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RESUMO

O café ¢ um dos mais importantes produtos do mercado internacional. Descreve
importante papel no ambito econdmico e social. Os programas de melhoramento
genético do cafeeiro tém alcancado sucesso na obtengdo de cultivares mais produtivas.
Porém, o tempo gasto e a extensdo da drea experimental necessdria sdo fatores
limitantes para o melhoramento do cafeeiro por métodos convencionais. Como
alternativa surge a multiplicacdo vegetativa in vitro, onde a cultura de anteras € uma
ferramenta util nos programas de melhoramento, reduzindo o tempo necessario para
obtencdo de linhagens homozigéticas. Assim, o conhecimento sobre reguladores de
crescimento torna-se imprescindivel para a evolugdo da genética no melhoramento de
grandes culturas. Buscando acrescentar informagdes sobre os efeitos dos reguladores de
crescimento, foi instalado e conduzido no Laboratério de Biotecnologia/Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Uberlandia um experimento com anteras de
cafeeiro Coffea arabica L. da cultivar Mundo Novo e Catuai Vermelho 44 inoculadas
em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 2,0 mgL" de
2,4-D e AAS nas concentragdes de 0,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 mgL'] em delineamento
inteiramente casualizado com 4 repeti¢des por tratamento. Foram realizadas avaliagdes
aos 30, 60 e 90 dias para oxidacdo, intumescimento e calosidade e aos 120 dias para
pré-embridides. Para a varidvel calosidade ndo houve diferenga significativa entre os
cultivares e tanto para Mundo Novo quanto para Catuai Vermelho 44 o aumento das

concentracdes de AAS diminuiu a formacao de pré-embridides nos calos.



1-INTRODUCAO

Pertencente a familia Rubiaceae, o café representa um dos mais importantes
produtos do mercado internacional, descreve importante papel no dmbito econdmico,
representa fonte de renda para milhdes de pessoas em mais de 50 paises e, ainda,
apresenta relevante importancia social como atividade geradora de empregos e fixadora
de mao-de-obra no campo.

No inicio dos estudos genéticos do género Coffea tomou-se como padrdo a espécie
Coffea arabica, que é considerada uma espécie nobre, com café de boa qualidade,
apresentando mais de 40 mutantes e muitas variedades. E uma espécie tetrapléide,
autofértil, possuindo de 10 a 12% de fecundagao cruzada.

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro t€ém alcangado sucesso na
obtencdo de cultivares mais produtivas, realizando-se hibrida¢des, seguidas de sele¢ao
de populagdes segregantes pelo método genealégico para obtenc¢do de linhagens. No
entanto, o tempo gasto é um fator limitante para o melhoramento do cafeeiro por
métodos convencionais, por se tratar de uma cultura perene propagada via semente, 0s
programas de melhoramento demandam aproximadamente 30 anos desde a hibridagao

até a obten¢do de uma nova variedade. Nos ultimos anos surgiram novos problemas



como doengas, pragas, nematdides e maior exigéncia em qualidade pelo mercado
consumidor havendo necessidade de se obter métodos mais eficazes e rdpidos na
selecdo de cultivares.

Como alternativa vidvel surge a multiplicacdo vegetativa in vitro. Entre as técnicas
de cultivo in vitro, a cultura de anteras é uma ferramenta tutil nos programas de
melhoramento, com reducdo do tempo necessdrio para a obtencdo de linhagens
homozigéticas, substituindo as inimeras geracdes de autofecundacdo necessdrias no
processo convencional, permitindo o estudo de mutacdes recessivas, devido ao fato de
que individuos hapléides nao apresentam problemas de dominancia e recessividade por
possuir apenas um alelo em cada loco génico.

O presente trabalho integra uma linha de pesquisa de apoio ao melhoramento do
cafeeiro Coffea arabica, com aplicacao da técnica de culturas de anteras em meio de
cultura para obtenc¢do de plantas hapldides, com o objetivo de avaliar o efeito do

regulador de crescimento 2,4 — diclorofenoxiacético (2,4-D) e do Acido Acetilsalicilico

(AAS) na indugdo de respostas morfogenéticas em anteras de cafeeiro.



