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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes concentragdes de 2,4-D em
combina¢do com BAP. O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Cultura de
Tecidos do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo
de agosto de 2007 a janeiro de 2008. Foi utilizado o genotipo de cafeeiro de Coffea arabica L.
Cultivar, Catuai vermelho 144 advindos do Programa de Melhoramento da Universidade
Federal de Lavras, plantados na Fazenda experimental do Gldria da Universidade Federal de
Uberlandia. As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS e diferentes
concentracdes de BAP (0, 1, 2, 4 mg.L e 2,4-D ( 1, 2 e 4mg.L"). As avaliacdes foram
realizadas aos 90 dias apds a instalacdo dos experimentos, analisando as seguintes
caracteristicas: Massa Fresca de Calos (mg), Prcentagem Total de Calos, % de Calos
Embriogénicos (CE),. Para producdo de massa fresca usar 2,7 mg L de 2,4-D combinado
com 2,0 mg L' de BAP. Com relaciio a porcentagem de calos totais usar 2,0 mg L™ de BAP e
2,25 mg L™ de 2,4-D. Quanto a formacdo de calos embriogénicos usar 2,0 mg L de 2,4-D e
2,31 mg L' de BAP. Todo as concentracdes de reguladores de crescimento citadas devertam

ser usadas junto ao meio MS.



SUMARIO

TINTRODUGCAO. ...t 7

2 REVISAO DE LITERATURA.........oouoiieieeieeeeeeeeeee e 9

3 MATERIAL E METODOS..........oooviuiiieeeeeeeeeeeeeeee s, 15
3.1 Procedimentos GETAIS........cuuvieierurieeeeiiiieeeeiiieeeesiaeeeesatteeeeeetaeeeesnnseeeesnaseeeeensseeeennns 15
3.2 Concentragdes de BAP e 2,4-D na indug@o de calos.........ccceeevuiiiniiieiniiienniceinicenee, 15
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coooiuiieeeeeeeeeieeeeeeeee et 17
5 CONCLUSOES......cttuiiiitireireeentiesise ettt s 21

REFERENCIAS ..o e e e 22



INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais populares do mundo e uma cultura de grande valor
para a exportacdo, sendo o Brasil o maior exportador mundial de café com aproximadamente
dez milhdes de pessoas envolvidas direta ou indiretamente com este agronegdcio. Além do
aspecto econdmico, a atividade apresenta ainda relevada importincia social como atividade
geradora de emprego e fixadora da mao-de-obra no campo.

O sucesso da cafeicultura deve-se, em parte, aos avancos obtidos nos trabalhos de
melhoramento genético dessa cultura. Como resultado vdrias variedades melhoradas t€ém sido
liberadas para os produtores, onde cada uma € adaptada as diferentes regides cafeeiras e aos
sistemas de cultivo, com elevada produtividade de graos. Nos programas de melhoramento, as
técnicas convencionais t€ém apresentado resultados promissores na cultura do café, no que se
refere ao aumento de produtividade e obten¢do de novos cultivares. Entretanto, no sistema
convencional de melhoramento onde o método de cruzamentos € usado, sdo necessarios de 7 a
8 ciclos de autofecundacio para estabilizar o gendtipo pela fixacdo de genes em homozigose.
Além de ser um processo demorado e trabalhoso, a eficiéncia da selecdo nas primeiras
geracdes de autofecundacdo € muito baixa devido, principalmente, a ocorréncia de alelos
dominantes em heterozigose (ANDRADE,1998 ).

Por se tratar de cultura perene propagada via semente, os programas de melhoramento
do café demandam aproximadamente 25 anos desde a hibridacao 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 obtenc¢do de haploides em
geracOes segregantes, 0 que leva a ripida producdo de plantas homozigéticas através da
duplicagdo do ndmero de cromossomos numa Unica etapa, substituindo as geracdes de
autofecundagcdo. Além dos hapldides serem livres dos problemas de dominancia e
recessividade, por possuirem apenas um alelo em cada loco génico, acelerando drasticamente
o processo de obtencdo de novos cultivares, (ARAIjJ 0O, 2004).

