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RESUMO

FIGUEIRA, ELISANGELA RODRIGUES. Indugdo de calos em anteras de
Coffea arabica L. em diferentes mejos de cultura. 2005. 87p. Dissertagiio
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia,

Uberlandia.’

O Coffea arabica apresenta poucos progressos quanto aplicagiio da cultura de
anteras, assim, € importante identificar os cultivares, a acio e a concentraciio dos
reguladores de crescimento utilizados no meio de cultivo mais responsivos 2
androgénese. O objetivo fot aplicar a técnica da cultura de anteras em diferentes
cultivares de Coffea arabica L. para induzir a formacio de calos e regenerar
plantulas dihaplides. Os experimentos foram conduzidos no laboratério de
cultura de tecidos vegetais da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Experimento 1: Botes florais dos cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho
99 foram coletados, subdivididos em pré-tratamentos por choque frio (4°C), de
calor (35°C) e a temperatura ambiente, desinfestados e as anteras inoculadas em
meio MS suplementado com TDZ (0,001; 0,01; 0,1; e 1,0 mg.L). Aos 30 dias de
cultivo in vitro, as anteras foram subcultivadas para meio MS suplementado com
2,4-D (6 mg.L) e TDZ (0,5 mg.L). Experimento 2: Calos de Catuaf Vermelho 44
foram subcultivados em meio MS suplementado com 2 mg.L de 2,4-D, com
presenga ou nao de 5 mg.L de AgNO; e AAS (0,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L).
Experimento 3: Botdes florais dos cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho
44 foram coletados, desinfestados e as anteras inoculadas em meio MS
suplementado com 2 mg.L de 2,4-D, com presencga ou ndo de 5 mg.L de AgNO,
e AAS (0,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 mg.L). Aos 60 dias de cultivo in vitro, as
anteras foram subcultivadas para meio MS suplementado com 2,4-D 0,0; 1,0e
2,0 mg.L) e BAP (0,0; 2,0 e 4,0 mg.L). O pré-tratamento por choque frio & o
mais eficiente na indugdo de calos no cultivo in vitro de anteras de Coffea
arabica 1..; os reguladores de crescimento 2.4-D e TDZ nas concentragdes
utilizadas sdo eficientes na indugdio dos calos; porém ndo promovem a
regeneragdo dos mesmos; o nitrato de prata (AgNO;) e o 4cido acetilsalicilico
(AAS), assim como a associagfio de 2,4-D e BAP nas concentragges utilizadas,
ndo sio eficientes na regeneragdo dos pré-embriides nas anteras dos cultivares
estudados; Catuaf Vermelbo € o cultivar mais responsivo 4 androgénese quando

comparado ao Mundo Novo.

! Orientador: José Magno Queiroz Luz — UFU.



ABSTRACT

FIGUEIRA, ELISANGELA RODRIGUES. Callus induction in anthers of
Coffea arabica L.' in different culture medinm. 2005, 87p. Dissertation
(Master Program in Agronomy/Crop Science) — Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia. '

The Coffea arabica shows little progress in anther culture, so it is important to
identify the cultivars, the action and the concentration of growth regulators used
in culture medium, which is most responsive to androgenesis. The aim of this
paper was to apply anther culture technique in different cultivars of Coffea
arabica L. to induce callus formation and dihaploids plantlet regeneration. The
experiments were carried out at plant tissue culture laboratory at Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Experiment 1: Flower buds of Mundo Novo and
Catuaf Vermelho 99 cultivars were collected, separated in pre-treatments by cold
shock (4°C), hot shock (35°C) and environmental temperature, sterilized, and
the anthers were inoculated in medium MS, supplemented with TDZ, (O:OO 1:
0,01; 0,1 and 1,0 mg.L). After 30 days of in vitro culture, the anthers were:
subcultivated in medium MS supplemented with 2,4-D (6 mg.L) and TDZ (0,5
mg.L). Experiment 2: Callus of Catuai Vermelho 44 were subcultivated i’n
medium MS supplemented with 2 mg.L of 2,4-D, with presence or not of 5 mg.L
de AgNOjand ASA (0,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L). Experiment 3: Flower buds of
Mundo Novo and Catuai Vermelho 44 cultivars were collected, sterilized and
the anthers were inoculated in medium MS supplemented with 2 mg.L of 2,4-D
with presence or not of 5 mg.L de AgNO; and ASA (0,0; 8,0; 16,0; 32,0 and’
64,0 mg.L). After 60 days of in vitro culture, the anthers were subcultivated in
medium MS supplemented with 2,4-D (0,0; 1,0 e 2,0 mg.L) and BAP (0,0; 20e
4,0 mg.L). The pre-treatment by cold shock is the most efficient one for the
callus induction at in vitro culture of anthers of Coffea arabica L..; the growth
regulators 2,4-D and TDZ at the concentrations used are efficient for the callus
induction; however they don’t promote the callus regeneration; the silver nitrate
(AgNO;) and acetylsalicilic acid (AAS), such as the association of 2,4-D and
BAP at the concentrations used aren’t efficient in pro-embryos regeneration in
anthers of the cultivars studied; Catuai Vermelho is the most responsive cultivar

at androgenesis when compared with Mundo Novo.

" Major Professor: José Magno Queiroz Luz ~ UFU.
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1- INTRODUCAO

O cafeeiro pertence 2 familia Rubiaceae, na qual o género Coffea
abrange cerca de 60 espécies. Entretanto, as espécies mais comuns sdo Coffea
arabica ¢ Coffea canephora, sendo que o café ardbica corresponde a

aproximadamente 70% do café comercializado no mundo.

O Brasil é o maior produtor mundial de café e Minas Gerais o maior
produtor de café do Brasil. A colheita da safra 2003/2004 atingiu entre 27,8 a
30,08 milhdes de sacas, sendo que a exportagdo deste produto representa
significativa fonte de divisas para o pafs.

Nos programas de melhoramento, as técnicas convencionais tém
apresentado resultados promissores na cultura do café, no que se refere ao
aumento de produtividade e obtengdo de novos cultivares. Entretanto, no sistema
convencional de melhoramento onde o método de cruzamentos € usado, sao
necessdrios de 7 a 8 ciclos de autofecundagio para estabilizar o gendtipo pela
fixagdo de genes em homozigose. Além de ser um processo demorado e
trabathoso, a eficiéncia da selegfio nas primeiras geragdes de autofecundagéo ¢
muito baixa devido, principalmente, 4 ocorréncia de alelos dominantes em
heterozigose.

Por se tratar de cultura perene propagada via semente, 0s programas de
melhoramento do café demandam aproximadamente 25 anos desde a hibridagdo
até€ a obten¢do de uma nova variedade. Sendo assim, a cultura de anteras €
considerada uma ferramenta importante, uma vez que pode auxiliar no
melhoramento da cultura, pois permite a obtencdo de hapléides em geragdes
segregantes, o que leva a rdpida produgio de plantas homozigéticas através da
duplicagio do niimero de cromossomos numa tnica etapa, substituindo as

geragOes de autofecundagiio. Além dos hapldides serem livres dos problemas de



domindncia e recessividade, por possufrem apenas wm alelo em cada loco

génico, acelerando drasticamente o processo de obtengo de novos cultivares.

-

a produgdo de

amplamente empregada na obtengio de novos cultivares
em vérias plantas de interesse

A técnica de cultura de anteras/micrésporos, visando
3
hapléides, vem sendo

agronomico. Contudo, os mecanismos basicos
pelos quais os microsporos desviam de syug rota ontogenética normal, ainda so
Ed

pouco compreendidos, o que dificulta 4 indugiio da androgénese em algumas
espéeies e limita sua aplicacfio nos modernos programas de melhoramento

a .
No Brasil, o C. arabica aind

d apresenta poucos progressos com relago

aplicagfio da cultura de anteras. Assim, ¢ de extrema importancia identificar 08
cultivares, 2 agio ¢ a concentragio dos reguladores de crescimento utilizados nos
meios de cultivo mais responsivos 3 androgénese
O objetivo deste trabalho foj aplicar a técnicy dg cultura de anteras em
diferentes cultivares de Coffea arabicq 1, para induzir a formagiio de calos €

regenerar plantulas dihapléides,



2- REFERENCIAL TEORICO

2.1- O CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

Coffea arabica L. € considerada uma espécie nobre, com café de boa
qualidade, possuindo mais de 40 mutantes e muitas variedades. E tetrapléide,
autofértil, ocorrendo 10 a 12% de fecundagdo cruzada. Apresenta raiz pivotante
profunda e raizes secundérias ramificadas. O caule tinico e os ramos ortotrépicos
podem dar origem as folhas e aos ramos plagiotrépicos. Os ramos plagiotrépicos
ddo origem as folhas e aos botdes florais. Quando maduros, os frutos séo drupas
amareladas ou avermelhadas, possuindo superficie lisa, exocarpo delgado,
mesocarpo carnoso € endocarpo fibroso. O endosperma possui uma pelicula
prateada, e na sua base aloja-se o embriio (GRANER; GODOY JUNIOR,
1967).

As folhas do cafeeiro apresentam coloragdo verde escura, sdo elipticas a
lanceoladas, aparecem nos ramos laterais num mesmo plano e em posi¢des
Opostas, inserindo-se cada uma no ramo por um peciolo plano na parte superior e
convexo na inferior, Cada inflorescéncia compreende duas a seis flores
originadas em ramificagdes de um eixo floral formado numa axila foliar de um
ramo plagiotrépico. Um a trés destes eixos florais, correspondentes a outras
inflorescéncias, inserem-se normalmente em cada axila, formando glomérulos
(CARDOSO, 1994).

De acordo com o mesmo autor, cada flor tem um peddnculo, na
extremidade do qual se situa o ovdrio; em coroa sobre este, inserem-se as
sépalas, semelhantes a folhas mintsculas, que formam o célice. Acima deste sai
a corola, constituida por cinco pétalas soldadas na base, formando um tubo
cilindrico. Do ovdrio sai o estilete que percorre o interior do tubo da corola até

sair acima da superficie desta. Na sua extremidade contém o estigma. Os



estames sdo em nimero de cinco e tém os filetes soldados com a base das
pétalas. Nas suas extremidades encontram-se gs anteras, que se apresentam sob @
forma de bolsas alongadas, contendo og grdos de pélen, que sio libertados por
uma fenda longitudinal.

No inicio dos estudos genéticog do género Coffea, tomou-se como
padrio a espécie Coffe

a arabica .
ica L., sendo primeiramente denominada de C-
arabica var. typica, descrita por Linneu;

s atualmente denominada Coffea arabicd
var. arabica (CARVALHO, 1993, FAZUOLI 1986)
Segundo Andrade (1998), Coffe

8 @ arabica L. & nativo dg regifio sudoeste
da Etiopia, Suddo e Quénia. No Brasil, fo; introduzido em 1727 pelo Sargento
Francisco de Mello Palheta em Bel¢

m do Parg, em seguida levado para ©
© posteriormente fo; ey

expandindo-se par ‘ .
pé para o Vale do Paraiba, Minas Gerais, Espirito Santo Parand,
~ . *
Mato Grosso e Rondonia.

Maranhdo ¢ Bahia, .
ado para o Rio de Janeiros

O cultivo e 0 uso da planta Iniciaram-

. 8¢ na Abissinia, h4 mais ou menos
quinhentos anos, passando 3 Etidpia, ag

e .. Iémen, a4 restante da Ardbia, ©
chegando a Asia, Indonésia, s América.

S © 2 Africa Tropical, ¢ hoje ¢

Cromossomos, e apresenta com ( apl()lde, com 2n = 2Xx = I
K ’ b d orts
P p amento Cr()lll()SS(A)]lliC() semelhante ao das
espécies dipldides. A taxa de fecundagﬁo cruzad
ag¢

que € considerado no melhoramentq genét
1co

(RAMALHO, 1999),

aproximadamente de 10%; ©

» COmo espécie autégam?
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O cafeeiro ardbica ndo manifesta efeito desfavordvel das
autofecundagdes sucessivas sobre o vigor e a produtividade das plantas. Por essa
razdo, os materiais comerciais de C. arabica sdo geralmente linhagens ou
progénies autofecundadas em geragdes mais avancadas, muito uniformes quanto
a expressdo dos caracteres agrondmicos, gerando lavouras onde o padrdo de

uniformidade € muito elevado (MENDES, 1999).

2.2- IMPORTANCIA ECONOMICA

O café é considerado um dos mais importantes produtos agricolas no
mercado internacional e muitos paises estdo envolvidos na sua produgio,
consumo e comercializac@o (EIRA et al. 2001).

