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RESUMO

Virias sd@o as metodologias de cultura de tecidos que auxiliam os programas de
melhoramento do cafeeiro. Uma delas € a cultura de anteras para a obtencdo de plantas
homozigotas que, através da duplicacdo do nimero de cromossomos, substitui as geragcdes de
autofecundacgdo, no processo usual, tendo grande valor nos programas de melhoramento. A
composi¢cdo do meio de cultura, incluindo os reguladores de crescimento, € de grande
importancia para o sucesso desta técnica. Neste sentido, foi conduzido no laboratério de
Biotecnologia/Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Uberlandia o experimento que
teve como objetivo avaliar os efeitos das combinacdes dos reguladores de crescimento, 2 mgL
'2,4-D + 2 mgL"' BAP; 8 mgL"' Cinetina + 1 mgL"' AIB; 2 mgL™"' Cinetina + ImgL™" 2,4-D;
2 mgL™"' Cinetina + 20 mgL" GA3; 2 mgL™" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ, 2 mgL"' ANA e 2 mgL"
2,4D, em meio MS na indugdo de calos em anteras de Coffea arabica, cultivar Catuai
Vermelho LCH-2077-2-5-44. O delineamento experimental foi de inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 7x2 (combinacdes de reguladores de crescimento e épocas de cultivo in
vitro, respectivamente), com 4 repeticOes. As avaliacdes das varidveis contaminagao,
oxidag¢do, intumescimento, calosidade e presenca de pré-embridides, foram feitas aos 30 e 60
dias apds a inoculagdo das anteras. As combinagdes de reguladores de crescimento que melhor
responderam a indugdo de calos, e com conseqiiente formacdo de pré-embridides, foram 2
mgL" 2,4-D+2 mgL"' BAP, 2 mgL"' Cinetina + 1 mgL"' 2,4-D ¢ 2 mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"'
TDZ, embora ndo diferindo estatisticamente da combinacdo 2 mgL™" 2,4D aos 60 dias de

cultivo in vitro.



1- INTRODUCAO

Por se tratar de cultura perene propagada via semente, os programas de melhoramento do
café demandam aproximadamente 25 anos desde a hibridagdao até a obtencdo 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 obteng¢do de hapléides em
geracdes segregantes, o que leva a ridpida producdo de plantas homozigdticas através da
duplicagdo do nimero de cromossomos numa unica etapa, substituindo as geracdes de
autofecundagdo. Além dos hapldides serem livres dos problemas de dominancia e
recessividade, por possuir apenas um alelo em cada loco génico, acelerando drasticamente o

processo de obten¢ao de novas cultivares (ANDRADE, 1998).

No Brasil, o C. arabica apresenta progressos com relagdo a aplicagdo da cultura de
anteras, visto que, este pais € o principal produtor mundial de café. Trabalhos como o de
Pasqual (2002) que estabeleceu uma metodologia eficiente para regeneracdo de plantas
dihapléides, e de Figueira (2002) que estudou o efeito do pré-tratamento de botdes florais e do

regulador de crescimento 2,4-D na indug¢do de embrides, ambos em anteras de cafeeiro;



comprovam os progressos com relacdo 4 esta cultura. Com isso objetivou-se com este trabalho
avaliar, em diferentes épocas, o efeito dos reguladores de crescimento 2,4-D, TDZ, Cinetina,

BAP, AIB, GAz e ANA na inducdo de calos em anteras de Coffea arabica.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Aspéctos gerais da cultura de tecidos

Na cultura de tecidos, a adi¢do de hormodnios no meio de cultura € de suma
importancia, pois reproduz o que ocorre naturalmente na planta. Combinagdes de dosagens
dessas substancias propiciam um melhor crescimento e desenvolvimento do explante
(ANDRADE, 1998). Os reguladores de crescimento sdao substincias organicas, que
apresentam como fun¢do bdsica a sua acdo sobre o crescimento e em alguns tipos de
organogénese. Os principais grupos sdo as auxinas e citocininas. Dentre as auxinas tem-se 0O
acido indol - 3 - butirico (AIB) e o 4cido 2, 4 - diclorofenoxiacético (2,4 - D). Com relacdo as
citocininas, as mais usadas sdo a 6 - benzilaminopurina (BA, BAP) e a cinetina (KIN). O
thidiazuron (TDZ) € um regulador de crescimento, derivado de uréia, sendo de composicao
quimica N-phenil-N"-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia, com estrutura ndo 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 acdo citocininica, e por

isto, tem sido cada vez mais usado no cultivo in vitro (ANDRADE, 1998).