2 - REVISAO DE LITERATURA

O género Coffea abrange aproximadamente 60 espécies. Do ponto de vista
comercial, somente duas espécies sdo cultivadas extensivamente: Coffea arabica L.
(Ardbica) e Coffea canephora Pierre (Robusta), sendo o tipo ardbica responsdvel por
cerca de 75% dos plantios comerciais de cafeeiro do mundo (FIGUEIRA, 2005).

Originaria da Etiopia, a espécie Coffea arabica L. foi introduzida no Brasil em
1727 pelo Sargento Francisco de Mello Palheta, na cidade de Belém do Pard e se
dispersou pelos Estados do Maranhdo, Bahia, Rio de Janeiro, chegando ao Vale do
Paraiba, Minas Gerais, Espirito Santo, Parand, Mato Grosso e Rondonia (ANDRADE,
1998.

Movimentando algo em torno de US$ 4,5 bilhdes e gerando mais de 8,5 milhdes
de empregos diretos e indiretos, o agronegécio café no Brasil tem indiscutivel
importancia econdmica e social. O Brasil, por sua vez, por ser o maior produtor e
exportador de café do mundo e o segundo maior mercado consumidor, tem importante
peso na politica e na economia cafeeira internacional, pois além de ser exemplo de
producdo sustentdvel que respeita o meio ambiente, remunera o cafeicultor com uma

das mais altas taxas do mercado (http://www.cecafe.com.br/coffeedinner/).



Segundo Fazuoli (1986) e Carvalho (1993), no inicio dos estudos genéticos do
género Coffea, tomou-se como padrao a espécie Coffea arabica L., anteriormente
denominada Coffea arabica var. typica, descrita por Linneu.

E uma espécie que apresenta raiz pivotante profunda, caule éinico com ramos
ortotropicos, os quais podem originar as folhas e os ramos plagiotrépicos, que por sua
vez dao origem as folhas e aos botdes florais. Os frutos quando maduros siao drupas de
coloragdao amarelada ou avermelhada (GRANER; GODOY JUNIOR, 1967). As folhas
sao de coloracdo verde escura, elipticas e lanceoladas e apresenta inflorescéncias com
duas a seis flores, formando glomérulos. Cada flor apresenta um pedinculo, que em sua
extremidade abriga o ovario, e sobre o qual estdo inseridos os verticilos férteis (estames
e pistilos) e estéreis (cdlice e a corola) (CARDOSO, 1994).

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro, empregando os métodos
convencionais de multiplicagdo, principalmente hibridacdo, seguida de selecdes de
populacdes com avaliagbes de progé€nies, retrocruzamento e cruzamentos
interespecificos podem levar mais de 30 anos para produzir uma nova cultivar. Devido
ao cafeeiro ser uma espécie perene, de ciclo longo e porte arbustivo, as praticas de
melhoramento genético sao dificultadas principalmente pelo tempo e pela extensdo da
area experimental necessdrios ao desenvolvimento das variedades (ALMEIDA et al.,

2000).

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica que visa minimizar os problemas de
tempo e espaco no melhoramento do cafeeiro. Essa técnica baseia-se na
totipotencialidade celular, ou seja, na capacidade de uma célula qualquer da planta
regenerar uma nova planta, visto que possui toda a informacdo genética necessdria para

isso (RIBEIRO, 1999).



Uma possibilidade para ganho de tempo no melhoramento do cafeeiro € a
producdo de hapldides que pode ser obtida através de diferentes técnicas como
androgénese, ginogénese, tratamento quimico, choques térmicos e irradiacdo com raios
X ou luz ultravioleta, e ainda através de técnicas in vitro como cultura de pdlen isolado,
protoplastos, eliminacdo de cromossomos pela cultura de embrides jovens e

partenogé€nese.

A obtencdo de plantas hapléides € de grande interesse devido a sua aplicabilidade
nos estudos de genética bdsica e aplicada, uma vez que os genes se expressam livres do
fendmeno de dominancia, permitindo que os genes recessivos possam ser estudados

mais facilmente (ARAUJO, 2004).

Atualmente, a técnica mais utilizada € a cultura de anteras, pois nestas, os graos de
pélen estdo em grande quantidade, e podem desenvolver-se em hapldides por
androgénese direta originando embrides, ou androgénese indireta, passando pela fase de

calos (FERNANDES, 1990).