Em funciio dos enormes quantitativos atingidos pela procura mundial de
café e dos seus pregos favordveis e também da plasticidade de adaptagio
ecolégica revelada pelas suas espécies, variedades e formas cultivadas, o
cafeeiro tornou-se, possivelmente, uma das plantas perenes que o homem
atualmente cultiva em mator amplitude de condi¢des ecoldgicas (CARDOSO,
1994).

A importéncia da cafeicultura na economia brasileira pode ser avaliada
pelo fato de abastecer o mercado interno e de contribuir com cerca de 6 % do
total do valor das exportagdes. Segundo Caixeta (1999), a economia cafeeira
movimenta no Pafs cerca de seis bilhdes de reais por ano e gera pelo menos
quatro milhdes de empregos.

O Brasil responde, em média, por aproximadamente 38.264 mil sacas de
café beneficiado e € o segundo consumidor mundial, atrds apenas dos Estados
Unidos. Os estados brasileiros notoriamente produtores de café sio Minas

Gerais, Sdo Paulo, Paran4, Espirito Santo, Bahia ¢ Rond6nia (LUNA-FILHO,



de
. g
7020 mil sac?
2001) 0 parque cafeeiro mineiro respondeu pOT cerca de 1

café beneficiado do tipo arabica na safra 2003/2004 (MATIELLO, 2004) .10 %
O Brasil vem liderando a produgio mundial de café desde © séCuUm oS
ou seja, a mais de 150 anos (PINTO-MAGLIO; PIEROZZL 1999)- o
fatores responsdvels por essa posigio tem sido a utilizagao de c\% i
altamente produtivos e adaptados ﬁsvmais distintas condigoes edafOChm
das diversas regides produtoras do pais (EIRA et al., 2001). s de
Nos paises onde o café assume importancia econdmica, mstl‘allgspédeS
pesquisa t€m envidado esforgos nos programas de melhoramento das 3' @
mais cultivadas. Os programas de melhoramento gendtico do cafee%r )
: . nf)fmco P
selecionado cultivares de elevado potencial produtivo e valor agro 1. ¢
as vérias regides produtoras do Brasil, Desde a sua introdugdo M0 Bros

1727, o cafeeiro sofren profundas modificagdes gragas a°©

|
methora™
23CQ
" o Tip'
genético. Do cultivar originalmente introduzido, conhecido como

o
. . ~ 14 eX )
Nacional, passando pelas vérias introdugdes e mutagdes » P

0
. arel
comercialmente, como o Bourbon Vermelho, o Sumatra, © m

O
. ele¢
Botucatu, o Maragogipe, o Caturra e tantas outras, até as modernas ®

Mundo Novo, Catuai, Icatu, Rubi, Obati e Topézio, dentre outras, apm

em pelo menos 300% o potencial produtivo do cafeeiro (MENDES: 1999

et (A
~ rida
De acordo com o mesmo autor, apenas com a selegdo & 2 hib
plantas superiores conseguiu-

. rd
se quadruplicar a produtividade de B

Tue . en
nossos cultivares de cafeeiro, No inicio, o processo fot totalment®
realizado pelos cafeicultores em

. bser
suas lavouras, pela simples ©
multiplicag

x act
a0 das plantas que se mostravam superiores para as cara®

consideradas de importanciq. Somente a partir da década de 1930, cor®
da Seglio de Genética do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC),
passou a ser estudado e melhoradg geneticamente em bases cientfica®
ressaltar que foi just

amente a partir dai que ocorreram 08 MAIOTEs



através do desenvolvimento de um vasto programa de genética e de
melhoramento do cafeeiro, tendo realizado quase todos os estudos de café e
langado os mais importantes cultivares plantados nas vdrias regides cafeeiras do

Brasil e mesmo de outros paises. Os estudos sdo concentrados na espécie Coffea

arabica,
A partir da década de 1970, outras instituigdes de Ensino e Pesquisa

somaram-se ao IAC, nos vdrios Estados, num trabalho integrado e cooperativo.
Sdo exemplos: a Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG) e a Universidade Federal de Lavras (UFLA). Certamente, em poucas
culturas de importincia econdmica se conseguiu tantos ganhos através do

melhoramento genético como no cafeeiro (MENDES, 1999).

O aumento do potencial de produtividade da maioria das espécies
agrondmicas vem ocorrendo de forma consistente através da expansido da
diversidade de procedimentos cientificos utilizados no melhoramento de plantas

com o desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos, de biologias molecular

e celular ¢ da citogenética.

2.3- CULTURA DE TECIDOS

O termo clonagem, hoje ja incorporado ao cotidiano das pessoas, deriva

etmologicamente do grego klon, que quer dizer “broto” e pressupde "qualquer

grupo de células ou organismos produzidos assexuadamente de um tnico

ancestral sexuadamente produzido". Essa tecnologia permite a obtencdo de

amente idénticos (ENTENDEN DO..., [20017]).

individuos genetic
e da clonagem de plantas a partir de células

Com a possibilidad

somdticas, o sonho do boténico austro-hiingaro, Gottlieb Haberlandt, se tornou

tealidade. Em 1902, ele publicou a sua idéia sobre o principio da “Teoria da

Totipoténcia”, que profeticamente postulou que 0s seres vVivos t€m capacidade

7



. . m 05
de regenerar seus corpos inteiros a partir de células vinicas. Nem ele, 1¢
o c .. ovos
seus discipulos da época calcularam que suas tentativas abririam B
. . . 0 12
horizontes para a humanidade, o que atualmente ¢ aplicado na Btotﬁcno1 &

e . ra
vegetal. A técnica da clonagem in vitro de plantas € possivel mediante & cult
de tecidos (ENTENDENDO..., [20019)),

. . . e
Desde o inicio do séeulo XX, a propagagio de plantas in vitro {

z * e N e . ais’
atraido pesquisadores. Estes utilizam as técnicas de cultura de tecidos vege!

Y ~ ﬁs
(Torres et al., 1998) que sfo ferramentas importantes para solucionar pfoblem

ol . iap (8
sanitdrios, 0s quais ocorrem com g propagaciio e o melhoramento genetxco
plantas (PARANHOS et al., 1996),

. - H i de
A cultura de tecidos ¢ uma téenicy que visa obter plantas & partit

. o . les
explantes, os quais podem ser: meristemas, partes da folha, rafzes: cav

anteras ou protoplastos. Essa técnica baseia- ar. €

se na totipotencialidade celul t
seja, na capacidade de uma célula Qualquer da planta regenerar uma nova plan

. . ) 1
visto que possui toda a informaglio genética necesséria para 15O (RIBEIR
1999).

A ., a
caltura in vitro apresenta  vériag aplicagdes praticas pat

melhoramento de plantas, cabende a0 melhorista avaliar o potencial des
técnicas para O seu programa e adotar aquelas, dentro de suas 1imitaqées

recursos, que contribuem bara o aumento g eficiéneia e da produtivic
(BOREM, 1998).

Os explan 3 .
plantes sdo estabelecidog em meios nutritivos comhecidoS ¢
meios de cultura
> 41¢ podem apresentay reguladores de cresciment!

fitohormdnios, substinciag )
s < qlle 1Bgulam 0O compo . Vitro da ¥
(RIBEIRO, 1999). portamento in

de cresciment : , a adi¢io de regul
N CNto 10 meito de cultyrg ¢
a tmport:

ocorre naturalment 1 ancia, pois repYOduZ
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propiciam um melhor crescimento e desenvolvimento do explante. A
composicio do meio de cultura e dos reguladores de crescimento presentes no

mesmo estio dentre os importantes fatores que determinam a regeneragio de

embrides haplSides (MORAES FERNANDES, 1990).

Os reguladores de crescimento sdo substidncias orgénicas, que
apresentam como fungéo bdsica a sua aglio sobre o crescimento e em alguns
Os principais grupos sdo as auxinas e citocininas. Dentre

3 - butirico (AIB) e o é4cido 2, 4 -

tipos de organogénese.
as auxinas tem-se o 4cido indol -
acético (2,4 - D). Com relagdo as citocininas, as mais usadas séo a
) e a cinetina (KIN). O thidiazuron (TDZ) € um

diclorofenoxi

6 - benzilaminopurina (BA, BAP

regulador de crescimento, derivado de uréia, sendo de composigio quimica N-

phenil-N’-],2,3-thiadiazol-S—iluréia, com estrutura nfo contendo anel purinico,

ao contrdrio do que acontece nas citocininas. Inicialmente, este composto foi

registrado como desfolhante de algoddo, e mais recentemente foi reportado

como tendo agdo citocinfnica, e por isto, tem sido cada vez mais usado no

cultivo in vitro (ANDRADE, 1998).
Um dos meios basicos utilizados em diversas culturas € chamado de

“MS”, em referéncia aos seus autores, Murashige Skoog (1962). Um meio de

cultura deve conter macro € microelementos, dgua, aminodcidos, vitaminas e

reguladores de crescimento, podendo ainda ser liquido ou sélido através da

adigio de 4gar (Andrade, 1998). Sua composigdo € de grande importéncia para o

sucesso da cultura de anteras, ndo existindo, contudo, uma recomendagio

generalizada. Na maioria das espécies, a androgénese se verifica em meio que

contém sais minerais, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento e dgar

(MORAES FERNANDES, 1990).

Com o continuo aumento dos estudo
plorada é a composicio e a influéncia de gases

s com o cultivo in vitro de vegetais,

uma das linhas que estd sendo €x

nos recipientes de cultivo, bem como a adigdo de componentes ao meio de

9
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2.4- OXIDACAO E CONTAMINAGAO NA CULTURA DE TECIDOS
VEGETAIS

As plantas perenes lenhosas sdo consideradas ricas em substincias
derivadas do metabolismo secundario, como os polifendis, os quais exercem
importante papel no metabolismo destas espécies, bem como na defesa contra
predadores e microorganismos (TEIXEIRA, 2001). Além disso, existem
substincias presentes no meio de cultura comumente encontrados em algumas
espéeies lenhosas identificadas como sendo fendis, flavondides e taninos,
reSp()]’)S{lVCiS pe]a ()xidagﬁo (PREECE, COMPTON, 1991)

A liberacio de compostos fendlicos ocorre devido ao dano causado nas
células durante a excisdo dos explantes. Algumas enzimas oxidam os fendis
formando quinonas (Lerch, 1981). As quinonas sdo responsdveis pela coloragfio
marrom das culturas, além de causarem a inibigdo do crescimento e morte dos
explantes em grande niimero de espécies (MONACO et al., 1977).

Para Pious e Ravindra (1997), o maior problema na inicia¢do de culturas
lenhosas € a ocorréncia de compostos fendlicos que estdo ligados com processos
de regulacdo de crescimento, especialmente com as auxinas, que dependendo da
sua concentracdo endégena no tecido, resulta na indugdo desses compostos.

A oxidacdo fendlica € altamente dependente do gendtipo. Alguns
géneros de plantas sio mais suscetiveis a oxidacdo fendlica que outros. A
oxidagdo fendlica depende igualmente do tipo de explante utilizado, explantes
jovens, em geral, oxidam menos que 0s velhos. Tipos adequados de explantes
retirados em épocas apropriadas podem apresentar um menor teor endégeno de
fenéis nos tecidos e, com isto, minimizar a oxidag@o. Da mesma forma, menores

danos fisicos e quimicos no momento da excisdo e desinfestagdo podem

contribuir para minimizar o problema (TEIXEIRA, 2001).
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A interago entre plantas e microrganismos pode estimular o crescimento
vegetal, seja por competigéio com patégenos ou por indugdo de efeitos de outros
microrganismos tteis, ocasionando o beneficio as plantas (ARRUDA, 2000).
Entretanto, De Fossard (1985) defende a idéia de que todos os contaminantes

sio potencialmente prejudiciais para cultura de tecidos, assim, faz-se necesséria

uma esterilizagéio absoluta dos explantes.

Nesse sentido, pesquisas contribuem para a identificagdo de

“vitropatégenos”, visando a eliminagdo dos microrganismos. Viérios métodos

para o controle da contaminagdo dos explantes tém sido apontados, como a
radiagio a laser, o tratamento coml dgua corrente, dgua quente, a dupla
desinfecciio, a desinfecgd@o interna, o uso de antibiéticos no meio de cultura, a

termoterapia, a quimioterapia ¢ 0 uso de multiplos procedimentos (HERMAN,

1996).
Os antibidticos e fungicidas sdo ocasionalmente utilizados para o
controle in vitro de patégenos. Pollock et al. (1983) demonstraram que o uso de

certos antibiGticos sio eficientes no controle de bactérias. Entretanto, o uso dos

mesmos e de fungicidas para 0 controle in vitro de bactérias contaminantes tém

sido limitado devido a grande toxicidade para as células de plantas (ARRUDA,

2000).