Poucas culturas in vitro mostram respostas as giberelinas. J4 sdo conhecidas mais de
sessenta giberelinas, como por exemplo o dcido giberélico (GA3) e uma mistura de GA3+GA7,
que se encontram disponiveis comercialmente. A resposta do tecido pode depender da
utilizacdo da giberelina apropriada para cada espécie e fase do desenvolvimento (CALDAS et
al, 1998). Murashige (1965) observou um estimulo do crescimento de calo de fumo com
concentracdes de dcido giberélico entre 3x10°® mol.L™" e 3x10” mol.L™'; entretanto a giberelina
inibiu a organogénese tanto na formacao de partes aéreas quanto de raizes. No entanto, 0 GA3
aumentou a porcentagem de embrides somaticos pequenos de Citrus sinensis que enraizaram
in vitro (TORRES et al, 1999).

O 4cido abscisico (ABA) é um inibidor de crescimento in vitro, no entanto, esse
hormonio tem sido bastante utilizado para o desenvolvimento normal e maturacao de embrides
somaticos, evitando sua germinagdo precoce. J4 o etileno € um regulador de crescimento em
forma gasosa, produzido por células vegetais, até mesmo, por células in vitro (CALDAS et al,
1998).

Um dos meios basicos utilizados em diversas culturas € chamado de “MS”, em referéncia
aos seus autores, Murashige e Skoog (1962). Um meio de cultura deve conter macro e
microelementos, dgua, aminodcidos, vitaminas e reguladores de crescimento, podendo ainda
ser liquido ou sdlido através da adi¢do de dgar (ANDRADE, 1998). Sua composicdo € de
grande importincia para o sucesso da cultura de anteras, ndo existindo contudo, uma
recomendacao generalizada. Na maioria das espécies a androgénese se verifica em meio que

contém sais minerais, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento e agar.



A composi¢do do meio de cultura e dos reguladores de crescimento presentes no mesmo
estdo dentre os importantes fatores que determinam a regeneracdo de embrides hapldides

(MORAES FERNANDES, 1990).

Para Pious e Ravindra (1997) o maior problema na iniciacdo 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 inducdo desses compostos.

A oxidacdo fendlica € altamente dependente do gendtipo e do tipo de explante
utilizado, ou seja, explantes jovens em geral oxidam menos que os velhos. Tipos adequados de
explantes retirados em épocas apropriadas podem apresentar um menor teor endégeno de
fendis nos tecidos e, com isto, minimizar a oxida¢do. Da mesma forma, menores danos fisicos
e quimicos no momento da excisdo e desinfestacdo podem contribuir para minimizar o
problema (TEIXEIRA, 2001). Nogueira et al. (2003) afirma que a presenca do regulador de
crescimento TDZ no meio de cultura pode influenciar no processo de oxidagcdo das anteras,
baseado em trabalho com indug¢do de brotacdes a partir de segmentos nodais de murici-
pequeno, Byrsonima intermedia, inoculados em meio MS suplementado com diferentes

concentracdes de TDZ.

A adicdo de substincias antioxidantes ao meio de cultura, tais como: carvao ativado,
polivinilpirrolidene (PVP), acido ascérbico e 4cido citrico diminuem consideravelmente a
oxidacdo fendlica dos explantes (ANDRADE, 1998). Esta tem sido controlada também, em

diferentes espécies lenhosas, através da reducdo da intensidade luminosa (MARKS;



SIMPSON, 1990), associada com a substitui¢do freqiiente do meio de cultura (TEIXEIRA,
2001).