No Brasil, o C. arabica ja apresenta alguns resultados com relacdo a aplicagdo da
cultura de anteras, sendo que estes definiram a calogénese e a indu¢do de embridides nos
estdgios 1niciais de desenvolvimento, no entanto, necessita-se de maior indugdo e
principalmente regeneracdo de embrides somadticos. Este é normalmente o ponto de

estrangulamento da técnica de cultura de anteras. Neste caso € evidente que € necessdrio a



continuidade dos estudos dos fatores que possam influenciar a resposta das anteras/calos
cultivadas com relacdo a embriogénese somatica.

Diante do exposto, o grau de sucesso em qualquer tecnologia que emprega cultura de
células, tecidos ou 6rgdos é dependente de alguns fatores. Um fator significante é a escolha
dos componentes nutricionais e reguladores de crescimento que controlam, em grande parte, o
padrao de desenvolvimento "in vitro". Cujo o objetivo foi testar concentragdes diferentes de
2,4-D em combinac¢do com diferentes concentragdes de BAP, na inducdo, no crescimento e

regeneracdo de embrides somaticos a partir de anteras de cafeeiro Coffea arabica L.



2 REVISAO DE LITERATURA

A espécie C. arabica pertence a familia Rubiaceae, origindria do sudoeste da Etidpia,
sudeste do Sudao e norte do Quénia, em uma regido restrita e marginal as demais espécies. A
faixa de altitude correspondente € entre 1000 e 2000 metros e algumas regides limitrofes estao
entre 8 a 12' latitude norte e 40 a 42" longitude leste de Greenwich (CHARRIER, 1978).
Estudos detalhados sobre a taxonomia de Coffea e sua distribuicdo geogréfica foram feitos
pelo botanico Francé€s Auguste Chevaleir. Em 1940 e 1942, esse pesquisador publicou
revisdes gerais das espécies de Coffea. Das espécies descritas, Coffea arabica e Coffea
canephora, representam praticamente todo o café produzido e comercializado no mundo,
sendo responsaveis por 70 e 30%, respectivamente.

As principais regides cafeeiras no Brasil abrangem catorze regides produtoras, situadas
desde o Parana até a Bahia e RondoOnia. Sdo mais conhecidas as do Serrado Mineiro,
Triangulo Mineiro e sul de Minas - a que mais produz café no Brasil. A Mogiana Paulista, no
nordeste de Sdao Paulo, quase fronteira com Minas Gerais, também se tornou importante
(NATHAN, 2003). Segundo Tristao (1995), a cafeicultura € a atividade agricola que mais
gera empregos no Brasil, sendo relevante fator de distribuicio de renda, em que o
agronegoécio café, em toda sua cadeia envolvendo a produgdo, transporte, armazenamento,
comunicacdo, rede bancdria, servigos financeiros, portos, embalagem, processamento,
industrializacdo e comercializacdo, emprega cerca de trés milhdes de brasileiros. O complexo
agroindustrial do café no Brasil movimenta anualmente cerca de 8,10 bilhdes de reais, sendo
assim distribuidos: 3,6 na industria, 4,3 na exportagcdo e 0,2 em soliveis (CAIXETA, 2001),
envolvendo direta e indiretamente 10 milhdes de pessoas e pelo menos 1.700 municipios
(RESENDE et al., 2000).

