanmmins

M susénia de e dos 378 calos moculados, a maone (205), latbem eva e cor
claza, D4 (24 %7%) eshranguigados, 58 (15.33%) friaveis & apenas 23 (0,08% ) esverdeados
Cuanto & didmetro, 36,61% (214) dos calos apresentaram didmeira supenor 4 5 min ( Tabwla

4

TABELA 4 Sub-cuitive em meio MS com 18,1 phd de 2.4 D oe 0.0 oM de BATP na austncia

i L [T

Tipos:de calos i de caboy  Calot com digmetro acima de 6.5 mnr Tatal die calas mo tubo

Frifiveis 58
Fsverdeados 2% 214 178

Eshranquigados b

(Cinzi 203

[pdoes g Lunlngetin, mh INiRs|orintdes

Diessa foema, em relagio a indug@o a embnogenese, tem-s2 que ok meios de caltv
MS suplememados apenas com 18,1 uM de 24-D incubados pa pusEnci de oy spresentam
melhor desenvolvimentoy de calos frigveis A grande quantidade oo calos cinzs encomrados,
foin resultante da perda wadatva da caloragdo matural dos calos passanco de verdes A
marrom. ahada a dimanuicio do rtmo de crescimento oS MESMOS, £53ENACA0 do - processo

de formacio de embridides seguida pelo surgimento de aress necrosadas na superficie que,

segundo Silva (2002), constiluem sinais caracteristicos da decadéncia da cultura




11 - Indugio de calos com os reguiadores de erescimente Cinetina, TDZ, BAP,

Quanto & nducho de regeneragie de embnaides nos mees MS 10085 & 30%
suplerentados com Cineting, TDZ, BAP ¢ na ausénon de reguladores, ndo fon encontradeo
nenhum sinal de regeneragiio de calos resultando num aito indice de oxidagan seguida de
perda em 93% dos calos 4% dos calos apresemaram contaminagdo e apenas e e
permaneceram viavers, foram transfendos pem o mewo sem reguladores de crescimento e
tentativa de régencrar embritndes (Figura 1) Ale 0 presente Momento estes apreseniaim um
indite de oxidagho proximo dos 1009 Este efeito difere dagueles apresentados na literatur
onde o TDY em assoctacio ac PAP e a Cineting induziria & regengragdio dos calos (VISSER

et al, 1992 Ly 1993)

FIGURA 1- Porcentagem de calos do Oy Catuai Vermelho 49 de Cogiea cradice L
moculsdos e misie de cultura com TDZ, Cineting, BAP e susénoa de reguladores de

crescunento, b tentativa de mduzr o5 calos

B Qxidadaos
& Contarminados

[ Vieves
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CONCLUSOES

A associzcae de 24-D e RAP ndo influenciou  de forms significativamenty no
intumescinento. na calosidade, no didmetro ¢ na oxidacio das anteras do cultivar Catudl
Vermeiho 44 de O arabica L

A luminosidade apresentou cafiter inibidor para o infumescimento, calosidade ¢
diameira dos calos, prnopalments na concentragio de 27,1 uM de 2.4-I1 associado ol nao 4
B9 uM de BADP

A oxidacko fol maior na luminosidade quando em ASSOCIAGHD A0 2,4-5

0 cliltive de calos ga auséneia de loz traz melhores resultados tanto para o ormagdo

de calod Friavels quanto pard o creschnents destes
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