Aliada a oxidagdo, outro problema enfrentado na fase inicial de estabelecimento do
explante in vitro diz respeito a contaminagdo bacteriana e fingica (TEIXEIRA, 2001). Para a
realizacdo da cultura de anteras, é necessdria primeiramente a desinfestacio do material
vegetal. Os principais compostos utilizados s@o etanol e cloro, e o0 modo de acdo do etanol
consiste na rapida desnaturacao protéica e dissolucao de lipidios, tendo como desvantagem o
fato de ser pouco ativo contra esporos fungicos. O cloro inativa enzimas e age como oxidante,

tem efeito sobre bactérias e sua desvantagem € o odor irritante e também sua baixa atividade

contra esporos (PASQUAL et al., 2002).

2.2- Melhoramento do cafeeiro

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, na qual o género Coffea abrange cerca de 60
espécies, entretanto, as espécies mais comuns sdo Coffea arabica e Coffea canephora, sendo
que o café ardbica corresponde a aproximadamente 70% do café comercializado no mundo
(GRANER; GODOY JUNIOR, 1967).

Segundo Andrade (1998) Coffea arabica L. é nativo da regido sudoeste da Etidpia,
Sudao e Quénia. No Brasil, foi introduzido em 1727 pelo Sargento Francisco de Mello Palheta
em Belém do Par4, em seguida levado para o Maranhdo e Bahia, e posteriormente levado para
o Rio de Janeiro, expandindo-se para o Vale do Paraiba, Minas Gerais, Espirito Santo, Parana,

Mato Grosso e RondoOnia.



Apesar da tendéncia de crescimento em todos os paises produtores, a participacdo brasileira
na producao mundial de café gira em torno de 40%. A colheita da safra de 2004/05 atingiu
39.028 milhdes de sacas. Contrastando com tal realidade, o Brasil, pais lider na producao, € o
segundo maior consumidor mundial atrds apenas dos Estados Unidos. Seu consumo eqiiivale a
aproximadamente 50% do total consumido por todos os outros paises produtores

(USDA/FNP).

Coffea arabica é considerada uma espécie nobre, com café de boa qualidade, possuindo
mais de 40 mutantes e muitas variedades. E alotetrapléide com 2n = 2x = 44 cromossomos e
apresenta comportamento cromossomico semelhante ao das espécies dipldides. A taxa de
fecundacdo cruzada é aproximadamente de 10%, o que € considerado no melhoramento
genético, como espécie autdgama (RAMALHO, 1999). Apresenta raiz pivotante curta e grossa
e raizes secunddrias ramificadas. O caule tinico e os ramos ortotropicos podem dar origem as
folhas e aos ramos plagiotropicos. Os ramos plagiotropicos dao origem as folhas e aos botdes
florais. Quando maduros, os frutos sdao drupas amareladas ou avermelhadas, possuindo
superficie lisa, exocarpo delgado, mesocarpo carnoso e endocarpo fibroso. O endosperma
possui uma pelicula prateada, e na sua base aloja-se o embriio (GRANER; GODOY JUNIOR,
1967).

Do cultivar originalmente introduzido, conhecido como Tipica ou Nacional, passando
pelas vdrias introducdes e mutacdes ja exploradas comercialmente, como o Bourbon
Vermelho, o Sumatra, o Amarelo de Botucatu, o Maragogipe, o Caturra e tantas outras, até as

modernas selecoes de Mundo Novo, Catuai, Icatu, Rubi, Obata e Topdzio, dentre outras,

aumentou-se em pelo menos 300% o potencial produtivo do cafeeiro (MENDES, 1999).
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De acordo com o mesmo autor, apenas com a selecdo e a hibridacdo de plantas
superiores conseguiu-se quadruplicar a produtividade de graos dos nossos cultivares de
cafeeiro. A partir da década de 1930, com a criagdo da Secdo de Genética do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), o cafeeiro passou a ser estudado e melhorado geneticamente
em bases cientificas e foi justamente a partir dai que ocorreram os maiores avangos, através do
desenvolvimento de um vasto programa de genética e de melhoramento do cafeeiro, tendo
realizado quase todos os estudos de café e lancado os mais importantes cultivares plantados
nas vérias regides cafeeiras do Brasil e mesmo de outros paises. Os estudos sdo concentrados
na espécie Coffea arabica.