O melhoramento genético do cafeeiro por meio de métodos convencionais,
principalmente hibridacdo, seguida da selecdo de populacdes, avaliagdo de progénies,
retrocruzamentos € cruzamentos interespecificos, € um processo demorado, podendo levar
mais de 30 anos para se obter uma nova cultivar (ALMEIDA et al., 2000). Pelo fato do
cafeeiro ser uma espécie perene, de ciclo longo e porte arbustivo, as dificuldades préticas do
melhoramento genético referem-se, principalmente, ao tempo e a extensdo da drea
experimental necessarios para o desenvolvimento de variedades. Sendo assim, a
embriogénese somdtica via técnica de cultura de anteras pode auxiliar no melhoramento da

cultura, pois permite a obtencdo de hapldides em geracdes segregantes, o que leva a ripida
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producdo de plantas homozigéticas através da duplicacdo do nimero de cromossomos numa
Unica etapa, substituindo as geracdes de autofecundagao.

A maior eficiéncia de selecdo é a outra vantagem do melhoramento com uso de
haploéides, especialmente quando a variagdo de dominéncia € significativa. No melhoramento
convencional, linhagens de geracdes iniciais mostram diferencas fenotipicas para as quais os
efeitos aditivos e de dominancia contribuem. Por outro lado, linhagens dihapldides tém
apenas variancia aditiva, e consequentemente, alta herdabilidade no sentido restrito. Portanto,
menor quantidade de individuos serdo necessdrios para a selecdo dos recombinantes
desejados. Outra possibilidade de utilizacdo das plantas hapldides € no estudo de heranca,
através de progénies homozigotas obtidas por androgénese (HENDY et al., 1985).

A embriogénese somatica in vitro apresenta dois padroes basicos de desenvolvimento
de embrides (SHARP et al., 1980). A embriogénese somdtica direta, na qual os embrides
somdticos originam-se diretamente de tecidos matrizes sem a formagdo de estddios
intermedidrios de calos, e a embriogénese indireta, na qual os embrides somaticos se formam
a partir de um calo, que apresenta células em diferentes estadios de diferenciagdo. Em ambos
os padrdes, o embrido somdtico segue a mesma seqiiéncia de desenvolvimento do zigético, ou
seja, a passagem pelos estddios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (GUERRA et al.,
1999).

Segundo Teixeira (2001), a capacidade regenerativa do calo embriogénico espécies
lenhosas ndo reduziu com a idade. Entretanto em alguns experimentos observou-se uma certa
correlacdo positiva entre o envelhecimento dos calos embriogénicos e sua capacidade de
regeneragao, este fato também foi constatado por Marques (2005), quando a calosidade das
anteras foi favorecida apenas aos 60 dias de cultivo “in vitro”.

Por outro lado, varios autores t€ém demonstrado que os calos embriogénicos em
cafeeiro podem ser obtidos a partir do cultivo dos explantes em um Unico meio contendo
apenas citocinina (DUBLIN, 1981; YASUDA et al.,, 1985) ou com a associacdo de uma
auxina e uma citocinina (DUBLIN, 1980; PIERSON et al., 1983), sem haver modifica¢cdes na
composi¢do do meio, consistindo o sistema unifésico de cultivo. A composi¢do do meio afeta
a embriogénese somadtica, sendo que os meios com alta concentracdo salina t€ém sido
utilizados com sucesso em vérias espécies de plantas. Entretanto, varios trabalhos tém
mostrado que tecidos embriogénicos de café sdo obtidos quando a concentracdo dos sais é
reduzida a metade (BOXTEL, 1994), ou mesmo a quarta parte (YASUDA et al., 1985).

Virios trabalhos indicam que a melhor fase de desenvolvimento da antera é aquela em

que o micrésporo foi recém liberado da tétrade meidtica até, no maximo, seu estadio
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binucleado, pois nesta fase o micrésporo ainda possui caracteristicas esporofiticas que
permitem a diferenciacdo do grdo de pdlen em embrido (ANDRADE, 1998).