A técnica de culturas de anteras pode facilitar e adiantar o melhoramento genético
das culturas, pois permite a obtencdo de plantas hapldides em geracdes segregantes, O
que leva a rapida produgdo de plantas homozigéticas através da duplicacdo do nimero
de cromossomos em uma Unica etapa, substituindo assim as vdrias geragdes de

autofecundacdo (FIGUEIRA, 2005).

No Brasil, trabalhos de cultura de anteras de Coffea arabica ja retinem os
primeiros resultados. Inicialmente ocorreu a determinacdo do estidio ideal de
desenvolvimento do micrésporo, em que se constatou para diferentes cultivares de

Coffea arabica que botdes com tamanho de 4,5 a 5,5 mm correspondem a anteras



contendo micrdésporos uninucleados que sdo os que possuem maior probabilidade de
regeneracdo em plantas hapléides (ANDRADE, 1998; SILVA et al.,, 2004).

A inducido e regeneracdao de embrides sdo determinadas pela composi¢ao do meio
de cultura e pelos reguladores de crescimento contidos no mesmo (FERNANDES,
1990). Os reguladores de crescimento sdo substancias organicas que atuam sobre o
crescimento e sobre alguns tipos de organogénese, regulando ainda, o comportamento in
vitro da planta (RIBEIRO, 1999), sendo indispensdveis em qualquer técnica de cultura
de tecidos.

As auxinas e as citocininas representam os dois principais grupos de reguladores.
As auxinas sdo responsdveis pelo crescimento vegetal, (podem também inibir o
crescimento, dependendo da concentracdo na qual aparecem no vegetal) e ainda podem
ser responsdaveis pela abscissdo das folhas e pela formagao dos frutos. As citocininas sdo
reguladores vegetais que participam ativamente dos processos de divisdo e
diferenciacdo celular, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) umas das mais utilizadas
(http://www.ciagri.usp.br/~lazaropp/FisioVegGrad/Hormonios.html).

Dentre as auxinas tem-se o Acido indol — 3 — butirico (AIB) e o Acido 2,4 —
diclorofenoxiacetico (2,4-D). Estas sdo aplicadas na fase de estabelecimento da cultura

para suprir os teores endogenos dos explantes (ANDRADE, 1998).

As auxinas promovem a producdo de etileno antes mesmo de seus efeitos
aparecerem; baixas concentracdes de etileno diminuem a ac¢do das auxinas e altas taxas
tornam a auxina sem efeito. Esta relacdo pode ocorrer em funcdo do CO,, que sendo um
inibidor de etileno, reverteria a auxina e esta conseqiientemente ndo produziria este gas.

As giberelinas diminuem a producdo de etileno, ao contrdrio das citocininas que



aumentam a produ¢do, mas com menor efeito quando comparado com as auxinas (LUZ,

1995).

Trabalhos utilizando outras substancias como o 4acido acetilsalicilico (AAS)
mostraram a sua importancia na resposta bioldgica de plantas, sendo que o efeito na sua
fisiologia é varidvel, podendo promover alguns processos ¢ inibir outros (GUTIERREZ-
CORONADO et al., 1998). Esta envolvido ainda na resposta a estresses bidticos e
abidticos (DE BLOCK; DE BROUWER, 2002), na habilidade de inducdo de resisténcia
a patdogenos (SENARATNA et al., 2000) e quando adicionado ao meio de cultivo,

também pode promover a embriogénese (LUZ et al., 1997).

Aratjo (2004) analisando a calogénese em anteras oriundas de uma populagao
segregante F2 de Coffea arabica L., concluiu que a presencga de fungicida e bactericida
adicionado ao meio de cultura reduz consideravelmente a contaminagcdo causada por
microorganismos. O mesmo trabalho verificou que a combinacdo entre 2,4-D e cinetina
favorece a indugdo de calos primarios, onde a combinagao de concentragdes de 8 mg L~

!cinetina e AIB a 1 mg L™ atua favoravelmente na inducdo de calos.