Para a realizacio da cultura de anteras, é necessdria primeiramente a

desinfestaciio do material vegetal. Os principais
| consiste na rdpida desnaturagéo protéica e

compostos utilizados sdo etanol

e cloro, e o modo de agdo do etano
dissolucio de lipidios, tendo como desvantagem o fato de ser pouco ativo contra
ativa enzimas e age como oxidante, tem efeito sobre

esporos fingicos. O cloro in
¢ irritante e também sua baixa atividade

bactérias e sua desvantagem € o odo

contra esporos (PASQUAL et al,, 2002).
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interespecificos e para a antecipa¢do da época de plantio; cultura de meristemas,
para obtencdio de plantas livres de virus; embriogénese somdtica, através de
explantes foliares para obtengdo da planta inteira e cultura de anteras para a
obten¢io de plantas homozigotas (ANDRADE, 1998). A produgio de
transgénicos, com o uso das técnicas de transformagdo genética, podem ser de
grande interesse para o melhoramento genético de plantas, pois podem gerar
novos cultivares diretamente, ou gendtipos para serem utilizados em um
programa de methoramento convencional (BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Com a conclusio do projeto GENOMA CAFE, coordenado pela
EMBRAPA CAFE, em colaboragio com a FAPESP e a EMBRAPA
RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA, que resultou na construcio
de um banco de dados com mais de 200 mil seqiiéncias de DNA, existe a
possibilidade de identificagio de mais de 30 mil genes, responsdveis pelos
diversos mecanismos fisiolégicos de crescimento e desenvolvimento do
cafeeiro. A partir dos genes identificados, serd possivel maior rapidez e
eficiéncia no desenvolvimento de variedades mais produtivas, tolerantes a seca e
resistentes ao ataque de pragas e doengas. Também serd possivel a geragio de
novos cultivares com qualidades superiores em aroma e sabor e com melhores

caracteristicas nutritivas e farmacéuticas, visando a maior satisfagdo dos
onquista do mercado com produtos de maior qualidade e

N

consumidores € & ¢

valor agregado (VIEIRA et al., 2004).
A micropropagagdo de plantas € uma técnica que visa a produgdo de

Plantas de gendtipos selecionados. A multiplicagdo in vitro ja é considerada de
grande importancia para a propagagio em larga escala de gendtipos excepcionais

obtidos pelo melhoramento genético ou mMesmo de variagdes induzidas in vitro,

Cuja fixagfio, por via sexual, seria muito longa e cara (BARRUETO, 2001). Esse
autor, trabalhando com brotos de C. arabica cv. Catuai Vermelho 81, que foram

inoculados em meio de cultura liquido basico suplementado com 12 e 24 uM de

15



. 10
6-benzilaminopurina (BAP), constatou, apés 45 dias, que 24 pM de BAP fo

. . P OS 6,
tratamento que proporcionou maior mimero e altura dos brot
consequentemente, maior peso da matéria fresca.

Pasqual e Barros (1991), cultivando segmentos nodais do cultivar
Catual, utilizaram tratamentos com BAP e 4cido naftalenacético (ANA) nas
respectivas concentragdes: 0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 & 4000,
kgL ¢ 200 pg.L. Eles observaram que a multiplicacfio de gemas ortotr6picas ¢
estimulada por BAP, na concentragiio de 3000 ngL, em auséncia de ANA, €2

. o _ ) na
maior proliferagiio de brotos com mais de um centimetro ocorred
concentragdo de 500 pg.L de BAP,

. aial
sendo que a presenga de auxina ¢ prejudict?
a proliferagdo de brotagdes.

Quanto a cultura de embrides, Andrade et al. (2001) Pmcuraram
determinar as methores concentragdes dos reguladores de crescimento ANA ©
BAP para cultura de embrides in vitro de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelh®
LCH 2077-2-

5-44. Foram testadas todas as combinages possiveis entre as
concentragies (mg.L) de ANA (0; 0,01, 0,1 ¢ 1) ¢ BAP (0; 3; 6 e 9) acrescidas

a0 meio MS. O ANA proporcionou og melhores resultados na concentrago de !
mgL para as varidveis ndmero total de brotos, nimero total de folhas ©

comprimento de brotos, e na concentragio de 0,53 mg.L, para a variavel mass?
da matéria fresca da parte aérea. Os melhores

resultados com BAP fora®
obtidos com 9 mg.L para nimero total de folhas, comprimento de brotos ©

massa da matéria seca da parte aérea, com 1,4 mg L para mimero total de broto!
e com 6 mg.L. para massa da matéria fresc

a da parte aérea.
Aliada a cultyr

a de anteras estj a embriogénese somética, que ¢
Pprocesso pelo qual noyos individuos se originam a partir de células simples, 4t
néo sdo produto da fusge de gametas e que nio apresentam conexdes vascular
com os tecidos maternog, Embrides somaticos sdo produzidos em um gran
ndmero de espécies, mas ainda ngio hy Seglranca quanto A estabilidade genét

16



i : A téen mplo
¢ uniformidade fenotipica das plantas regeneradas por esta técnica. Por exemplo-

i . jstema
a embriogénese somdtica tem sido a técnicd empregadd como $

. . 443 t al.,
Tegenerativo preferencial para @ (ransformagao genética (GUERRA €

2001),

< i gtodo de
A embriogénese soméatica em Coffea € '™ jmportante M

ink; : rande
multiplicagiio de plantas-elit® i vitro, em 1argd escala, apresentando um g

i - 3 ceiro, tanto
potencial a ser explorado, € capaz de maximizar 2 propagaga® do cafeetr®

d : .

¢ cultivares jé recomendados Par® plantio, ©©

Programas de melhoramento genétic (MACIEL &t al., 2003)-
Segundo Cordeiro (1999). a embriogenes

a . )
Presenta tipos distintos de calos durante @ fase de 1

~

pr'l £ o R
mérios nodulares) referem-s€ as formagoes gl

A .
Parte ou, menos freqiientes, 14 totalidade dos bord®

. A formagdes
(calos primarios mistos), AléM da reagdo globular, apresentat® ¢

a i visivelmente
morfas de células alongadas © caracterizam-s¢ pelo crescimento

18 T4pi x s mAr] 1do até 20
mais ripido. Os CE’s (calos embriogénicos) sio calos primdrios contex

Cmbridy ¢ ranulosos
mbrides/explante, ¢ quando es8eS apresentar® agregados celulares & ’

faci = 3 cterizados
cilmente destacdveis e de coloragao amarelo-creme: sdlo, entao, ca
Comy e

0 CEF’s (calos embriogfnicos fridveis)-

4 calos
A freqiigncia de plantas regeneradas através de

Supe .
Peram a freqiiéncia obtida pela androgene €
Quantj . .

ntidade de individuos com diferentes 1

A ident: &
Wentificagdio e a selegho dos hapiéides (BAJS AJ, 1984)

o 1071 2508 como
Segundo Pasqual (1985), © calo € utilizado 1@ majoria 405 ©

¢ NIRTROS or exem I
Strutura. intermediéria, considerando algumas Jimitag0es como P P

n as ntidos por
®m todos os tipos de calos formados irdo regeneral plantas € calos m? P

lo ~eidade de 1€ enerar
Ngos perf _ e a ca acidade g
gos periodos poderao perder progl@bSlVﬂmen P

Plantas,
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; idos
Embora se saiba que o calo possa ocorrer naturalmente nos (ec

. e o . L. ara
vegetals, somente com a utilizagfio de metodologias e técnicas adequadas P

e : ilizagao
sua indugdo e cultivo in vitro, & que tem sido observado avangos na utiliza¢
prética de tal estrutura vegetal (ROCHA, 1998).

. . LA L. . tes
A implementagiio da embriogénese somética ocorre a partir de explan

. . s 05
de origem diversa, como: fragmentos de ramos ortotrépicos, ram

plagiotrépicos, folhas e tegumentos de vulos (DUBLIN, 1991). A sacarose tef?

. . . R " 1
stdo a fonte de carboidrato mais usada na embriogénese somdtica, sendo que

. . C . .. 106
concentragiio influencia nos processos de miciacdo e diferenciagdo dos embri0

somdticos (GUERRA et al, 1999). As auxinas o citocininas tom Dape

fundamental na embriogénese somatica de café (MACIEL et al., 2003).
mesmos  autores, trabalhando €OF

embriogénese somdtica indireta em Coffea arabica L. cv. Obata, estudaram 3

R ~ . . - ' -3 5
etapas de inducdo de calos, diferenciacio, regeneragio e formagiio de embrio®
Segmentos foliares

Vale mencionar que esses

, retirados de plantas em condigdes de campo, foré
desinfestados e inoculados em meio de inducio de calos suplementado de 24
0, 1,2 ¢4 mgL) e cinetina (0,2, 4 ¢ § mg.L). Posteriormente, os calos fora

transferidos para o meio de diferenciagio,

.. . ‘
adicionado de diferent
concentr.

9g0es de 24-D (0, 1,2 e 4 mgL) e BAP (0,2, 4 0 8 mg.L); em seguic
durante a etapa de fegeneragao, os calos embriog@nicos fridveis fore
inoculados em meio de fegeneracio suplementado de BAP (0, 2, 4 ¢ 6 mg.L
sacarose (0, 15, 30, 45 ¢ 60 g.L). Durante as etapas de indugio e diferenciag
de calos, os experimentos ficaram no €scuro, e na etapa de regeneragdo,

experimentos foram mantidog sob fotoperiodo de 16 horas.

A combinagio entre 4 mg.L de 2,4-D e 2 mg.L de cinetina favorece

indugiio de calos primdrios mistos. A major freqtiéncia de calos embriogéni

fridveis ocorrey ng presenca de BAP (8 mg.L), associado ou ndo ao 2,4-L



majg
T ng
mero d
e embr'N .
ides Por explante foram obtidoS quando utilizou-s€

sacaroge (3
A( :j;): ?AP (3 mgL) (MACIEL €t 1., 2003).
genese somatica ipdireta requer 2 determinagz”lo ge células
o indugdo de células embriogénicas
ndo apenas

e crescimemO,
a determiﬂﬂgao do

WILLIAMS; MAHESWARAN,

difere
nciad

as, a proliferagdo de calos ©
guladores d

dete
rminad

as, dependendo da acdo de 1@
também pard

Para
a reto
m i
ada da atividade mitoticas mas

e y )
mbriogénico (SONDAHL ot al., 1985

1986).
D
tecido el:srsioeitrfltégias tem 5ido utilizadas com jetivo de obtengdo de
um tnico mjemco em Coffea: 2 primeira envolve 0 cultivo de explant® sobre
al, 1995), Oulo de cultura, Suplementado apenas citocinind ASUDA et
Segunda estmj c_"mbmaqao de auxina © sitocinind & RSON et ab» 1983); 2
induggo, Se‘ égla utiliza o cultivo de explantes melo primdri© ou d
(DUBLIN guido da gransferéncia dos explant®s par eio secunddn®
» 1984), que difere pnmeiro possuir por razd
SON AHL et al., 1983

duXina/cj
ZAMZCltocinina (NORIEGA; SOND
ARRIPA et al., 1991)-
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<40 ndo;
atrimdnio genético s€

ira
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» 1990),
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I6ide, de umy qq, espécie diplside depende, ante

< em
2 disponibiligaqe de métodog Para produzir e jsolyr hapléides
ade suficiente (REGO, 2004),

A maior eficidneig de
uso de hapléides,

I do
tanto, a possibilidade
melhoramento, via h
tudo, ¢

quantid

m haplGides por androgénese
direta, dangq Origem 3 embrides, oy indireta, passande pela fase de calos
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Embora j4
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de intere
. o tas
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cultur sdio ] i
a 0 estiddio ideal de desenvolvimento das anteras a serem cultivadas, de
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butirico (AIB) ( 0; 0,5; 1 e 2 mg.L) e 2 mgL de 2,4-D e meio IC suplem0 0
!
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<o de 8
. - L - ges d
favorece a inducfio de calog primarios. A combinagio de concentrag

o calos:
mg.L. de cinetina e AIB g 1 mg.L atua favoravelmente na indugdo de

dos
. . jmento
Sugere-se que 0 GA; tenha um efeito no aumento da rapidez de crescim

calos provenientes de anteras de cafeeiro,

yisto
Porém, em alguns experimentos, a técnica n

a
%0 se mostra adequadd, re
n
. : . .vadas. B
que vérios fatores podem influenciar na resposta das anteras cultivada

. . 0 estégio
estes, os mais importantes sio 0 gendtipo do material a ser cultivado,
ideal do explante

o de
10
» as condigdes de cultivo g idade das plantas doadoras, M¢ AES
cultura e condigdes fisicas da cultura prg e poés inoculagio (MOR
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protocolo que seja aplicdvel a um largo espectro de gen6tipos (PETERS et al.
1999).