Trabalhos de microsporogénese em cafeeiro mostram que o tamanho ideal do botdo
floral para o desenvolvimento da antera varia entre 3 a 4 mm, correspondendo a fase
uninucleada central (ASCANIO; ARCIA, 1994). Andrade (1998), verificando a correlagdo
entre o tamanho do botdo floral de algumas variedades de C. arabica e o micrésporo no
estddio uninucleado, observou que o tamanho do botdo contendo micrésporos no estidio ideal
variava entre 4,50 a 5,50 mm. Entretanto, Aradjo et al. (2002) verificaram, em uma populagdo
segregante F2 de C. arabica, que o estddio uninucleado do micrésporo correspondia aquele
em que os botdes florais apresentavam tamanho de 5,00 a 5,50 mm.

Em um trabalho com a finalidade de induzir a formacao de calos e embrides a partir de
anteras de Coffea arabica L. var. Garnica, Ascanio e Arcia, (1994), submeteram botdes
florais, com micrésporo uninucleados, mitdticos e binucleados, a um choque frio e suas
anteras foram removidas assepticamente e cultivadas em um meio MS suplementado com
reguladores de crescimento. Apds duas semanas observou-se a formacdo de calos brancos,
fridveis, os quais continham o complemento dihapldide do cromossomo (2X=22) nas anteras
com micrdsporo uninucleados.

Com vistas 4 inducdo de calos em anteras de cafeeiro, explantes florais do ardbica
cultivar ‘Rubi’ e de uma populagdo segregante F2, foram submetidos as diferentes
concentracdes de 2,4 D combinadas com cinetina e adicionadas ao meio de cultura “IC”. A
porcentagem de inducdo de calos e massa fresca de calos da populagdo segregante, teve um
valor aproximado de 32,18%, sendo que a combinagdo entre 1 mg.L"' de 2,4-D e 8 mg.L" de
cinetina promoveu a maior induc¢do de calos. Ja para a cultivar ‘Rubi’, a porcentagem de
inducdo de calos e massa fresca de calos obteve um valor aproximado de 40%. Baseado nos
dados os autores concluiram que, independente do material genético € necessdria uma auxina
juntamente com uma citocinina, e ainda que ambos os materiais respondem de forma
diferente as concentracdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e cinetina na inducdo de
calos em anteras (ARAIjJ O, et al., 2004).

Segundo Silva (2003), anteras de Coffea arabica L. das cultivares Catuai Vermelho 99
e 44 apresentaram melhores resultados quanto ao intumescimento, formagdo de calos e
diametro quando a interacao entre a auxina 2,4-D e a citocinina BAP, associando a incubagdo
no escuro.

No entanto, Figueira (2005) trabalhando com anteras da cultivar Catuai Vermelho 44,

nio conseguiu regeneragdo dos pré-embridides, nas anteras das cultivares estudados
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utilizando para este fim o nitrato de prata (AgNOs) na concentracdo de 5,0 mg.L"' e o 4cido
acetilsalicilico (AAS) nas concentracdoes de 0,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L'l; bem como
determinou que a associagdo de 2,4-D e BAP nas concentragdes utilizadas, também ndo foram
eficientes.

Aratgjo (2004) analisando a calogénese em anteras oriundas de uma populacio
segregante F2 de Coffea arabica L., concluiu que a presenca de fungicida e bactericida
adicionado ao meio de cultura reduziu consideravelmente a contaminacdo causada por
microorganismos. Ainda verificou-se que a combinagdo entre 2,4-D e cinetina favorece a
inducdo de calos primdrios, onde a combinagio de concentracdes de 8 mg L™ cinetina e AIB a

1 mg L™ atuou favoravelmente na inducdo de calos.

J4 Marques (2005) estudando o efeito dos reguladores de crescimento 2,4-D, TDZ,
Cinetina, BAP, AIB, GA3; e ANA na indugdo de calos em anteras de Coffea arabica cv.
Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44, teve como melhor resposta na formacdo de calos as
combinacdes de 2 mgL" 2,4-D + 2 mgL"' BAP, 2 mgL" Cinetina + 1 mgL" 2,4-D, 2 mgL"
24-D + 0,5 mgL‘1 TDZ e 2 mg/L 2,4-D, quanto a resposta a inducdo de pro-embrioides as
melhores combinagdes foram: 2 mgL™" 2,4-D + 2 mgL"' BAP, 2 mgL"' Cinetina + 1 mgL"
2,4-D, 2mgL" 2,4-D + 0,5 mgL" TDZ.