Aragjo et al. (2003a) obtiveram respostas de calogénese em anteras de Coffea
arabica cv. Acaia Cerrado, utilizando o meio basico MS acrescido de 2,0 mgL'1 de 2.,4-
D combinados com 2,0 mgL"' de cinetina. Resultados promissores também foram
obtidos pelos mesmos autores, quando adicionaram ao meio MS 1,0 mgL" de 2,4-D
juntamente com 1,0 mgL' AIB. Entretanto, Aradjo et al. (2003b), verificando
calogénese em Coffea arabica cv. Rubi, constataram interacao significativa entre 2,4-D
e cinetina para porcentagem de inducdo de calos e massa fresca, observando que as
melhores respostas foram obtidas quando empregaram 2,0 mgL" de 2,4-D e 4,0 mgL™

de cinetina. Pelos resultados obtidos para calogénese em anteras de cafeeiro,
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independente do material genético, puderam concluir que € necessdria uma auxina
juntamente com uma citocinina e, comparados a cultivar Acaid Cerrado, os materiais
respondem de forma diferente as concentragdes dos reguladores de crescimento.

Em outro trabalho com Coffea arabica, porém com a cultivar Catuai Vermelho 99,
os resultados mostraram que para ocorrer intumescimento das anteras, formacdo e
aumento do tamanho dos calos de ambas as cultivares é necessario que haja interagdo
entre a auxina (2,4-D) e a citocinina (BAP). Além disso, a incubagdo no escuro
promoveu uma diminui¢do das anteras oxidadas (SILVA et. al, 2003). Marques et al.
(2004), trabalhando com diferentes concentracdes de 2,4-D e TDZ, observaram que tais
reguladores induziram a formacdo de calos em anteras de cafeeiro do cultivar Catuai

Vermelho 44, porém os dados obtidos ndo sao estatisticamente diferentes.

Figueira (2005) observou que o 2,4-D na concentracdo de 2,0 mgL™"' ¢ eficiente na

inducao de calos, ndo promovendo, porém a regenera¢ao dos mesmos.

Estes dltimos trabalhos mostram ja a possibilidade da calogénese em diferentes
variedades de Coffea arabica L., no entanto, sem ter at€ o momento, a inducdo e
regeneracdo de embrides somdticos. Neste caso, € evidente que sdo necessarios mais
estudos dos fatores que possam influenciar a resposta das anteras cultivadas com

relagdo a embriogénese somadtica.
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3 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Biotecnologia do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de
agosto de 2004 a fevereiro de 2005. Foram utilizadas duas cultivares da espécie Coffea
arabica L.: Mundo Novo LCP-379-19 e Catuai Vermelho H2077-2-5-44, plantados na

area experimental do Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia.

Os botdes florais foram coletados pela manhd, com tamanho de 4,5 a 5,5 mm,
correspondente ao tamanho de anteras contendo micrésporos uninucleados, os quais
foram colocados em placas de Petri com papéis de filtro, previamente autoclavados e

umedecidos.

A desinfestacdo externa consistiu em envolver os botdes em gaze, os quais
ficaram por 1 segundo em dlcool 70% e, posteriormente, sob agitacdo por 15 minutos
em solucdo de hipoclorito de s6dio 1%. Posteriormente as anteras foram levadas a
camara de fluxo e submetidas a lavagem em &4gua destilada autoclavada por trés vezes
consecutivas e posterior inoculacdo. As anteras foram retiradas sob estereomicroscopio

com auxilio de pinga e bisturi, também autoclavados.
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Para proceder a desinfestacao as anteras foram banhadas em 4cido ascorbico 600
mgL”, hipoclorito de sédio a 0,2% e 4dgua destilada e autoclavada. Apés a
desinfestacdo, as anteras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com pH ajustado em 5,9,
suplementado com 2,0 mgL'1 de 2,4-D e AAS nas concentracdes de 0,0; 8,0; 16,0; 32,0
e 64,0 mgL'l, respectivamente, nos tratamentos de 1 a 5. O AAS foi obtido por meio de
solucdo de aspirina, contendo 325 mg de AAS em 200 mL de dgua. Foram realizadas
avaliacOes de anteras intumescidas, oxidadas e com calosidade aos 30, 60 e 90 dias e
aos 120 dias uma ultima avaliagcdo de calos com presenca de pro-embridides. O
experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticdes, em parcelas constituidas de 3 tubos, com 5 explante por tubo. Os tubos de
ensaio foram levados a cadmara de crescimento, envolvidos por um saco plastico preto,

uma vez que o experimento foi realizado no escuro.