Nesse contexto, as hipéteses cientificas do presente trabalho sdo que 5
anteras de Coffea arabicq L., submetidas a diferentes meios de cultura, induze™

a formagfo de calos e regeneram plantulas dihapléides.

28




3. MATERIAL E METODOS

3.1- CONSIDERACOES GERAIS

s foram conduzidos no laboratorio de cultura de tecidos

Os experimento
ederal de Uberlandia (UFU), Uberlandia-MG no

vegetais da Universidade F
periodo de setembro de 2003 & novembro de

de Coffea arabica L.: Mundo Novo LLCP-379-19; Catuai Vermelho LC
2-5-44 ¢ Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-

2004, Foram utilizados 3 cultivares
H-2077-

99, pertencentes a 4rea experimental

do Campus Umuarama dessa Universidade.

Os botdes florais foram coletados entre 8 ¢ 9 horas da manhd €

armazenados em placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido em agua

destilada, e colocados dentro de uma caixa de isopor para evitar a dessecagdo,

até serem conduzidos ao laboratério. O comprimento dos botdes florais foi

aferido com o auxilio de um paquimetro e utilizaram-se botoes florais entre 4,5 &

6,0 mm de comprimento em todos 0s experimentos ( FIGURA 1).

zb’," AR, R

i

FIGURA 1: Comprimento dos botdes florais aferidos com paquimetro.

UFU/Uberlandia-MG, 2005.

m envoltos em gaze, previamente autoclavada ¢

4lcool 70%, por | segundo, € po

Os botdes florais fora
r 15 minutos,

desinfestados em uma solugdo de
29



. serel
40 e imergaq POT 1 segundo, antes de

- - - mg.L
41do asegppie, Ba concentragio de 600

. ) ivamente
e Cem dgy, destllada e autoclavada, respectiva

:1i7ad0s
0 pH ajustado Para 5.9 e foram esteriliz

or 20
°C, s0b Pressdo de 1 atm, p
minutog,

Apés 3 inoculagﬁo dos explan

‘ado
. ahad

tes, cada tratamento foi av
considerando 0 nimerq de

0
ATAMENT EM BOTGES pr.oRALS E D
TDz NO CULTIVO IN VITRO )

(4]
ANTERAS CAFEEIRO (Coff
arabicq 1.,

tuaf
Cultivareg € cafeeirg Mundo Novo e Ca
Vermelho 99 foram Coletad,

e
- choqu
0s em trég pré-tratamentos: ch qm
i ra
temperatura amblente, onde og botses permanece
durante 24 horas em 8eladeiry (4°C), M estypy

iente
(B5°Cye y temperatura ambi
respectivamente.
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ApGs a desinfestagfio, as anteras foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10 ml do meio MS (Murashige e Skoog, 1962) (TABELA 1),
suplementado com thidiazuron (TDZ), nas concentragdes 0,001; 0,01; 0,1 e 1,0
mg.L. Apés a inoculagdo, as anteras permaneceram em sala de crescimento com
25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 2500 lux. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados, uma vez que as anteras
foram inoculadas em dias diferentes, em esquema fatorial 2x3x4 (sendo 2
Cultivares, 3 pré-tratamentos e 4 concentragoes de TDZ), com 4 repeti¢des por
tratamento, '

Uma parcela experimental foi composta por quatro tubos, com 5 anteras
por tubo. Foram realizadas trés avaliagdes parciais dos indices de anteras
oxidadas, contaminadas, intumescidas ¢ com calosidades em intervalos de 10
dias cada, para todos os pré- tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos 2
andlise estatistica, com a utilizagio dos programas PROPHET, onde os residuos

ndo apresentaram distribuigdo normal e as varifncias ndo foram homogéneas, e

transformados em +/x + 1/2 ; e SANEST, com aplicagfo do teste de F, a 1 e 5%

de probabilidade, os cultivares e os pré-tratamentos foram analisados pelo teste
de Tukey, a 1 e 5% de probabilidade, e as médias das concentragbes de TDZ
foram analisadas por regressdo polinomial.

Aos 30 dias de cultivo in vitro, todas as anteras submetidas aos pré-
tratamentos e ao TDZ foram subcultivadas aleatoriamente para meio MS
Suplementado com 6 mglL de 2,4-D e 0,5 mg.L de TDZ, em delineamento
Inteiramente casualisado, uma vez que as anteras foram subcultivadas em um
de oxidagdo, contaminagdo,

mesmo dia. As avaliagdes dos indices

Intumescimento e calosidade foram realizadas aos 15, 45 e 60 dias apés. o

Subcultivo, sendo que estas nédo foram acumulativas.
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CONSTITUINTES \QUANTlDADES (mg1)
INORGANICOS i
o0
KNO;

CaCl, 2 H,0 ?&
MgSO,7 H,0 "
H{BO, 6,20
MnSO,4 2 H,0 22,30
7nS047 H,0 8,6
NaMoQ, 2 Hy0 0,25
CuSO, 5 H,0 0,025
CoCl, 6 H,0 0,025
FeS0,7 H,0 27 80
Na; EDTA 2 H,0 37250
ORGANICOS
Glicina )
Tiamina HCY 0,10
Sacarose 30000
Agar 7000
Inositol 100
Acido nicotinico 0,50

Piridoxina HCY

0,50

2)-
(196

10 & Sk0OB
TABELA 1: Composi¢io do meio de cultura de Murashige
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3.3- EFEITO DO SUBCULTIVO DE CALOS DO CULTIVAR CATUAT
VERMELHO 44 EM MEIO COM 2,4-D, NITRATO DE PRATA E ACIDO

ACETILSALICILICO

Calos provenientes de anteras do cultivar Catuai Vermelho 44, mantidos
¢m meio MS sem reguladores de crescimento, foram subcultivados em meio MS
acrescido de 2,4-D, na concentragio de 2,0 mg.L, com presenga ou néo de 5,0
Mgl de nitrato de prata (AgNO;) e dcido acetilsalicilico (AAS), nas
Concentragdes de 0,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L. O AAS foi obtido através de
solugdo de aspirina, contendo 325 mg de AAS em 200 ml. Inocularam-se
explantes de aproximadamente 0,5 cm de didmetro em tubos de ensaio, contendo
10 ml do meio MS. Ap6s o subcultivo, os calos permaneceram em sala de
crescimento com 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa
de 2500 [ux.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, uma vez
que os calos foram subcultivados em um mesmo dia, em esquema fatorial 2x4
(sendo 2 concentracdes de nitrato de prata ¢ 4 de dcido acetilsalicilico) com 12

TepetigGes. Uma parcela experimental foi composta por 1 tubo de ensaio, com 1

calo por tubo,
Os dados obtidos foram submetidos & andlise estatistica, com a utilizagio

dos programas PROPHET, onde os residuos nao apresentaram distribuicdo
normal e as varidncias ndo foram homogéneas; e SANEST, com todas as
transformagges possiveis com aplicagdo do teste de F, a 1 e a 5% de

Probabilidade. No entanto, os resultados ndo foram significativos.
Entdo, a drea dos calos foi estimada com o auxilio de uma régua,

considerando a sua maior extensdo e largura e avaliadas a coloragio e textura
dos mesmos aos 30 dias ap6s o subcultivo.

SISBI/UFU
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34- INFLUENCIA DO 24-D, NITRATO DE PRATA E ACP

4 E
ACETILSALICILICO NO CULTIVO IN VITRO DE ANTERAS D
CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

Ve
. : . atud!
Botdes florais dos cultivares de cafeeiro Mundo Novo © c

Vermetho 44 foram coletados, desinfestados e as anteras inoculadas em tubos &
ensaio contendo 10 ml do meio MS, acrescido de 2.4-D, na concentragio de 20
mg.L, com presenca ou ndo de 5,0 mg.L de nitrato de prata (AgNO3) © fid?
acetilsalicilico (AAS), nas concentrages de 0,0; 8,0; 16,0; 32,0 € 64,0 mg L

{e a1 I 3 na
Apb6s a inoculagiio, os explantes foram mantidos em sala de cresciment®
auséncia de tuz, sob temperatura controlada de 25 + 2°C

1 - H . VGZ
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, U™ 5
que as anteras foram inoculadas em um mesmo dia. em esquema fatorial 22
sendo 2 cultivare 3 5 g
( vares, 2 concentragdes de AgNOse 5 concentragdes de AAS)

o~ . . com
4 repeticdes. Uma parcela experimental foj composta por 3 tubos de ensaio, ¢

. PO TR :das €
5 anteras por tubo. Os indices de anterag oxidadas, contaminadas, intumesct ’

com calosidades foram avaliados aos 30 ¢ 60 dias apés a inoculagao.

. . . 1
Aos 60 dias de cultivo in Vitro, as anteras com calosidades for?

observadas a0 estereomicroseopio sob aumento de 20x em busca 4¢ estrutur?

pré-embridticas. Também foram avaliadas a coloracio, textura € O diametro @
A
calosidades.

Os dados obtidos foram submetidos & an4lise estatistica, com @ utilizaé*
dos programas PROPHET, onde o residuos nfio apresentaram distribuigz

normal e as varidncias niio foram homoggneas, ¢ transformados em VX * 172
SANEST, com aplicagiio do teste de F,ale5% de probabilidade. AS méd
das concentragSes de AgNO; e AAS for

. am analisadas por regressio polino”
 os cultivares pelo teste de Tukey, a | e 5% de probabilidade
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Aos 60 dias de cultivo in vitro, todas as anteras intumescidas e/ou com

eatoriamente, para meio MS, acrescido de

calosidades foram subcultivadas, al
binadas com BAP (0,0;

de (0,05 1,0e 2,0 mg.L), com

2,4-D, nas concentragdes
ental foi o inteiramente casualizado,

2,0 e 4,0 mgL). O delineamento experim
o cultivar Mundo Novo, foram 8 repeti¢des por

em esquema fatorial 3x3. Para
ta por 1 tubo de ensaio com 3

a experimental foi compos
ai Vermelho 44, foram 6 repetigdes por

r 1 tubo de ensaio com 2

tratamento, uma parcel

anteras por tubo. Para 0 cultivar Catu
perimental foi composta po

tratamento ¢ uma parcela ex
plantes permaneceram em sala de

anteras por tubo. ApGs 0 subcultivo, 08 €X

19C e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa

crescimento com 25 £
de 2500 Iux.
Os dados obtidos foram submetidos

dos programas PROPHET, onde os residuos ndo apre
s niao foram homogéneas; © SANEST, com todas as

¢io do teste de F, al ea 5% de

3 andlise estatistica, com & utilizacéo

sentaram distribuigdo

normal e as varidncia
transformacgGes possiveis com aplica

probabilidade. No entanto, 0S resultados ndo foram si
entagem de anteras oxidadas, contaminadas, intu

foi avaliada aos 30 dias

gnificativos.
Entdo, a perc mescidas,
com calosidades e pro-embrisides ap6s o subcultivo.
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N ISE]
DI TRATAMENTOS EM BOTORg FLOI‘:2 cal
TDZ Ng CULTIY 4y VITRO Dy ANTERAS DE cappar
arabicq L)

O resum as andligeg d

jo de anter
LN . - 5, 10

Varidneiy g, Nmero méd

OXidadag, contaminadas, intumescidas

50 a0s pr
€ com calosidades Cm relag‘a(‘) N esti
tratamentos © niveig gq Dz, 40s 10, 20 ¢ 3¢ dias de cultivo in Vﬂ,;ot;ragﬁc
apresentados nas TABELAS v e g respectivamente— Houve 1
significativa, a5%

de probabilidade

tamento e
) $_tra

» S0mepta entre Cultivar e pre

aos 1) dias e Cultiyg

in Vitro vos em
ificati
. ) ignificat
Os dadog Obtidgg 08 niyej, de TDz Ndo foram sign
lenhum dos Periodq e Cultiyg n y;

TDZ

itro analisados. As concentragoes :: entré

m bastante distantes Cntre gj logo, inter valos pequen dias d¢
essas concentra96es Poderig, pr0p0rcionar Melhoreg fesultados. Aos 30
Para 4 varj