Silva e Ferreira (2006) obtiveram resultados semelhantes a Marques (2005) com a
utilizacdo de BAP na indugdo a embriogénese somdtica em calos oriundos de anteras de café;
os autores também nao verificaram diferenca significativa entre seus tratamentos quanto a
varidvel didmetro; mas ao contrdrio deste trabalho, eles tiveram embrides somdticos que
posteriormente foram regenerados.

Quando as condig¢des de cultivo sdo favoraveis, hd regeneracdo de plantas completas
hapléides ou duplo-hapléides. A formagdo de plantas duplo-hapléides requer uma duplicagdo
do material genético celular, que pode ser espontdnea e anterior as primeiras divisdes
celulares (HENRY, 1998) ou induzida por agentes antimitéticos, como a colchicina, ao final
do processo (MORAES-FERNANDES et al., 1999). Entretanto, o estudo de mais de duzentas
espécies de plantas mostrou que variacdes no nimero cromossomico, incluindo diploidia,
poliploidia e aneuploidia, sdo comuns entre plantas androgénicas obtidas de um mesmo
cultivo (HENRY, 1998).

No mundo, os trabalhos com melhores resultados quanto a regeneragdo foram os que
trabalharam diretamente com os micrésporos € ndo com as anteras. Na Colombia Herrera et

al., (2002), trabalhando com micrésporos, cv Caturra, pré-tratados com colchicina, revelaram
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que 95% das plantas regeneradas foram dihapldides (2n=2x=22) entretanto, plantas com
outros niveis de ploidia também foram obtidas sugerindo que ndo somente a indugdo
androgenética, mas a duplicacdo cromossdmica pode ser esperada como resultado da
exposi¢do a colchicina dos micrésporos. Em Portugal, Carneiro e Moura, em um trabalho
sobre obtencdo de plantas hapléides de Coffea arabica cv Catimor cultivaram micrésporos
isolados de anteras, esses formaram hapléides por embriogénese direta, ou indireta via
formacao de calos.

Uma das linhas que estd sendo explorada com o continuo aumento dos estudos com o
cultivo in vitro de vegetais é a composi¢ao e a influéncia de gases nos recipientes de cultivo,
bem como a adi¢do de componentes ao meio de cultura que influenciam na formacgao e acdo
destes gases, principalmente no que diz respeito a embriogénese (LUZ, 1995).

O etileno é um regulador de crescimento gasoso natural da planta, mais geralmente
associado com maturacdo de fruta controlando frutos climatéricos. Seu uso na cultura de
tecidos de planta ndo € difundido. Embora, apresenta um problema particular para a cultura in
vitro de plantas. Algumas culturas de células da planta produzem o etileno, que, se produzido
mais que o suficiente, pode inibir o crescimento € o desenvolvimento da cultura. O tipo de
passagem do gds da cultura usado e os meios do fechamento afetam a troca gasosa entre a
célula e a atmosfera exterior e assim os niveis do etileno apresentam-se na cultura
(RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

O etileno é produzido em todas as células das plantas superiores que ocorrem nas
regides meristematicas. Ele produz efeitos fisiol6gicos importantes e de grande aplicacdo
comercial, mas no cultivo in vitro, a produgdo e acdo desse gds nos recipientes de cultivo
afetam diretamente a resposta do explante, sendo ela positiva ou negativa (PASQUAL et al.,
2002); ja que estd envolvido em diversos processos fisioldgicos nas planta, tal qual as
respostas 4 estresses ambientais bidticos e abidticos (YANG; HOFFMAN, 1984 ; WANG et
al , 2002).