Os tubos e os meios foram previamente esterilizados em autoclave vertical
(FANEM) a temperatura de 121°C, sob a pressdo de 1 atm por 20 minutos e a
transferéncia dos explantes foi feita em camara de fluxo laminar. Apds a inoculagdo os

explantes foram colocados em camara de crescimento com temperatura de 25°C £1 .

3.1 - Analises estatisticas

N

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, com a utilizacdo do

programa SANEST, com aplicacdo do teste de F a 5% de probabilidade, sendo

transformados em VX +1/2 , onde X = média das varidveis analisadas. As caracteristicas
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qualitativas foram analisadas pelo teste de Tukey a 5% e as caracteristicas quantitativas

por regressao polinomial.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 30, 60 e 90 dias do estabelecimento, in vitro, dos explantes, avaliou-se a
oxidacdo, intumescimento e calosidade das anteras. Aos 120 dias foi avaliada a
presenca de pré-embridides nos calos que restaram das trés primeiras avaliacoes.

O resumo do quadro de andlise de variancia das caracteristicas avaliadas aos 30,

60 e 90 dias esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Resumo das andlises de variancia do nimero médio de anteras oxidadas
(OXID.), intumescidas (INTUM.) e com calosidade (CALOS.), dos
cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho 44, inoculadas em meio de
cultura “MS” sob agdo de 2,4 — diclorofenoxiacético (2,4-D) e concentragdes
de acido acetilsalisilico (AAS) aos 30, 60 e 90 dias. UFU/Uberlandia-MG,
2005. AVA = Avaliagoes 30,60 e 90 dias.

Causas GL QUADRADOS MEDIOS
Da Variacao

OXID. INTUM. CALOS.
AVALIACAO 2 1,3417% 0,6872* 0,3250 ™
CULTIVAR 1 0,3944* 1,5571%* 0,0860 ™
AAS 4 0,0602 ™ 0,2825% 0,8002*
AVA*CUL 2 0,1613* 0,2719% 0,0301 ™
AVA*AAS 8 0,0660 ™ 0,0236* 0,0419 ™
CUL*AAS 4 0,0673 ™ 0,2106™ 0,7338*
AVA*CUL*AAS 8 0,0777 ™ 0,0284* 0,0247 ™
RESIDUO 90 0,0389 0,0682 0,1360
TOTAL 119 2,1835 2,0507 1,6791

ns = ndo significativo pelo teste F (p<0,05);
* = significativo pelo teste F (p<0,05).

FV = Fonte de variacdo

G.L = Grau de liberdade

4.1 — Oxidagao

A andlise de varidncia dos dados obtidos para a oxidacdo registrou que a
oxidacdo dos explantes foi significativamente influenciada pelo tempo de permanéncia

no meio de cultura.

Comparando os cultivares, observou-se uma pequena diferenca entre o nimero
de anteras oxidadas, aos 90 dias de estabelecimento in vitro, porém, foi maior no
cultivar Mundo Novo (4,95) em relacdo ao Catuai Vermelho 44 (4,91). No entanto, aos
30 dias o cultivar Mundo Novo obteve menor oxidagdo (2,94) em relacdo ao Catuai
(3,91). Esses dados sugerem que o tempo de permanéncia no meio indutor influenciou a

oxidacdo das anteras de café (Tabela 2).
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Tabela 2: Média de anteras oxidadas dos cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho 44
em funcdo das avaliagdes realizadas aos 30, 60 e 90 dias. UFU/Uberlandia-

MG, 2005.
AVALIACOES MEDIAS
(dias) MUNDO NOVO CATUAI VERMELHO 44
30 2,946 ¢ 3913 b
60 4,278 b 4,768 a
90 4,957 a 4912 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Figueira (2005), trabalhando com os mesmos cultivares, observou que aos 60
dias de avaliacdo todas as anteras se mostraram oxidadas, mesmo tendo permanecido no
escuro, confirmando a hipdtese de quanto maior o tempo de permanéncia no meio,

maior a oxidagcdo dos explantes.