O melhoramento do cafeeiro Coffea arabica, tem sido feito através de métodos
convencionais, 0s quais sdo muito morosos até se obter o material genético desejado. Este
tempo pode ser reduzido através da obtenc@o de hapldides em geracdes segregantes através da
cultura de anteras. Além de os hapldides serem livres dos problemas de dominancia e
recessividade, por possuir apenas um alelo em cada loco génico, permitem a rapida producao
de plantas homozigoéticas através da duplicagdo do nimero de cromossomos numa Unica etapa,
substituindo as geracdes de autofecundagdo, tendo grande valor nos programas de
melhoramento no processo usual para obtengcdo de cultivares melhoradas de cafeeiro.

(ANDRADE, 1998)

2.3- Cultura de anteras de café
A producdo de hapléides pode ser obtida por diferentes técnicas como ginogénese,
androgénese, tratamento quimico, choque térmico e irradiacio com raios X ou luz

ultravioleta., e ainda, por técnicas in vitro (cultura de pdlen isolado, protoplastos, eliminacio

11



de cromossomos pela cultura de embrides jovens e paternogénese). No entanto, até 0 momento
a melhor técnica in vitro para obtencdo de hapldides € a cultura de anteras, pois nestas, 0s
graos de podlen estdo em grande numero, e podem desenvolver-se em hapldides por
androgénese direta, dando origem a embrides, ou indireta, passando pela fase de calos
(MORAES FERNANDES, 1990).

A técnica de cultura de anteras/micrdsporos, visando a producdo de hapldides, vem
sendo amplamente empregada na obtengao de novos cultivares em vdrias plantas de interesse
agrondmico. Contudo, os mecanismos basicos pelos quais os micrésporos desviam de sua rota
ontogenética normal, ainda sdo pouco compreendidos, o que dificulta a inducdo da
androgénese em algumas espécies e limita sua aplicacdo nos modernos programas de
melhoramento (FIGUEIRA, 2002).

Silva et al. (2004) trabalhando com Coffea arabica L. cvs. Mundo Novo, Catuai Vermelho
44 e 99, observaram que existe um sincronismo entre o desenvolvimento das anteras e do
botdo floral e este, estd relacionado com os estddios de desenvolvimento dos micrésporos, ou
seja, o didametro dos micrésporos evolui de acordo com o crescimento das anteras e do botao
floral. O estddio ideal dos micrésporos que devem ser utilizados na cultura de anteras in vitro
corresponde a fase onde estes ainda estejam de forma uninucleada central, quando os botdes

florais variam de 4,5 a 6,0 mm de comprimento.

Estudos tém demonstrado que o RNA ribossomico e de transferéncia do grao de pdlen
inativam-se 24 horas apds a primeira mitose. Apds este momento, ndo é mais possivel reverter
o desenvolvimento e a célula segue o seu caminho normal para a formagdo do grdo de pdlen.

As células in vitro, quando em condi¢des adequadas e antes de atingirem este ponto, seriam

12



capazes de originar embrides através do processo de embriogénese (MASCARENHAS, 1971;

VASIL et al., 1979).

Segundo Sharp et al., (1973) existem dois padrdes bdsicos de expressao da
embriogénese somdtica que ocorrem in vitro. O primeiro corresponde ao modelo direto, no
qual os embrides somdticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formacgdo de estddios
intermedidrios de calos. O segundo padrdo corresponde ao modelo no qual os embrides
somaticos se formam a partir de um calo, que apresenta células em diferentes estddios de
diferenciacdo (GUERRA, 1999). O calo é utilizado na maioria dos casos como estrutura
intermedidria, considerando algumas limita¢des, como por exemplo, nem todos os tipos de
calos formados irdo regenerar plantas e calos mantidos por longos periodos poderdao perder
progressivamente a capacidade de regenerar plantas (PASQUAL, 1985).