. ivoS.
p . ionificativ
dve] OXidaggo nz, foram signifi
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TABELA 2: Resumo das andlises de varidncia do ntimero médio de anteras
oxidadas (OXID.), contaminadas (CONT.), intumescidas (INT.)) e com
calosidades (CALOS.), em fungio dos pré-tratamentos e concentragdes de TDZ,

a0s 10 dias de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Quadrados médios

Causas
da variacfo G.L OXID. CONT. INT. CALOS.
CULTIVAR 2,8765* 0,0747  52037*  0,2197%*

2,5388%  0,9627*%  3,4157%  0,2302%*

1

PRE-TRATAMENTO 2

TDz 3 0,0410 0,1718  0,0241 0,0213
CUL*PRE 2 05179%  0,1321  0,1045 0,1396
CUL*TDZ 3 0,1063 0,0772  0,0010 0,0185
PRE*TDZ 6 0,0635 0,0589  0,0903 0,0017
CUL*PRE*TDZ 6 0,0176 0,0699  0,0317 0,0355
BLOCOS 3 1,2968 0,7787 1,2789 0,2595
RESIDUO 69 0,1423 0,1159  0,1877 0,0609
C.V(%) 20,16 25,83 36,65 28,83

* Significativo, a 1% de probabilidade; ** Significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 3: Resumo das andlises de varidncia do mimero médio de anteras
oxidadas (OXID.), contaminadas (CONT.), intumescidas (INT.) e com
calosidades (CALOS.), em fung¢do dos pré-tratamentos € concentragoes de TDZ,

a0s 20 dias de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Causas Quadrados médios

da variacio G.L OXID. CONT. INT. CALOS.
CULTIVAR 1 2.5264%  0,0550  3,6680%  1,6248*
PRE-TRATAMENTO 2 1,3119%  1,9350% 0,8498*  0,3550%
TDZ 3 0,0377 0,1409  0,0795 0,0185
CUL*PRE 2 0,0712 0,1992  0,1765 0,0365
CUL*TDZ 3 0,0266 0,1684  0,0573 0,0179
PRE*TDZ 6 0,1188 0,0006  0,0518 0,0165
CUL*PRE*TDZ, 6 0,1733 0,1710  0,1598 0,0518
BLOCOS 3 1,5647 0,8051  0,5412 0,2117
RESIDUO 69 0,1883 0,1633  0,1952  0,0635
C.V(%) 22,11 31,84 41,29 27,06
* Significativo, a 1% de probabilidade; ** Significativo, a 5% de probabilidade.
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s
. ¢ anterd
TABELA 4: Resumo das andlises de varidncia do mimero médio de

. com
oxidadas (OXID.), contaminadas (CONT.), intumescidas (INT.) €

‘ B TDZs
calosidades (CALOS.), em fungiio dos pré-tratamentos € concentragdes de

aos 30 dias de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Causas 9 médios :

da variagfio GL OXm. Qm((:lgﬁ%? INT. CAL?;
CULTIVAR 1 0,3704 02461 4,6239* 08 1()8**
PRE-TRATAMENTO 2 02032 04944%%  0,7893 051 2716
T™DZ 3 0,4201 02226  0,0826 " 149
CUL*PRE 2 0,5688 03836  0,1231 0’0080
CUL*TDZ 3 0,1983 00336  0,0248 0’0469
PRE*TDZ 6 0,2061 00726 0,803 00 15
CUL*PRE*TDZ 6 0,1687 02000 02321 0’02326
BLOCOS a0 o 01288 O
RESIDUO 69 y ’
C.V(%)

57
0207 ouer1 02938 OB

35,00
T 2276 37,89 43,77 —de.
* Significativo, a 1% de probabilidade; ** Significativo, a 5% de Pro abilida

L . und
Quanto a oxidagfo, aos 10 diag de cultivo in vitro, 0 cultivar

. 0
Novo foi o que apresentou o maiores fndices para 05 pré_tratamentos p
choque frio e a temperatura ambiente (TABELA 5)

. . Al
Aos 20 dias de cultivo in vitro, Mundo novo também 0bteVe "

oxidagfio quando comparado ag Catuai Vermelho 99. Em relagdo 05 P

tratame 5 »
ntos, 0s de choque de calor e 5 temperatura ambiente obtiveram © m
niimero médio de anteras oxidadag (TABELA 6)



TABELA 5: Ntmero médio de anteras oxidadas nos cultivares Mundo Novo

(MN) e Catuai Vermelho 99 (CV 99) para os pré-tratamentos por choque frio,
choque de calor e temperatura ambiente, aos 10 dias de cultivo in vitro.

UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Pré-tratamentos
Choque de Calor Temperatura ambiente
4,4984 a

2,5911b

Cultivar Choque Frio
MN 2,7521 a
CV99 1,1777 b

Médias seguidas por letras distint

Tukey, a I e 5 % de probabilidade.

3,8033 a

3,6732a
s na coluna diferem entre si, pelo teste de

TABELA 6: Ntmero médio de anteras oxidadas nos cultivares Mundo Novo

(MN) e Catuai Vermelho 99 (CV 99) para os pré-tratamentos por choque frio,
a0s 20 dias de cultivo in vitro.

¢ .
hoque de calor e temperatura ambiente,

UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Pré-tratamentos

Cultivar Choque Frio Choque de calor Temperatura ambiente Média

MN 3,1263 42254 47747 40421

Cv 99 1,9177 3,3168 3,0829 2,7725
Média 3522 37711 3,9288

O cafeeiro, como outras espécies Jenhosas, libera substancias fendlicas e,

Por essa razfio, deve-se adicionar, a0 meio de cultura, substinci
uso de dcido ascorbico nas anteras, ainda houve

as antioxidantes.

N e}
0 presente trabalho, apesar do

Um alfe foo1:
M alto fndice de oxidagio.
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No trabalho de Silva (2003) também foi observado um alto fndice de

: af
oxidago (93%), entretanto 2 autora trabalhou somente com o cultivar Catu

Vermelho 44 e com os reguladores de crescimento cinetina, TDZ ¢ BAP:

A presenca do regulador de crescimento TDZ no meio de culturd pod

. L 5
ter influenciado no processo de oxidagiio das anteras conforme proposto P

A

=
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Nogueira et al. (2003), em trabalho com indugfio de brotagoes @ partit

segmentos nodais de murici-pequeno, inoculados em meio MS suplem

entac
com diferentes concentragdes de TDZ. Estes autores observaram queé

208 -
dias

ap6s a inoculagdo, ndo houve formagfio de brotagdes em nenhuma C

concentragdes de TDZ testadas, somente presenga de explantes necrosados-

Quanto a contaminagio, aos 10 dias de cultivo in vitro, 05 maio

{ndices foram observados para o pré-tratamento por choque de calor, 208 204d
nio houve diferenca significativa entre o pré-tratamento por choque de cal
chogue frio, a 1 &5 % de probabilidade, ¢ aos 30 dias de cultivo in Vitro:

houve diferenca significativa entre os pré-tratamentos (TABELA 7).

TABELA 7: Ndmero médio de anteras contaminadas para os pré-tratam

por choque frio, choque de calor ¢ temperatura ambiente, aos 10, 20 & 30 d
cultivo in vitro. UFU/Uberléndia-MG, 2005.

Dias de cultivo in vitro

Pré-tratamentos 10 20 30
Choque frio 1,2378 ab 1,5573 a 0,797
Choque de calor 1,7259 a 1,4229 a 0,770
Temperatura ambiente 0,8112b 0,4734 b 0,342

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo
Tukey, a 1 €5 % de probabilidade.
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No inicio do cultivo in vitro, as anteras apresentaram um maior indice de
conty 1hars ¢ .
taminagfio no pré-tratamento por choque de calor, provavelmente devido ao

fa : . . ~ . .
ato da maior temperatura ter favorecido a proliferagao de microrganismos.

Quanto ao intumescimento, o cultivar Catuai Vermelho 99 foi o que

obteve os maiores indices, aos 10, 20 e 30 dias de cultivo in vitro (TABELA 8).

TABELA §: Nimero médio de anteras intumescidas nos cultivares Mundo
Novo (MN) e Catuai Vermelho 99 (CV 99), aos 10, 20 e 30 dias de cultivo in

vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Dias de cultivo in vitro

Cultivar 10 20 30
MN 0,4012 b 0,2652b 0,5379 b
Cv 99 1,5021 a 1,1020 a 1,6249 a
m entre si, pelo teste de

Médias seguidas por letras distintas na coluna difere

Tukey, a 1 e 5 % de probabilidade.

teve os maiores indices

Em relagdo aos pré-tratamentos, choque frio ob
nio houve diferenca significativa,

a ambiente (TABELA 9).

pré-tratamento nao

40s 10 dias de cultivo in vitro, j& aos 20 dias,
25 % de probabilidade, entre choque frio e temperatur

Aos 30 dias de cultivo in vitro, os dados para a varidvel

Oram significativos.

4]



d
dias
tura ambiente, aos 10 e 20
cultivg j Vitro, UFU/UberIﬁndia~MG, 2005
Dias de cultivo in pitre
Prc’-tratamcntos 10\20——-——
Choque frig 1,82477 0,9494 a
Choque g calor 0,2638 . 0,2898 b
Temperatura ambienta 0,7501 ab o 4o
A IO
Médiag Seguidas i 3 colupg diferem entre s1, pe
Tukey, 4 5 % de probabihdad

. ue
* © Cultivar Capyag Vermelho 99 f0100 :05
induzjy Maior forp, a Quand,, comparado 20 Mundo Itrovh;uve
* 0810 digg de cultivo in vitro, ndo BELA
% de probabilidade, entre os cultivares (TA
10).

TABELA 10; Nﬁmero Médio g altergg o,

Catuag Ver

do
. Mun
M calosigadeg nos cultivares

Melho g9 (cvy
Vitro, UFU/Uber G, 200

'
tiVO Mi
99), a0s 10, 59 e 30 dias de cul
landiy

de
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v

o melhor para a indugio de

Quanto aos pré-tratamentos, choque frio foi
aos 10, 20 e 30 dias de

calos . .
nas anteras, seguido pela temperatura ambiente,

cultivo in vitro (TABELA 11).

TA
BELA 11: Ndmero médio de anteras com calosidades para os pré-

trata . .
mentos por choque frio, choque de calor e temperatura ambiente, aos 10, 20

¢ 30 dine . R
0 dias de cultivo in vitro. UFU/ Uberlandia-MG, 2005.

Dias de cultivo in vitro

Pré-tratamentos 10 20 30
Choque frio 0,4023 2 0,5340 a 0,6787 a
Choque de calor 0,1153 b 0,1624 b 0,1977 b
Temperatura ambiente ~ 0,1972 ab 0,4297 ab 0,4801 ab

em entre si, pelo teste de

Médj . .
dias seguidas por letras distintas na coluna difer

T
ukey, a5 % de probabilidade.

em oxidadas, e dos dados sobre os niveis de

Apesar das anteras estar
a presenga desse regulador de crescimento no

TDZ ns
ndo terem sido significativos,
conforme

Mmej . .
0 de cultura pode ter influenciado no intumescimento das mesmas,
thidiazuron (TDZ) seria um eficiente

Proposto por Shan et al. (2000), onde ©
Além disso,

repyl, . ot
gulador da morfogénese in vitro de muitas espécies de plantas.
um excelente estimulante para

ores que 1,0 mM.

¢iio citocininica, produz

Hy ;
Ctteman; Preece (1993) citam que © TDZ €
formacs , .

magzo de calos em concentragdes iguais ou Ml

Segundo Andrade (1998), o TDZ, que possui a
as outras citocininas, po
ativo. E esse regulador tem

habilidade em promover a

llm'1 . .. . ~ ¢ .
@ maior atividade em relagio is ele ndo & facilmente
de 3y .

8radado, sendo portanto mais estdvel e mais

feceb; . .
bido mais atengdio recentemente devido a sua
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regeneragdo in vitro em muitas espécies, particularmente em lenhosas (SHAN R
al., 2000).