Giri et al. (1993) trabalhando com Aconitum heterophyllum Wall. afirmaram que
a presencga de 2,4 — D no meio de cultura estd associado a uma maior oxidacao do tecido
vegetal. Experimentos de Figueira et al. (2002) mostraram que mesmo em doses
menores de 2,4 — D em subcultivo de anteras ocorreu 100% de oxidacao das mesmas.

Em outro trabalho com a cultivar Catuai Vermelho 44, Silva (2003) também
observou um alto indice de oxidagdo, o qual atingiu o valor de 93%, entretanto utilizou
apenas os reguladores de crescimento cinetina, TDZ e BAP.

Londe (2005) trabalhando com cotilédones de cajui (Anacardium humile st. Hill)
verificou aos 30 dias que a oxidagdo dos explantes foi maior quando se adicionou 5,0
mgL"' de BAP em meio isento de 2,4 — D e que para as concentragdes de 1,0 mgL™' de
24-Del,0 mgL'1 de BAP, a oxidagdo foi menor. Aos 45 dias, verificou aumento da

média de oxidacao, sendo que a concentracdo que proporcionou maior oxidagao foi a de
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1,0 mgL'1 de 2,4 — D sem citocinina no meio de cultura. Contudo, a concentracdo de 1,0
mgL" de BAP em combinacdo com 1,0 mgL™" de 2,4 — D proporcionou a menor taxa de
oxidacdo de explantes.

A utilizacdo de polivinilpirrolidona (PVP) como antioxidante para prevencdo de
compostos fendlicos foi testada por Pasqual et al., (2002) em anteras de Coffea arabica
L., e verificaram que na dosagem de 200 mgL™" houve menor oxidacdo das anteras e em
dosagens superiores o PVP causou danos aos explantes. Larson (1988) cita que
considera o dcido ascérbico provavelmente mais eficiente como antioxidante que o PVP
para a cultura de A. humile, eficiéncia que estd relacionada por ser um antioxidante
bioldgico e ainda por estar presente, em altas concentracdes, em muitos compartimentos
celulares, como o estroma dos cloroplastos.

Melo et al., (2001) concluiram que a utilizagdo de antioxidantes no controle da
oxidacdo de embrides de guarirobeira é essencialmente importante, uma vez que se
obteve 3,37% de explantes oxidados quando se adicionou o dcido ascorbico ao meio. A
adicao de PVP, nesse mesmo experimento apresentou maiores indices de oxidacdo de

embrides (22,25%).

4.2 — Intumescimento

A andlise de variancia (Tabela 1) dos dados obtidos para o intumescimento das
anteras, registrou que o numero de anteras intumescidas foi significativamente
influenciado tanto pelos dias de avaliacdo quanto pela combinagdo de 2,4 — D e as

diferentes doses de AAS.

O cultivar Mundo Novo foi o que apresentou os maiores indices de

intumescimento de anteras, sendo que o maior valor foi obtido aos 90 dias ndo diferindo
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estatisticamente da avaliagdo aos 30 dias e o menor valor de anteras intumescidas foi
obtido aos 60 dias de avalia¢do. J4 o cultivar Catuai Vermelho 44 apresentou maior
média de anteras intumescidas aos 30 dias e a menor aos 60 dias de avaliacdo, apesar de

nao diferir estatisticamente da média de anteras intumescidas aos 90 dias (Tabela 3).

Tabela 3: Média de anteras intumescidas dos cultivares Mundo Novo e Catuai
Vermelho 44 em funcdo das avaliacOes realizadas aos 30, 60 e 90 dias.
UFU/Uberlandia-MG, 2005.

AVALIACOES MEDIAS
(dias) MUNDO NOVO CATUAI VERMELHO 44
30 4310a 3,736 a
60 3,359b 2,864 b
90 4,957 a 3,178 ab

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Torres et al., (1998) cita que o regulador de crescimento 2,4 — D apresenta
carater indutor para o intumescimento e calosidade. No entanto, Londe (2005) verificou
que em explantes de cajui, o tratamento responsivo ao intumescimento do cotilédone foi
a ausénciade 2,4 —D e 10,0 mgL‘] de BAP. A mesma autora cita que o intumescimento
do cotilédone pode estar relacionado com a manutencao inicial dos mesmos no escuro.

Silva (2003) trabalhando com o cultivar Catuai Vermelho 44 observou um maior
indice de intumescimento, quando os explantes florais foram incubados no escuro.