Duas abordagens gerais tém sido adotadas na tentativa de aumentar a resposta a cultura
de anteras. A primeira envolve a selecdo de gen6tipos responsivos e a incorporacao destes nos
programas de melhoramento. A segunda abordagem tem procurado identificar fatores
fisiolégicos e ambientais que tenham influéncia sobre a resposta das anteras cultivadas in
vitro. Dentro das abordagens descritas, diferentes fatores interagem, determinando a eficiéncia
da androgénese, tais como a fisiologia da planta doadora, pré-tratamentos, a composi¢cao do
meio de cultura, fatores fisicos, as condicdes de cultura, o gendtipo da planta doadora e o
estddio de desenvolvimento dos micrésporos (PETERS et al., 1999).

Luz (1995) afirma que a capacidade androgenética de uma planta € influenciada pelo
estado fisioldgico desta durante o seu cultivo, e no momento da retirada de suas anteras, onde

as variagOes ambientais também exercem uma grande influéncia . Além disso para indugdo de

13



calos de anteras de cafeeiro, Maciel (2001); Pald (2002) afirmam que, é necessdria a adicao de
uma auxina juntamente com uma citocinina em meio de cultura. Dentre as auxinas sintéticas, o
2,4-D € sem duvida a mais adequada a inducdo e manuten¢do do calo (GAMBORG et al,,
1976).

De acordo com Pald et al. (2002), 2mg.L" de 2,4-D foi a concentra¢io que melhor
induziu a formacao de calos em anteras de cafeeiro. Secundino et al. (2005) trabalhando com o
regulador de crescimento 2,4-D combinado com diferentes concentracdes de AAS (Acido
Acetil Salicilico), constatou que 2mgL" da auxina e 0 mgL"' de AAS respondeu bem 2
inducdo de calos em anteras de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho 44 em auséncia de luz.
Este resultado confirma o proposto por Marques et al., (2005), onde a combinacdo de 2 mgL
de 2,4-D e 0 mgL" de TDZ proporcionou uma maior formacdo de calos para esta mesma
cultivar porém na presenca de luz.

Em outro trabalho com C. arabica, cultivar Catuai Vermelho 99, os resultados
mostraram que para que ocorra intumescimento das anteras, formagdo e aumento do tamanho
dos calos € necessdario que haja interacdo entre a auxina (2,4-D) e a citocinina (BAP).
(SILVA., et al 2003)

Ja Rocha (1998) afirma que a indug¢do e manutencdo do calo, para a maioria das
espécies parece comportar-se diferentemente em relacdo aos reguladores de crescimento,
podendo ocorrer independentemente de auxinas e citocininas, dependente de ambas, ou
dependente de uma ou de outra.

Virios autores citam a importancia dos pré-tratamentos para a androgénese € que a pré-
incubagdo em baixas temperaturas € benéfica para muitas espécies, como por exemplo para o

arroz, o qual € pré-incubado a 8°C, o que proporciona uma maior viabilidade do grao de pdlen,

14



ativando algumas enzimas e posterior formacao de calos (MARTINEZ et al., 1989). Silva et
al. (2003) constatou que o pré-tratamento por choque frio é o mais eficiente na inducio de
calos no cultivo in vitro de anteras de Coffea arabica L.

Apesar de experimentos envolvendo cultura de anteras serem realizados desde 1973
(SHARP et al., 1973), resultados de regeneracdo de plantas foram conseguidos somente em
1987 (ASCANIO et al., 1987). Porém, em alguns experimentos a técnica ndo se mostra

adequada visto que vérios fatores podem influenciar na resposta das anteras cultivadas.

15



3- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de agosto de 2004 a novembro de
2004. O genétipo envolvido foi Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 da espécie Coffea
arabica, localizado na drea experimental do Campus Umuarama da Universidade.

Os botdes florais foram coletados entre 7:00 e 8:00 horas da manha obedecendo ao
tamanho de 4,5 a 5,5mm, pois, correspondem a anteras contendo micrésporos uninucleados.
ApOs a coleta, os botdes foram encaminhados ao laboratério em placa de petri, contendo papel
de filtro umedecido com dgua destilada para evitar a desidratacdo. O comprimento ideal dos
botdes florais foi confirmado com o auxilio de um paquimetro.