Em banana, Srangsam e Kanchanapoom (2003), trabalhando cO™
indugéo de calos, observaram que calos embriogénicos foram induzidos, L
meio MS, acrescido de TDZ, na concentragdo de 2,0 mg.L. Em mag4, Morales €t
al. (1999) citam que o TDZ, a 5 mM, ¢ importante para a formagdo de calos

regenerativos. Shan et al. (2000) investigaram o efeito do TDZ na regenerago P
vitro de cevada (Horde

. A
um vulgare 1) e trigo (Triticum aestivum L)
regeneragdo de tecidos a partir de calosidades de cevada foi maiof ™
concentragdo de 1 mg L, enquanto que o niye| 6timo de TDZ para a regenera?®

de trigo foi de 0,2 mg L.
No presente estudo, o pré-tratamento por choque frio influenciod ©
intumescimento e indugdo de calog Nas anteras, principalmente no cultival

Catuai Vermelho 99, entretanto, estag ndo formaram embri¢ides (FIGURA 2)

FIGURA 2: Anteras intumescidag cm calosidades. UFU/Uberlandia.2005.

Varios autores citam g

. ) a
Importancia dog pré-tratamentos  pard
androgénese, ¢ que a pré-incubagao

. , a
. ol ®M baixas temperaturas, ¢ benéfica et
muitas especies, como por exemplo para ¢ arroz, o qual ¢ pré-incubado @ 8°C, 0
que proporciona uma major viabilidade do grdo de polen, ativando algumas

. 08 (MARTINEZ, ot al., 1989).
Nitsch: (1983) observou que anterag g Datura, tratadas a 3°C, pO7

horas, apresentaram uma freqijane: do
4 uen 4 g 0
qiencia de polens vigyeis de 92%, contra 627

enzimas ¢ posterior formagaio de cal
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btido com Nicotind, sendo que O

material i

mittzi: I;ZZ ttratadO. Resultado semelhante foi o

ol COratado apresgntou 45% de graos de polen vidveis, depois de 5 dias
_ contra 68% das anieras tratadas, POt 48 horas, @ 5°C.

Em pepino, Kumar et al. (2003) observaram que a temperaturd de pré-

resposta pa indu

tratam
ento dos botdes florais de methot
al. (2001), trabalhando com

4°C por 2 dias. Luz et
ermelho 44 € Catual Vermelho 99

frio (4°C por 48 horas) €

embrioedn;
briogénicos foi a de
antera
s dos i
de C dos cultivares Mundo Novo, Catuai ¥
offea [
arabica L., submetidas & am choque

ino(;ula d

as . . "

as em meio MS com diferentes concentragoes de 2,4-D;
ar Catual yermelho 44.

redirecionamento da

yerificaram O

sc
imento de 27% das anteras do cultiv

Na .
verdade, sabe-se pouco sobre 08

0 gentido de formarl uma célula

Ontog .
enia Y
do gametoflto masculino n
cionamento necessita

que este redire
ma

embriged
1008ni
génica, mas os estudos &M mostrado
a aplicagdo de fatores externos 1o

ese (REYNOLDS, 1990). O estresse
einas

uma vez que prot

mbriogénese hapléide

de
um estf
{ . Lo
mulo-sinal. Estudos indicam que
n

0 m -
1CrQs
poro competente para & androgé
androgenético,

Parec
& ser o si ..

o sinal para iniciar © processo
a indugdo da ¢

de ¢
stresse sio detectadas durante
ZANETTINL 2002)-

(KAL
TCHUK-SANTOS; BODANESE-

Um P
a série de fatores de estresse: a
disparar ©

identif;
entificados como capazes de
1997; TOURAE

HAR

A

Topn DA, 1986; BINAROVA ¢t al.,
, 1999) ou aumentar @ proporgal

esponc;
elz(z::os (KIYIHARJU; pEHU, 1998 DIA> ol ’
- téticosm ser listados: choque érmico (calor o8 frio), irradiagads agentes anti-
(colchicina), caréncia @ fitrogénio; caréncia de carboidratos,
GANTOS; BODANESE—

iﬂcub, 5
agio em solugdo de manitol (KALTCHUK—

Z
ANETTINT, 2002).
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O tratamento das anteras a bajxag temperaturas, antes ou no inicio da
cultura in vitro, tem como conseqiiéncias para o grio de pélen a dissolugdo dos
microtdbulos e alteracdes na distribuicio do citoplasma e na divisdo celular-
Portanto, € provivel que o pré-tratamento de frio exerga seu efeito através de

uma interferéncia precoce no estabelecimento da polaridade, resultando numa
?

mudanga na organizagio do fuso, com a formagdo de plens binucleados

simétricos (KALTCHUK-SANTOS; BODANESE-ZANETTINI, 2002).

Ascanio e Arcia (1994) citam que o efeito do choque térmico pode estar
relacionado com o atraso do envethecimento da parede da antera € 2

desorientagdio do fuso mitético, levando a um aumento na viabilidade dO
micrésporo. Em trabalhos com Coffea arabicq 1, variedade Garnica, €8S€5

autores obtiveram a Treégeneracio a partir de anteras de botdes florais que mediam

entre 3 a 4 mm de comprimento, contendo micrésporos uninucleados,
submetidos a uma temperatura de 5° C porum periodo de 48 horas

» sendo que o tratamento a frio das mesmas:
a capacidade de produzir calog ou plantas regeneradas'
Entretanto, o efeito desse tratamento ¢ indireto. O aumento na androgénes® ¢
atribufdo principalmente a0 fato de que a baixy temper.

pode aumentar

atura retém a viabilidad®
, retarda a Senescéncia, sincrop;

e




Além disso, Luz (1995), trabalhando com cultura de anteras de pimentado

utili
tilizando TDZ, observou que houve um au

dest -
as, a medida em que se aumentava a concentrag

mento significativo na indugdo
4o de TDZ. Houve ainda

maior percentagem de anteras com embrioides, mas 0 TDZ foi pouco

efici " . y }
ente na maturagdo dos mesmos, ou seja, o TDZ possul um papel importante

nai o
indugfio de embrioides em anteras de
Os indices de anteras oxidadas, ¢

calosidades aos 15, 45 e 60 dias de subcultivo i

FIGURAS 3,4 ¢ 5.

pimentdo.

ontaminadas, intumescidas € com

n vitro estdo apresentados nas

%
£ 100% -
g 80% - M Oxidagdo
; 60% - @ Contaminagdo
gn 40% A O Intumescimento
g 20% -l O Calosidade
2 0%
5 MN cv 99

Cultivares

contaminadas, intumescidas €

s cultivares Mundo Novo

MG, 2005.

F :
IGURA 3: Média geral (%) de anteras oxidadas,
cultivo in Vilro no

com calosidades aos 15 dias de sub
FU/Uberlandia-

(MN) ¢ Catuai Vermelho 99 (CV 99)- U
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f.-; 100%

: S0% B Oxidagdo

: & M Contaminagdo

:o:n 40% O Intumescimento

g 20% O Calosidade

(¥}

3 0%

" (@
MN CV 99

Cultivares

FIGURA 4: Média geral (%) de anteras oxidadas, contaminadas, intumescidas ©

com calosidades aos 45 dias de subcultivo in vifro nos cultivares Mundo Novo
(MN) e Catuai Vermelho 99 (CV 99), UFU/Uberlﬁndia—MG, 2005.

%
ot
g 100%
2 80% M Oxidagao
g A B Contaminagéo
£ 40%
=y o0 O Intumescimento
£ e O Calosidade
g 0%
&
ot MN CV 99
Cultivares

FIGURA 5: Média geral (%) de anteras oxidadas, contaminadas, intumeSCidaS e

com calosidades a0s 60 dias de subcultivo in vifrg nog cultivares Mundo NOV

(MN) e Catuai Vermelho 99 (CV 99). UFU/Uberlandia-MG. 2005,

No subcultivo, em todas as avaliagdes foram observados altos indices de
oxidagdo para os dois cultivares (100%). A contaminago foi maior nO cultiva

CV 99, quando comparado a0 MN, aumentandg com o passar do tempO

ficando em aproximadamente 8% aos 6() dias apos o subcultivo (contamina‘?'a
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fungi
ica). : : :
). As anteras, l0go apos 0 subcultivo, embora estivessem oxidadas

s melhores resultad
durante 0 subcultivo. Quanto a0

tgambem estavam intumescidas, com O os observados para CV
9, entretanto, esses indices ndo aumentaram
agdo, as anteras in
a CV 99, entretanto, ndo houve

indice d :
I e calosidades, apesar da oxid duziram a formagdo de
calos ¢ ‘

om os maiores valores observados par
), ou seja, 08 18

2.4-D
=D e . i , : .
TDZ induziram O intumescimento € calosidades nas anteras, mas estas

crescim 3
ento dos mesmos (FIGURA 6 uladores de crescimento

est i
avam oxidadas e morreramn.

FIG =
URA 6: Anteras oxidadas, intumescidas € com calosidades ap0s O

Sub .
cultivo. UFU/Uberlandia-MG, 2005

ubcultivo aumentaram, como era de se

(1976) citam que © cultivo 7
ostos fenolicos N0 meio que podem

isso, Utino et al. (2001) citam

m mesmo meio, faz-se

Os indices de oxidagdo durante o s
1 vitro, por um

€S
perar, uma vez que Wang e Huang
peri .

iodo longo, induz a formagdo de comP
5 calos. Além d

que . :
para a permanéncia do explante Por mais tempo em Y
5o da oxidagdo.

causa
" .
necrose e posterior morte do

necessaria A :
saria a adigio de acido ascOrbico,
do ascorbic

Entr ;
; etanto, Teixeira (2001) cita que © aci
ermolahi ‘
mol4bil, e, por esse motivo, tal antioxidant® ndo deve S€T colocado no meto de
Cultura,

esultados obtidos para @

Maciel (2001) e Palt (2002) citam a4 pelos T

inducy
¢d0 de calogénese em anteras d
itocinind. D
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sem diivida o mais adequado a indugfio e manutencdo do calo (GAMBORG et
al,, 1976).

Mustafa (2003), trabalhando com os mesmos cultivares q“ando

e
comparados ao presente trabalho, observou que os melhores resultados d
. v . e
Intumesctmento foram conseguidos quando se utilizou em torno de © mgl d

2,4-D. Marques et al. (2004), trabathando com diferentes concentragdes d° 24

, . s
D e TDZ, observaram que tais reguladores induziram a formagio de calo
(89,09%) em anteras de cafeeiro do cultivar Catuaf vermelho 44.

Ay 111 ‘0
Entretanto, Giri et al, (1993) afirmam que a presenca de 2,4-D 1O mes
de cultura estd associado a umg maior oxidagéio do tecido. Figueira (2()02),

trabalhando com subcultivo de anteras em doses menores de 2,4-D; també™
obteve 100% de anteras oxidadas,

42- EFETTO DO SUBCULTIVO DE cALOS po cupmivaR CATUM

VERMELHO 44 EM MEIO COM 2,4-, NI'TRATO DE PRATA E ACIPO
ACETILSALICILICO

413 A . 0
O resumo da an4lise de varidncia da média estimada da drea dos calo® d

cultivar Catuai Vermelho 44, em relaciio aos niveis de AgNO; e A AS, 89
dias apds o subcultivo, estzo apresentados na T

» OS
) - ABELA 12. Os dados 0btid
ndo foram significativos, a | ¢ 5% de probabilidade

Com o intui ifics : *
1to de verificar se haverig crescimento e regeneragio d° cal?

induzidos previamente, foi realizado o Subeultivo dos mesmos. Uma vez 4% 08
os ndo foram significati ; . ‘

dados foram sxgmflcatlvos, foi realizado wym cdlculo da média estimada da

drea dos calos provenienteg de anteras dq cul

. 30
tivar Catuaf Vermelho 44, 80°

dias apGs o subcultivo, que estd apresengg, do na FIGURA .
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TABELA 12: Resumo da andlise de varidncia da média da drea dos calos do

cultivar Catuai Vermelho 44, em fungio dos niveis de AgNO; e AAS, aos 30
dias ap6s o subcultivo. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Quadrado médio

Causas
da varia¢ho G.L Area (cm’)
NITRATO 1 0,0154 ™
AAS 3 0,0054 ™*
NIT*AAS 3 0,0218 **
RESIDUO 88 0,0258 ™*
C.V(%) 13,74

n.s. Nio significativo,a 1 e 5 % de probabilidade.

o«

=

S 1,2
g 0,8
= 0,6
0,4
0,2

Média da

T4 TS5 T6 T7 T8

TI T2 T3
Tratamentos

R IGURA 7: Média estimada da drea em cm?’ dos calos provenientes de anteras

do cultivar Catuaf Vermelho 44. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Foi observado o crescimento dos calos, principalmente no tratamento 5

(Meio MS + 2 mg.L de 2,4-D + 0 mgL de AgNO; + 0 mgL de AAS). Apesar

do crescimento dos calos, os mesmos jé estavam oxidados antes do subcultivo e,
durante egte processo, a oxidagdo ndo diminuiu e os calos ndo induziram a
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formagdo de pro-embridides. Quanto a colorago, os calos encontravam-s¢

marrons devido a necrose dos tecidos promovida pelo processo de oxidagdo, ©
com textura compacta, ndo embriogénica (FIGURA 8).