Figueira (2005) verificou que o cultivar Catuai Vermelho 99 obteve os maiores
indices de anteras intumescidas, onde o numero médio encontrado foi de 1,5021;
1,1020; 1,6249 respectivamente, aos 10, 20 e 30 dias em relacdo ao cultivar Mundo
Novo, que apresentou 0,4012; 0,2652; 0,5379 como nimeros médios de anteras

intumescidas, respectivamente aos 10, 20 e 30 dias de cultivo.
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De acordo com a Figura 1 observa-se que a medida que aumentaram as
concentracdes de 4cido acetilsalicilico (AAS), houve uma diminui¢do em média de

0,023 anteras intumescidas para o cultivar Catuai Vermelho 44.
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Figura 1: Numero médio de anteras intumescidas do cultivar Catuai Vermelho 44, em
funcao das diferentes concentragdes de AAS. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Resultados andlogos foram obtidos por Figueira (2005) onde, aos 30 dias de
cultivo in vitro, o nimero médio de anteras intumescidas diminuiu a medida que
aumentaram as doses de AAS e aos 60 dias houve interac@o entre as doses de AgNO; e

AAS, sendo que na auséncia de AgNO;3, o ndmero médio de anteras intumescidas

também decresceu com o aumento das doses de AAS.

4.3 — Calosidade

A andlise de variancia para formacdo de calos registrou que a indugdo de calos
foi significativamente influenciada pela combinacdo de 2,4 — D com as diferentes

concentracoes de AAS.
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A presenca de 4cido acetilsalicilico (AAS) nas concentracdes utilizadas se
mostrou prejudicial na formagdo de calosidade, uma vez que com o aumento das
concentragdes de AAS no meio de cultura, observou-se um decréscimo em média, de

0,04 calos formados em anteras do cultivar Catuai Vermelho 44 (Figuras 2 e 3).

y = -0,0416x + 3,5109
R? = 78,96%

0 I I I I I I I 1

0 8 16 24 32 40 48 56 64

Concentacdes de AAS (mgL™)

Numero de Calos
N
|

Figura 2: Numero médio de anteras com calosidade do cultivar Catuai Vermelho 44, em
func¢do das diferentes concentragdes de AAS. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Figura 3: Calos formados na cultura de anteras de Coffea arabica para o cultivar Catuai
Vermelho 44 aos 90 dias de avaliagdo.

Para o cultivar Mundo Novo, os dados ndo foram significativos; as médias
ajustadas pelas equacdes de regressdo obtidas na andlise de variancia estao dispostas na

Tabela 4. O maior nimero de anteras com calos foi observado quando da auséncia de
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AAS no meio de cultura e o menor valor foi obtido quando da presenca de 64,0 mgL™

de AAS (Figura 4).

Tabela 4: Numero médio de anteras com calosidade do cultivar Mundo Novo, em
funcao das diferentes concentracdes de AAS. UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Niveis de AAS (mgL'l) Anteras com calosidade
0,0 1,749
8,0 1,735
16,0 1,720
32,0 1,691
64,0 1,632

Figura 4: Calos formados na cultura de anteras de Coffea arabica para o cultivar Mundo
Novo aos 90 dias de avaliacao.

Figueira (2005) analisando o efeito do subcultivo de calos em Catuai Vermelho
44, em relacdo aos niveis de AgNO3; e AAS ndo obteve resultados significativos.
Entretanto, quando avaliou a influéncia do 2,4 — D, AgNO3; e AAS na inducdo de
calosidade em anteras de Mundo Novo e Catuai Vermelho 44, concluiu que o nimero
médio de anteras com calos foi maior no cultivar Mundo Novo, na auséncia de AgNOs,
Em relagdo as doses de AAS obteve resultados semelhantes aos do presente trabalho,
uma vez que houve decréscimo do nimero de calos formados com o aumento das doses

de AAS.
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Magalhaes (2005) trabalhando com dpices caulinares de batata-doce, verificou
que a maior producdo de massa fresca de calo embriogénico foi obtida em meio com 2,0
mgL" de 2,4 — D. A transferéncia dos calos embriogénicos para meio sem 2,4 — D

favoreceu a maturacao dos embrides somaticos.