Os explantes florais foram envolvidos por uma gaze e mantidos em uma solugdo de
alcool 70% por 1 segundo e por 15 minutos em uma solug¢do de hipoclorito de s6dio 1% sob
agitacdo. Foram entdo lavados trés vezes com agua destilada ja na camara de fluxo. Esta foi

previamente limpa com &lcool 70%, utilizando flanela esterilizada, e ,junto com todo o
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material necessdrio para a inoculagdo, foi submetida a exposi¢do de luz ultravioleta
por 15 minutos.

As anteras foram retiradas com auxilio de pingas finas e bisturi, previamente
autoclavados, sob luz de um microscépio estereoscopio em aumento de 40 vezes,
posteriormente foram imersas em uma solu¢do de acido ascérbico na concentragdo de 600
mg.L’l, hipoclorito de sédio a 0,2% e em &4gua destilada e autoclavada, respectivamente,
tomando-se o cuidado de nao feri-las. As anteras danificadas foram descartadas.

As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo 20 ml do meio MS, com pH
ajustado para 5.9, adicionado de 7 g.L”' de dgar e previamente autoclavado a temperatura de
121°C, sob pressdao de 1 atm por 20 minutos, suplementado com as seguintes combinacdes de
reguladores de crescimento: 2 mg.L™"! 2,4-D + 2 mg.L"' BAP; 8 mg.L"' Cinetina + 1 mg.L"
AIB; 2 mg.L” Cinetina + 1 mg.L™" 2,4-D; 2 mg.L"' Cinetina + 20 mg.L"' GA3; 2 mg.L"' 2,4-D
+ 0,5 mg.L'1 TDZ; 2 mg.L'1 ANA e 2mg.L'1 2,4D, num total de sete combinacdes, com
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 7x2 (composi¢ao
dos reguladores de crescimento e épocas de cultivo in vitro, respectivamente), com quatro
repeticoes, sendo trés tubos de ensaio uma repeticdo, com cinco anteras por tubo. O material
foi mantido em sala de crescimento com 25 + 2°C na auséncia de luz.

Ap6s 30 e 60 dias de cultivo in vitro foram feitas contagens de anteras contaminadas,
oxidadas, intumescidas, com calos e com presenca ou ndo de pré-embridides.

Todos os dados obtidos nos experimentos foram analisados quanto a normalidade e

homogeneidade e em seguida foram submetidos a analise de variancia e, as médias, ao teste de
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Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa estatistico SANEST (ZONTA, MACHADO E

SILVEIRA JUNIOR, 1984).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados obtidos foi possivel verificar que as combinagdes de reguladores
de crescimento e as épocas de avaliacao diferiram entre si com relacdo a inducio de calos nas
anteras inoculadas (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo das andlises de variancia do nimero médio de anteras oxidadas
(OXID.), contaminadas (CONT.), intumescidas (INTUM.) e com calosidades (CALOS.)
obtidas em funcdo das concentracdes de reguladores de crescimento (RC), assim como

respectivas interagdes com a época de avaliacdo (EA). UFU/Uberlandia-MG, 2005.

Q.M.
C.V. G.L OXID. CONT. INTUM. CALOS
RC 6 0,9345 0,4762 0,8690 8,6964%
EA 1 0,6429 0,8750 0,0179 13,0179*
RC*EA 6 2,1845 0,8333 0,1429 1,3512
RESIDUO 42 0,4762 0,7202 0,9702 0,8155

* Significativo a 5% de probabilidade
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As combinagdes nao diferiram entre si com relacdo a varidvel oxidacdo, porém a que
mais apresentou anteras oxidadas aos 60 dias de cultivo in vifro foi a combinacdo de 2 mgL™
2,4-D + 0,5 mgL'1 TDZ com 100 % (Tabela 2). No trabalho de Silva (2003) também foi
observado um alto indice de oxidacdo (93%), para a cultivar Catuai Vermelho 44 com o uso
dos reguladores de crescimento cinetina, TDZ e BAP. A presencga do regulador de crescimento
TDZ no meio de cultura pode ter influenciado no processo de oxidacdo das anteras conforme
proposto por Nogueira et al. (2003) que em trabalho com indu¢do de brotagdes a partir de
segmentos nodais de murici-pequeno, Byrsonima intermedia, inoculados em meio MS
suplementado com diferentes concentracdoes de TDZ, observaram que aos 35 dias apds a
inocula¢do nao houve formacao de brotagdes em nenhuma das concentragcdes de TDZ testadas,

somente presencga de explantes necrosados.