FIGURA 8: Calo oxidado aos 30 dias apos o subcultivo. UFU/ Uberlﬁndia-MG’
2005.

Em muitas espécies, por razges nio conhecidas, a embriogénese diretd ¢
rara e as plantas tém que ser diferenciadas a partir de calos. Para indugdo desteS
geralmente € necessaria uma auxing (MAHESHWAR] et al, 1982). Segundo
Rocha (1998), para a indugdo e manutengio do calo, a maioria das espécies
parece comportar-se diferentemente em relagdo aos reguladores de crescimento;

podendo ocorrer independentemente deo auxinas e citocininas, dependente de
>
ambas, ou dependente de uma ou de outra,

Outras substéncias tém sido adicionadas agg meios de cultura, visando
aumentar a eficiéncia da cultura de anteras. O AgNO; (5 a 10 mgL) reduz @
senescéncia das anteras, resultando em aumento na induéﬁo de calos (PETER
etal., 1999).

Herman (1991) cita que existe uma relagdo direta ante & concentra¢5°

de aspirina no meio de cultura e ¢ estimulo da embriogénese. além de nio causar

qualquer prejuizo no crescimento e sobrevivéncia das células. bem como ndo
~ . 2

afetar o pH do meio.

Provavelmente, a auxing 24-D promovey ¢ crescimento dos calos
subcultivados, mas 0 AgNO; ¢ o AAS ndo estimularam a sy embriogénese.
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mento, calosidades € pré—embriéides;
5o foram significat

Varié
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ncia para 9 ntimero médio de anteras

L .
A 13: Resumo das andlises de varid
) e com calosidades (CALOS.), em

contam;
minadas (CONT.), intumescidas (INT.
ata (NIT) © et

(AAS(; das concentragdes de nitrato de pr
2005 , em um perfodo de 30 di® de cultivo 7 yitro. UFU/Uberlﬁndia—MG,
va:asfla uadrados médios
LTy on G.L : : CALOS.
NITRATgR ! 10517 0.0 0.5061%
AAS 1 3.9639* 4526 0.5080*
CULNyT 4 2058 0 6870%* 7794+
CULxAA i 0.0619 0,1944 04792
NIT A A 5 4 0.0889 0772 0,0867
CUL*NIS* 4 0.1694 0.3557 0.2607
T*AAS 4 0.0624 0164 0,0239
’ 0.1148

IéESiDUO
V(%)

Significar
Icativo, a 1 % de probabilidade;

60 0,1383

Ed
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as
TABELA 14: Resumo das andlises de variincia para o nimero médio de antet
contaminadas (CONT.), intumescidas (INT.), com calosidades (CALOS. Je pro-

embriGides (EM.), em fungio das concentragdes de nitrato de pratd (NI ©

dcido acetilsalicilico (AAS), em um perfodo de 60 dias de cultivo in vitro:
UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Causas Quadrados médios

da variac¢io G CONT. INT. CALOS. EM.4
CULTIVAR 1 1,7144% 0,0739 0.0 476 (),001 0
NITRATO 1 33188m  1g7o7 oesirr O
AAS 4 02201 04130  0,6805* ,45545*
CUL*NIT L 00196 01987 o04i74 0430 p
CUL*AAS 4 00112 00702 00716 4790
NIT*AAS 40144 ouome  04saTe 040D
CUL#NIT*AAS 400 oomr  0.0064 0.0772
RESIDUO 60 0,806 01104 01142 0,0923
C.V(%) 3773 3041 28,11 33,05
* Significativo, a 1% de probabilidade; ** Significativo, a 5% de prob’lblhd ad

Aos 60 dias de cultivo in vitro, todas as anteras estavam oxidadas, ape!
das mesmas terem permanecido no escuro, diferentemente do observado 1
Melo et al. (2001), onde houve o controle da oxidagio pela auséncia de
Entretanto, apesar das anteras estarem oxidadas, houve o mtumescimeﬂt

formagdo de calosidades, e, em alguns casos, de pré-embridides Provavelme

o ambiente escuro influencion nesge processo, conforme observado por Mu
(2003), onde houve declinio d

a oxidagio, maiores fndices de intumescim®
melhor resposta na formag#o de calos em anteras de café. cultivadas com &

e citocininas, no meio de cultura, e depois colocadas na auséncia de 102
Quanto & contamin

4Gao, o cultivar Catuai Vermelho A4 foi ¢
apresentou os maiores {ndices, aos 30 ¢ 60 dias de cultivo in vitro (T Al

15), sugerindo que tal cultivar seja mais susceptivel aos patogenos oY
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nlJme
ro me
‘dio de anteras contaminadas foi

¢ 60 di .
ias de cultivo in vitro (TABELAS 16

contaminadas nos cultivares Mundo

EL . ONY
Novo (1\? {5: Nimero médio de anteras
N i
) e Catual Vermelho 44 (CV 44), a0s 30 e 60 dias de cultivo i vitro.

UR
U/Uberlandia-MG, 2005.

Dias de cultivo in vitro
Cultivar 30 60
3303 b 0,3522 b

MN O,
0,9786 4

Cv 44 0.9972 2
na diferem entre Sh pelo teste de

Médi
1as segni
guidas por letras distintas na colu

Tuke
Y,a1e5 % de probabilidade:
ontammadas nos cultivares Mundo

ausenc:1a ou presenga

TABE

LA

Noyo (MN16 Ntmero médio de anteras ©

de AgNO ) e Catuai Vermelho 44 (CV 44), em relac;ao a
., a0s 30 de cultivo in Vifro: UrU/U G, 2005.

Culti —
0 5
0,01 33 0,3683

LMN'—__‘_/()ﬁ/

\Vj—-’:Mn/lw
M) .

édia 11980 02302
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TABELA 17: Nuamero médio de anteras contaminadas nos cultivares Mundo
Novo (MN) e Catuai Vermelho 44 (CV 44), em relagdo a auséncia ou presencd

de AgNO;, a0s 60 de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-M@G, 2005.

Cultivar Nitrato de prata (mg.L) Médr
0 5
MN 0,7347 0,0405 0,3876
Cv 44 1,5602 0,4932 1,0267
Média 1,1474 0,2669

Aos 30 dias de cultivo in vitro, o nimero médio de anteras intumescidas
diminuiu, & medida em que aumentaram as doses de AAS (FIGURA 9). J4 ao0s
60 dias, houve interagdo entre as doses de AgNOse AAS. sendo que na auséncid

k]

N

de AgNO;3, o mimero médio de anteras intumescidas também decrescel >

medida em que aumentaram as doses de AAS (FIGURA 10). Os dados ndo
foram significativos na presenca de AgNO,.

— N
h N W

y= 2,0711-0,0214x
R =97 319,

Niimero médio de
anteras intumescidas
b=
o th —

O % 16 24 % 40 43 56 6a

Doses de AAS em mg.L

FIGURA 9: Nimero médio de anteras

. P S
Intumescidas, em diferent®
concentragdes de AAS, aos 30 dj

as de cultivo in vire. UFU/Uberlﬁndiﬂ‘MG’
2005.
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N
9]

=-0,0081x + 1,8027
R?=94,48%

o
o

¢ 0 mg.L de AgNO3

o=
o
,

T T T T T T T

0 8 16 24 32 40 48 56 64
Doses de AAS em mg.L

Nidmerg médio de
anteras intumescidas
p —
o W

Figy
RA 10; Ntimero médio de anteras intumescidas, em auséncia de nitrato de

Praty,
°m fungio de diferentes concentracdes de AAS, aos 60 dias de cultivo in

Vit
o. URyy Uberlandia-MG, 2005.

O ambiente escuro, provavelmente, induziu o intumescimento das
Vﬂtems Conforme proposto por Silva (2003), em trabalho com o cultivar Catuaf
“rmelho 44, onde houve um maior indice de intumescimento quando os
Xp lanteg florais foram incubados no escuro. Além disso, o regulador de

Tescq
ento 2,4-p apresenta cardter indutor para o intumescimento e calosidade

conf,
M€ Proposto por (TORRES et al., 1998).
Com relagio a0 niimero médio de anteras com calosidades, houve

Nter,
a¢do Significativa, a 5% de probabilidade, entre cultivar e AgNO;, aos 30
¥ de Cultivo i yitro. Mundo Novo foi o cultivar que apresentou o maior
e
" Médio de anteras com calosidades na auséncia de AgNOs. A 5 mgL de

AgN
05 nio houve diferenca significativa entre os cultivares (TABELA 18)
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. - : do
TABELA 18: Nimero médio de anteras com calosidades nos cultivares Mun

. de
Novo (MN) e Catuai Vermelho 44 (CV 44), em relagfio a auséncia prGSenga

AgNO;, ao0s 30 dias de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

- /
Cultivar Nitrato de prata (mg.L) Média
0 5
MN 16388 a 0.3185a 1,2287
CV 44 0,8192 b 0,8087 a 0,8139
Média 1,2290 0,8136

: : e
Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre Si, Pel© teste d
Tukey, a 5 % de probabilidade.

e At . N ¥ ero
Com relagdo ao 4cido acetilsalicilico, houve um decréscimo 1O ourm

médio de anteras com calosidades, & medida om que aumentaram as doses 9°
AAS (FIGURA 11).

[F]
bS] 2
L gy
:8 8 -g 1,5 -
Eas .
° 52 M
°é % 3 0.5 ¥ =-0,0196x + 1,518
E 0 R®= 84,149,
O 8 16 24 30 49 43 56 64
Doses de AAS em mg. L
FIGURA 11:

Nt L . tes
umero médio de anteras com calosidades, em difere?

concentragSes de AAS, aos 30 diag de cultivo in vitro. UFU/Uberlﬁndia—MG
2005.

J4 aos 60 dias de cultivo iy v '
‘ as de cultivo in vitro, houye interagio significativa, 2 1% ¢

probabilidade, entre as doses de AgNO, ¢ A AS. Na auséncia de AgNO3’
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des diminuiu, & medida em que as

Mimg

T0 meg;

dio de anteras copm calosida
presenca de AgNO; os dados ob

de 4
AS
Wmentargm, (FIGURA 12), N,

)
_:'g E 295 =
g 3d :
g% 1250 Y =-0,0296x + 1,9634
g g’g Ib R’ = 87,66%
2 9 [ ¢ O0mgldeA
§ 5805 s
0,0
0
816 24 32 4 43 56 &
FIGUR Doses de AAS e mg.L
A 1.
. Nﬁm oy
AgNO3, em 0 médio de anteras com calosidades, em auséncia de
i ¢ao i
lzpmno. VR, de diferenges concentragdes de AAS, aos 60 dias de cultivo
" Uberlandiy-pyi 2005
tota]
Car a .
logi. de  anterag mnoculadas, 22% induziram a formacio de
2% para o cultivar Mundo Novo e 20,4% para Catuaf

s Sendo 2
ermelh 4»
04
m z . . s
bora Mundo Novo tenha apresentado o maior indice de

f
Sidg . o . ;
des, isso ngo significa que seja o melhor cultivar, uma vez

O de Calp

Alugy
Lyer
melk
© 44 apresentou uma contaminagio maior.

e
eSeuro influenciou na formagido de calosidades, conforme

Ambjene

pn"o 0
millp ¢ Summer (1991 ) e Nascimento et al. (2003), em trabalho

Post
v Po
rj
C()In . drg
Uey
€ ¢yl . : it
0s de Carqueja, onde houve uma maior formagio de calos em

Metidy. | X £
'S a ausgncig de luz. Sharp et al. (1973) obtiveram calos através

o/ Se 5
Mmentes, folhas o anteras de C. arabica dos cultivares Mundo

OUI'bO
I Amarelp, A inducio de calos também foi mais eficiente na

ga
‘enc‘
de Uz < . .
Se VoIVim Além disso, Ascanio e Arcia (1994) citam que, para o
Cnto . ‘.
do cajo, 44 anteras devem ser mantidas no escuro, ja para o

L0



desenvolvimento do embrido, os calos devem ser mantidos no claro. Santos etal
(2003), trabalhando com o efeito da luz na indugsio de calog@nese in vitro, €M
explantes foliares de pequizeiro, inoculados em meio WPM, suplementado com
1,0 mg.L de TDZ e 2,0 mg.L de 2,4-D, observaram que a maior formagao de
calos também ocorria na auséncia de luz.