A indugdo de formacgdo de calosidade pode ter sido influenciada pela auséncia de
luz, fato também ja proposto por Jaramillo e Summer (1991) e Nascimento et al., (2003)
que trabalhando com indugdo de calos em carqueja obtiveram uma maior formacao de
calos em anteras mantidas no escuro. Ascanio e Arcia (1994) citam que as anteras
devem ser mantidas no escuro para que ocorra o desenvolvimento de calosidade, e apds
sua formacgdo, para o desenvolvimento do embrido, os calos devem ser mantidos no

claro.

Em pesquisa com explantes foliares de pequizeiro, para avaliacdo do efeito da
luminosidade na indug@o de calogénese in vitro, Santos et al., (2003) verificou que o
tratamento suplementado com 1,0 mgL'1 de TDZ e 2,0 mgL'1 de 2,4 — D, apresentou

maior formagao de calos, na auséncia de luz.

4. 4 — Pr6-embrioides

A avaliacio de presenca de pro-embridides foi realizada aos 120 dias, nos tubos
que restaram ao final das trés avaliacdes (30, 60 e 90 dias) e que apresentavam calos
fridveis. Dessa forma, os dados obtidos para essa varidvel nao foram suficientes para
gerar um quadro de andlise de variincia.

A formagdo de pré-embridides foi influenciada pela combinacdo de 2,4 — D com

as diferentes concentragdes de AAS no meio de cultura, uma vez que a medida que
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aumentam as concentragdes de AAS, a presenca de pré-embridides nos calos diminui,

tanto para o cultivar Mundo Novo quanto para Catuai Vermelho 44 (Tabela 5).

Tabela 5: Nimero de anteras com pré-embridides nos cultivares Catuai Vermelho 44 e
Mundo Novo, em funcdo dos tratamentos avaliados. UFU/Uberlandia-MG,

2005.
Tratamentos Tubos analisados Pro-embrioides
Catuai Mundo Novo Catuai Mundo Novo
T1 9 11 22 19
T2 12 10 5 3
T3 8 11 2 8
T4 12 10 3 0
T5 10 11 0 3

T1=2,0mgL" de 2,4 -D + 0,0 mgL'de AAS;
T2 =2,0 mgL" de 2,4 — D + 8,00 mgL'de AAS;
T3 =2,0 mgL" de 2,4 - D + 16,00 mgL"'de AAS;
T4 =2,0 mgL" de 2,4 — D + 32,00 mgL'de AAS;
TS5 =2,0 mgL" de 2,4 — D + 64,00 mgL'de AAS.

Figueira (2005) trabalhando com os mesmos cultivares verificou que 19,8 % das
anteras que formaram calosidade apresentavam pré-embridides, sendo 21,5 %
pertencentes ao cultivar Mundo Novo e 17,6 % ao Catuai Vermelho 44. A mesma
autora observou que o numero médio de anteras com pré-embridides diminui com o

aumento das concentracdes de AAS até o valor de 42,0 mgL". A partir desse valor o

nimero médio de anteras com pré-embridides tendeu a aumentar.

Luz et al., (1997) obtiveram resultados divergentes aos aqui encontrados, quando
avaliaram a influéncia de AAS na androgénese de pimentdo. As anteras foram
inoculadas em meio C suplementado com AAS em concentragdes idénticas ao do
presente estudo e mantidas no escuro. Verificaram que a concentracio de 16,0 mgL"' de
AAS induziu melhor a embriogénese, e que concentracdes maiores a necrose das

anteras eram induzidas.
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5 - CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados nesse trabalho, conclui-se que:

e A oxidagdo das anteras foi influenciada pelo tempo de permanéncia no meio
indutor, com maior média aos 90 dias para o cultivar Mundo Novo;

e O intumescimento das anteras foi influenciado tanto pelos dias de avaliacdo
quanto pela concentracdo de AAS, com a maior média aos 90 dias para Mundo
Novo;

e Para o cultivar Catuai Vermelho 44 o tratamento com 2,0 mgL'1 de 2,4-D e 0,0
mgL" de AAS foi 0 que apresentou maior média de calos formados;

e Tanto para Mundo Novo quanto para Catuai Vermelho 44 o aumento das

concentracdes de AAS diminuiu a formagao de pré-embridides nos calos.
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