Por causa da a¢do negativa, ha varios estudos sobre os inibidores do etileno, como por
exemplo, o nitrato de prata (AgNO3) e o 4cido acetilsalicilico (AAS). O nitrato de prata, que é
um potente inibidor da acdo desse gds, tem promovido a regeneracdo em Triticum aestivum,
Nicotiana plumbaginifolia, Zea mays, em alguns genétipos de Brassica e em Daucus carota
(HATANAKA et al., 1995). O nitrato de prata a 5 mg.L-1, também favoreceu a inducdo de
embridides em anteras de Capsicum annuum L. (LUZ, 1995).

Muitos estudos conduzidos em laboratério e em campo sugerem que o dacido

acetilsalicilico (AAS) é importante em muitas respostas bioldgicas de plantas, sendo que o
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efeito na sua fisiologia € varidvel, promovendo alguns processos e inibindo outros
(GUTIERREZ-CORONADO et al., 1998). Essa substincia estd envolvida ainda na resposta a
estresses bidticos e abidticos (DE BLOCK; DE BROUWER, 2002). O AAS, quando

adicionado ao meio de cultivo, também pode promover a embriogénese (LUZ et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos Gerais

O experimento foi instalado e conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de agosto
de 2007 a janeiro de 2008. Foi utilizado o gendtipo de cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catuai
Vermelho 144 advindo do Programa de Melhoramento da Universidade Federal de Lavras,
plantados na Fazenda experimental do Gloria da Universidade Federal de Uberlandia.

Os botdes florais foram coletados quando mediam entre 4,5 a 5,5 mm correspondendo
a anteras contendo micrdsporos uninucleados e foram desinfestados em dlcool 70% por 30
segundos e hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos e dentro do fluxo laminar, com posterior
lavagem tripla em dgua destilada e autoclavada.

As anteras foram retiradas com auxilio de pingas finas e bisturi, previamente
autoclavados, sob luz de um microscépio estereoscopio em aumento de 40 vezes, e reunidas

em placa de petri esterilizada, tomando-se o cuidado de ndo feri-las.

3.2 Concentracoes de BAP e 2,4-D na inducao de calos

As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) suplementado com citocinina BAP em diferentes concentracdes (0,0; 1,0;
2,0 e 4,0 mg L") em combinagio com diferentes concentracdes da auxina 2,4-D (1,0; 2,0 e
4,0 mg L™ e 3% de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de dgar e o pH ajustado em
5.7, antes da autoclavagem. A incubagdo foi realizada em sala de crescimento sob condi¢io de
obscuridade, com temperatura de 26 + 2°C.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 4 (BAP) x 3 (2,4-D),
com quatro repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por quatro tubos de
ensaio contendo um explante por tubo. A avaliagdo realizada aos 90 dias apds a inoculagao foi
executada por trés avaliadores observando a porcentagem total de calos, porcentagem de calos
embriogénicos e massa fresca dos calos.

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

aplicacdo do teste F a 5% de probabilidade. Para efeito da andlise estatistica, os dados
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referentes a massa fresca de calos foram transformados em log (x+100) e todos os dados

foram analisados por regressdo polinomial, pelo programa Sisvar® (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na inducdo de calo em anteras do cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho
144 diferencas significativas em relagdo a producdo de massa fresca foram encontrados em
funcdo da interacdo das concentragdes de BAP e 2,4-D.

Na concentracio de 2,0 mg L' de BAP, os tratamentos seguiram uma tendéncia
quadrdtica, em que a concentragio de 2,7 mg L' de 2,4-D correspondeu ao ponto maximo da
curva, lembrando-se que para efeito da andlise estatistica, dos dados foram transformados em
log (x+100), atingindo o maximo de massa fresca de 0,0304 gramas, de acordo com a equagao
derivada. Este comportamento quadratico indicou que concentracdes acima e abaixo de 2,7

mg L tiveram tendéncia de redugdo da massa fresca de calo (Figura 1).

y =-0,000032x2 + 0,000173x + 1,999898

Massa Fresca de Calo (g)

0,015 R? = 100%
0,01
0,005
0 T T T T T T 1
1 1,5 2 25 3 3,5 4

Concentragio de 2,4-D (mg L")

Figura 1. Massa fresca de calo de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho 144 em diferentes
concentracdes de 2,4-D mantidos na concentracio de 2 mg L' de BAP.