No presente estudo, os calos formados nos explantes mostravam-s°
fridveis, ndo embriogénicos, ocupando em alguns casos todo o contorno da
antera ou ocorrendo em pontos isolados. Entretanto, em alguns calos havia &
presenga de pro-embridides. Embora as anteras estivessem oxidadas, 08 calos
possufam coloragdo cinza na grande maioria, e, em alguns, coloragdo creme,

justamente onde foi observada uma maior incidéncia de pré-embridides.

Essa coloragfio cinza dos calos pode ser resultante da perda gradativa da
cor natural passando de verdes a marrom, aliada 3 diminui¢do do ritmo de
crescimento dos mesmos, estagnagio do processo de formagio de embri6ides

seguida pelo surgimento de dreas necrosadas na superficie que constituem sinats
caracteristicos da decad@ncia da cultura (SILVA 2002)
Y -

Embora 2 auséncia de luz tenha influenciado na formagao ¢ coloragi?

dos calos, 0s mesmos eram pequenos, possuindo didmetro igual ou inferior & 5

mm, diferentemente do observado por Silva (2003), onde na auséncia de vz
56,61% dos calos apresentatam difimetro superior a 5 mm

Além da auséncia de luz, a presenca de 2,0 mgL de 2,4-D no meio d
cultura, provavelmente, influenciou na formagdio de calosidades. Nest
experimento, tal concentragio foi utilizada partindo-se do pressuposto que estd

a melhor concentraciio do regulador de crescimento 2.4-D. conforme analisad
por Maciel (2001) e Pali (2002).

Além disso, Martinotto et al. (2003), trabathando com indugdo de cal

fridveis em explantes foliares de dedaleira, nocularam tais explantes, em M°

b

WPM, suplementado com diferentes concentragBes de 2.4-D. e observaram 9
? 4

60




a utilizac
¢lo de 2,0 mgL de 2,4-D induzin umad formagdo de calos de 81,65%:-
es de cajueiro
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Que M
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LA 19: Nt
Mundo 19: Ntmero médio de anteras ©
ovo (MN) e Catuai vermelho 44

prQSen
a
¢a de AgNO3, a0s 60 dias de cultivo if

0
MN 0,6082a 0.13122a 0.3697
C
V44 0.3035 2 037178 0,3376

Méd-
188 seou;
guidas por letras Jistintas D&

Tuke
Y,a 1% de probabilidade.

QUan . .
to a presenga do 4cido acetils
&dio de anteras com

qlle 0
S nives
niveis de AAS aumentams ©
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embridides decresce até a concentragdo de 42 mg.LL de AAS. A partir dess®

ponto, o nimero médio de anteras com pré-embridides tende a aumentar
(FIGURA 13).

T L5

£Eg

TEE

E S 2 ¥ =0,0004x* - 0,0336x + 0,7814

5 § -g 0,5 RY=76,35%

E g9 *

2 g 0 - r ' T“Q
O 8 16 24 3 4 56 64

Doses de AAS emmg.l,

FIGURA 13: Nimero médio de anteras com pré-embridides, em diferentes

concentragdes de AAS, aos 60 dias de cultivo in vigro, UFU/ Uberlﬁndia-MG’
2005.

Houve interacio signific
AgNO; e AAS. Na ausénej

ativa, a 1% de probabilidade, entre as doses de

a do 5 : 6-
a do AgNOs, 0 niimero médio de anteras com pro

embridides decresceu, & medida em que as doses de AAS aumentaram (FIGURA

14). Os dados, na presenca de AgNO;, niip foram significativos
Ockendon e Mcclenaghan (1993), trabalha

ndo com o cultivo in vitro 4
anteras de couve-de

-bruxel: i i
e as, afirmam que ey fungio da alta interagfio do melO
com o gendtipo, € recomenddve] o uso de pelo menos dois meios, um com &
presenca e outro sem nitrato de prata. Em pimenta Nervo et al (1994)
5 -

mg.L de AgNO;, no meio de indugdo, (V¢
€, Justificandg

verificaram que a presenca de
efeito favordvel na androggnes

) . - 0
e estud as concentragdes utilizadas I
presente estudo.
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Marques (1996), trabalhando com o efeito do efileno na morfogénese "
vitro de crisintemo, através da interacdo entre nitrato de prata e BAP, observot
que a presenca de AgNO,,

utilizada isoladamente oy interagindo com BAP»
resultou em baixos v

alores das médias obtidas para todos os pardmetros
analisados.

Fuentes (1993) estudou o efeito do AgNO; em diferentes concentragdes,
visando aperfeigoar o processo de micropropagagﬁo através da embriogénes®
somdtica direta a partir de folhas de Coffe

a canephora. Ele observou qué 4
produgdio de embridides, aos 70 dj

as de cultivo, foi influenciada pelas diferentcs
doses de AgNOs, sendo que

as doses mais atas determinaram um crescent®
declinio na produgiio, indicando aproximadamente o limite de concentragao.
Pasqual et al. (2002), trabalhang com anteras de Coffea arabica L»

adicionaram, ao meio de cultura, AgNO;, em diferentes concentragdes: 0 5; 10,

15 ¢ 20 mgL, ¢ observaram que as diferenteg concentragdes de AgNO:s
influenciaram negativamente g percentagem de

_ alos formados a partif de
anteras de cafeeiro.

(1997), na indugdo de embridides 5 partir d

. a cultura de anteras de pimentdo, isto
pode ter ocorrido devido ao fatg do AgNO

) N sbloquear a agio inibitéria do etilen®
enddgeno dos embrides, permitindo o mg;

or desenvolvimento dos mesmos.

capitata, observou que a utilizagiio de o 4-D, n

. i 0s meios de indugio de calos, ©
essencial para a obtengfio dos mesmos, ¢ que
’ 0

AgNO; mostrou efejto benéfico
tanto n

a inducio quanto na régeneragio de planta
as
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Giridhar et al. (2003), trabalhando com brotagdes in vitro de Coffea

(i @rabica ¢ C. canephora, observaram que o AgNOs era benéfico nas duas
espécies. Finotti et al. (2001), trabalhando com anteras de Coffea arabica L.,
inoculadas em meio MS, com diferentes concentragdes de AgNQ;, observaram

que a adicdio de 3% desta substincia ao meio de cultura promovia a indugfio de

calos,
Dias e Martins (1999) estudaram o efeito de trés concentragoes AgNO;
0,5¢10 mg.L) na produgiio de embrides, & partir de cultura de anteras, em 27

morfotipos de Brassica oleracea. A produgdo de embrides foi significativamente
dumentada, na maioria dos morfo[’ipOS, pela adigﬁo de AgNO3 no meio. Em

geral, os melhores resultados foram obtidos com a adigdo de 10 mg.L de

AgNO;,
Lentini et al. (1995), estudando o efeito do A

em cultura de anteras de arroz, avaliaram a adigéo de AgNO; nas conc
Observaram

gNO; na indugéo de calos,
entracoes

de 0, 2,5, 10, 15 e 20 mg.L, ao meio liquido de indugdo de calos.
gNO; foi adicionado ao meio de

que a formagao de calos aumentou quando 0 A
L. Em concentracOes

i = . ~
ndugp, principalmente na concentragao de 10 mg.
Superiores o efeito foi inibidor, entretanto, ndo houve diferenga quando o

AgNO; foi adicionado no meio de regeneragio, indicando que para a cultura de
almente a indugdo de calos e

Anteras de arroz, a inibigdo do etileno afeta princip

e i A ~ . . ~
Mbriogénese mas nido a diferenciagio em planta.
ado com o AAS, efeitos inibidores

Em relagio ao AgNOs combin
or Conceigdo (1997), em

Semelhantes aos aqui encontrados foram observados p
estudo com o AAS em diferentes concentragdes, na conservagao in vitro de

Segmentos caulinares de batata, onde O AAS diminuiu o crescimento de

Segmentos caulinares na concentragio mais elevada.
os aqui encontrados foram obtidos por Luz et al.,

Resultados diferentes a
destas substincias na androgénese de

(]997), em estudo sobre a influéncia
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pimentdo. As anteras foram cultivadas enp meio C, suplementado com AAS, nas

mesmas concentragdes do presente expetimento e também incubadas no escuro:

Observaram que a melhor indugzio embriogénica foi obtida na concentragdo de

16 mg.L de AAS, e que concentragSes maiores do AAS induziram a necrose das
anteras.

Khalafalla e H
etileno, AgNO;

attori (2000) estudaram og efeitos dos inibidores de

¢ AAS no enraizamento in iz, de Vicia faba L.. Os inibidores
de etileno promoveram a formagfio de raizes, sendo que o AgNO; aumentou 0
niimero de raiz por brotagiio, e 0 AAS aumentou a eficiéncia do enraizamento-

Gutiérrez-Coronado et al. (199g) observaram que, em soja, o 4cid0
salicilico aumenta a formagio de raizes. Além disso, Senaratna et al. (2000)
es

tanto, utilizaram feijfio (Phaseolys vulgaris L) e t

omate (Lycopersicor

esculentum L.). As sementes dessas plantag foram embebidas em solugoes

aquosas de AAS e mostraram aumento na tolerapci
[e

a ao calor, resfriamento €
estresse por falta de dgua.

aumento do nimero de anteras com Pré-embridides, foi realizado o subcultivo

das mesmas para meio contendo 24-D e BAP sen

do que o ndmero de anteras
(%) oxidadas, contaminadas, intumescidag com ¢
4

alosidades e pré-embridides;
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que ocorra intumescimento das anteras, formagio e aumento do tamanho dos

calos de ambos cultivares, € necessario que haja interacfo entre a auxina (2,4-D)
¢ a citocinina (BAP).

Apesar dos dados nfo serem significativos, e nio existir diferenca entre 08

tratamentos utilizados, vérios autores observaram melhores resultados de tais

reguladores. Maciel et al. (2003), em um trabalho com embriogénese somdtica

indireta, a partir de segmentos foliares em Coffea arabica L. cv. Obati,
subcultivaram os calos para o meio de diferenciacfio, adicionado de diferentes

concentragdes de 2,4-D (0, 1, 2 e 4 mgL) ¢ BAP (0, 2, 4 e 8 mgL), ©

observaram que a maior freqiiéncia de calog embriogénicos fridveis ocorreu na

presenca de BAP (8 mg.L), associado ou ndo ao 2,4-D

Mustafa (2003), trabathando com anteras de Mundo Novo e Catual
Vermelho 99, inoculadas em meio MS, acrescido de 2,4-D (2,0; 4,0; 6,0 ¢ 8,0

mgL) e BAP (0,0; 2,0 mgL), observou que para Mundo Novo os fndices de

oxidacdo, intumescimento e formagsio de calos foram influenciados

-D e BAP, sendo que 2

significativamente pela combinagfio das doses de 2,4
combinagio de 4 mgL de 24D ¢ 2 mg.L de BAP promoveu a maiorf

percentagem de calos. A medida em que houve aumento nas doses de 2,4-Ds

houve também aumento na oxidagio dag anteras, no entanto, também

aumentaram as anteras

b

foliares de copaiba, que foram inoculados em meio MS, acrescido de diferentes
concentragBes de 24-D e BAP, verificaram que ¢ ygq de 1,0 mg.L de BAP em
0 mg.L. de

combinagdo com 2 mg L de 2,4-D Proporcionou a majoyr formagdo de calos
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também proporcionou a menor oxidacdo as anteras, sendo que dosagens

superiores passaram a apresentar efeito prejudicial.

O insucesso da cultura de anteras pode estar relacionado com &
correlagio existente entre os genoétipos, visto que a maioria dos pesquisadores
nio utiliza vérios cultivares. Na maioria dag vezes, faltam dados detalhados
sobre as respostas da cultura a ser utilizada, sendo necessério utilizar varios

materiais para analisar quais possuem melhores respostas (ARAUJO, 2004).

A contaminagiio causada por fungos e bactérias ¢ a oxidagdo por

substincias fendlicas sdo fatores limitantes no estabelecimento in vitro de calos
em anteras de C. arabica provenientes de material coletado no campo-. A

utilizagho dos reguladores de crescimento, provavelmente, tenha condicionado
k]

as anleras a expressarem seu potencial embriogénico, entretanto, 08 pré-

embridides observados nfio regeneraram plantulas. Se for considerado ©

intumescimento das anteras e o inicio de formagdo de calos, como uma possl'Vf?1
3

embriogénese, a diferenca de manifestagio entre o cultivares é comum N2
técnica de cultura de anteras.
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