Na indugdo de calogénese o uso da auxina 2,4-D € freqiiente. Santos (1999) verificou
para anteras de soja que essa auxina € fundamental na fase de inducdo e que o uso associado
com a citocinina BAP leva ao aumento das taxas de induc@o de calos. As auxinas atuam na
inicializacdo da divisao celular e controla os processos de crescimento e elongacao celular. O
2,4-D atua também no metabolismo do RNA, induzindo a transcricio de RNAs mensageiros
que decodificam proteinas para o crescimento, podendo induzir a uma desordenada
proliferacdo celular (GEORGE, 1996).

Magalhaes (2005), trabalhando com &pices caulinares de batata-doce, verificou que a
maior producio de massa fresca de calo foi obtida em meio com 2 mg L de 2,4-D. Silva

(2003) utilizando Catharanthus roseus para obtencdo de massa fresca de calo em maior
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quantidade verificou também, que o uso de 2,4-D combinado com a cinetina (citocinina)
proporcionou bons resultados. Isso mostra que a presenca de uma citocinina tem grande
influéncia no crescimento de tecido caloso em explantes confirmando os resultados do
presente trabalho que é a combinacdo de 2,7 mg L' de 2,4-D combinado com 2,0 mg L™ de
BAP.

Com relag@o a porcentagem de calos totais a partir de anteras da cv. Catuai Vermelho
144 de Coffea arabica L. no presente trabalho foram verificadas diferengas significativas em
func¢do da interacdo das concentragdes de BAP e 2,4-D.

Na concentracio de 2,0 mg L' de BAP, os tratamentos seguiram uma tendéncia
quadratica, em que a concentracdo de 2,25 mg L' de 2,4-D correspondeu ao ponto méximo da
curva, atingindo o maximo de calos em 98,36 %, de acordo com a equacdo derivada. Este
comportamento quadrético indicou que concentracdes acima e abaixo de 2,25 mg L™ tiveram

tendéncia de redu¢do do ndmero de calos formados (Figura 2).

y =-14,023x2 + 63,223x + 27,105
R? = 98,%47

0 I T T T !
0 1 2 3 4

Porcentagem de Calos

Concentracdo de BAP (mg L™)

Figura 2. Porcentagem de calo de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho 144 em diferentes
concentragdes de BAP mantidos na concentragio de 2 mg L™ de 2,4-D.

Silva (2007) testou a combinacdo de 2,4-D com AAS (4cido acetil salicilico) e
Marques et al., (2005) testaram a combinacdo de 2,4-D com TDZ e ambos obtiveram o
mesmo resultado. Em que ao adicionar isoladamente 2 mg L de 2,4-D no meio de cultivo, foi
verificado a eficiéncia desta concentracdo para a formagdo de calos a partir de anteras de

cafeeiro da cv. Catuai Vermelho 44.
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Marques (2006), trabalhando com a cv. Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 da espécie
Coffea arabica L. constatou que a combinacdo de auxina com citocinina (2 mg L™ de 2,4-D +
2 mg L' de BAP) foi aquela que respondeu melhor na formacio de calo, embora nio
diferindo estatisticamente das combinagdes de 2 mg L™ de Cinetina + 1 mg L de 2,4-D e 2
mg L de 2,4-D+ 0,5 mg L' TDZ, porém numericamente foi mais eficiente que as demais.
Assim como também detectamos no presente trabalho a eficiéncia da combinacgado destes dois
hormonios de crescimento.

Donato et al.(2000) trabalhando com Couve-comum verificou que as combinagdes
entre 2,4-D e BAP, em que até mesmo na presenca das mais reduzidas concentracdes de BAP,
como nos meios suplementados com 0,01 e 0,05 mg L'l, os calos apresentavam melhor
desenvolvimento. Os dados para a cv. Catuai Vermelho 144 de Coffea arabica L. corroboram
os este resultado, com ressalva para concentracdes acima de 2,25 mg L' de BAP em que
ocorre um decréscimo na porcentagem de calos formados.

E para a inducdo de calos embriogénicos a partir do cultivo de anteras de Coffea
arabica L. cv. Catuai Vermelho 144 foi verificado diferencas significativas em relacdo
porcentagem deste tipo de calo em funcdo da interacao das concentragdes de BAP e 2,4-D.

Na concentragdo de 2,0 mg L' de 2,4-D, os tratamentos seguiram uma tendéncia
quadrdtica, em que a concentracdo de 2,31 mg L' de BAP correspondeu ao ponto maximo da
curva, atingindo o méaximo de calos em 64,26 %, de acordo com a equac¢do derivada. Este
comportamento quadrético indicou que concentracdes acima e abaixo de 2,31 mg L™ tiveram
tendéncia de redu¢do do ndmero de calos embriogénicos formados (Figura 3).

Figura 3. Porcentagem de calo embriogé€nico de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho 144
em diferentes concentracdes de BAP mantidos na concentragio de 2 mg L™ de 2,4-
D.

Magalhaes (2005), trabalhando com &pices caulinares de batata-doce, verificou que a
maior porcentagem de calos embriogénicos formados foram obtidos em meio com 2 mg L™ de
2,4-D para as cvs. ‘92°; ‘94’; “188’; ‘449’; ‘594’; ‘White Star’; ‘Jewel’ favorecendo a
maturacido dos embrides somaticos.

Ja para a cv. Catuai Vermelho 144 de Coffea arabica L. a adicdo somente de 2,4-D
para a obtencdo de calos embriogénicos foi ineficiente com 4,21% de calos embriogénicos,
valor muito baixo, porém com a adicao da citocinina BAP houve um acréscimo significativo
até a concentracio 2,31 mg L™ que corresponde a 64,26%.

Bispo et al. (2007) verificou que para Avena sativa L. houve a influéncia do genétipo

na freqiiéncia de calos embriogénicos onde a cultivar “OR3” produziu a mais alta freqiiéncia
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deste tipo de calo (66,7%). Flores et al., (2006) também verificou que a formacao de calos em
Pfaffia tuberosa também foi induzida em 27% dos explantes foliares quando cultivados em
meio com 1 mM de 2,4-D.

Em todos os trabalhos analisados constatou-se que o 2,4-D € importante para inducao
calos, e a combinacdo com o BAP proporciona um incremento significativo na obtencdo de

calos embriogénicos, ficou também constado nesse trabalho.
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5 CONCLUSOES

Nas condicdes descritas neste trabalho:

Para producdo de massa fresca em anteras do cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catuai
Vermelho 144, recomenda-se o uso de meio MS acrescido de 2,7 mg L' de 2,4-D combinado
com 2,0 mg L' de BAP.

Com relagdo a porcentagem de calos totais a partir de anteras da cv. Catuai Vermelho
144 de Coffea arabica L, recomenda-se o uso de meio MS acrescido de 2,0 mg L'de BAP e
2,25 mg L de 2,4-D

Quanto a formagdo de calos embriogénicos formados a partir de anteras cv. Catuai
Vermelho 144 de Coffea arabica L recomenda-se o uso de meio MS acrescido 2,0 mg L™ de
24-De 2,31 mgL" de BAP .

Mas outros trabalhos deverdo ser realizadas dentro da técnica de cultura de anteras,
que se obtenha novos resultados e venha contribuir para a essa linha de pesquisa para que

ocorra a obtencao de plantulas hapléides.
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