Utino et al., (2001) citam que para a permanéncia do explante por mais tempo em um
mesmo meio, faz-se necessdria a adi¢do de acido ascorbico, visando a redugdo da oxidacao.
Entretanto, Teixeira (2001) cita que o 4cido ascérbico é uma substancia termolabil, e por esse
motivo tal antioxidante ndo deve ser colocado no meio de cultura. Pasqual et al., (2002)
trabalhando com cultivo de anteras da cultivar Rubi, verificaram que o uso de uma dosagem
de 200mgL™" polivinilpirrolidene (PVP) também diminui a oxida¢do e consequentemente
aumenta a formacao de calos.

A contaminacdo, equivalente a 35,87%, foi conciderada elevada comparada resultados
obtidos por Pald (2002) que permitiu diminuir a contaminagao para niveis inferiores a 2% com
uso de solugdo de PPM™ a 25%( v/v). Aradjo (2004) visando a calogénese em anteras

oriundas de uma populagdo segregante F2 de Coffea arabica L. verificou que a adi¢do de
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fungicida e bactericida ao meio de cultura reduziu consideravelmente a contaminagdo causada
por microrganismos.
Uma certa contaminagdo na cultura de anteras de cafeeiro, ja era esperada pois as

plantas fornecedoras dos botdes florais se encontravam em condi¢des de campo.

Tabela 2. Média (%) do numero de anteras oxidadas da cultivar Catuai Vermelho LCH-2077-
2-5-44, aos 60 dias de cultivo in vito submetidas a diferentes combinacdes de reguladores de

crescimento. UFU,Uberlandia-MG,2005

OXIDACAO
REGULADORES DE CRESCIMENTO MEDIAS ORIGINAIS MEDIAS (%)
2mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ 5,0000 100
2 mgL"' ANA 4,8750 97,5
8 mgL"' Cinetina + 1 mgL"' AIB 4,7500 95
2 mgL" 2,4-D 4,7500 95
2 mgL™"' Cinetina + 20 mgL"' GA; 4,5000 90
2 mgL™"' Cinetina + 1 mgL" 2,4-D 4,3750 87,5
2 mgL™" 2,4-D + 2 mgL"' BAP 4,0000 80

Com relagdo ao intumescimento das anteras, ndo houve diferenca significativa entre as
combinacdes aos 60 dias de cultivo in vitro, no entanto, em termos de valores absolutos, a
maior resposta foi obtida pela combinagio de 2 mgL ™" Cinetina + 1 mgL ™" 2,4-D. (Tabela 3).

Se for considerado o intumescimento das anteras como um possivel inicio de formacdo
de calos, a diferenca de manifestacdo entre os gendtipos, € comum na técnica de cultura de
anteras. Silva (2003) afirma que o Catuai Vermelho 44 seja mais responsivo nas doses de
0,005; 0,05; 0,5 e 5 mM de 2,4-D, comparado ao Mundo Novo e Catuai Vermelho 99, mas sio

necessarios novos trabalhos envolvendo concentragdes maiores de 2,4-D.

21



Tabela 3. Média (%) do nimero de anteras intumescidas da cultivar Catuai Vermelho LCH-
2077-2-5-44, aos 60 dias de cultivo in vito submetidas a diferentes combinagdes de

reguladores de crescimento. UFU,Uberlandia-MG,2005

INTUMESCIMENTO
REGULADORES DE CRESCIMENTO  MEDIAS ORIGINAIS MEDIAS (%)
2 mgL™"' Cinetina + 1 mgL™" 2,4-D 4,1250 82,5

2 mgL™" 2,4-D + 2 mgL"' BAP 4,0000 80

2 mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ 4,0000 80

8 mgL™"' Cinetina + 1 mgL" AIB 3,8750 77,5

2 mgL"' ANA 3,7500 75

2 mgL"' 2,4-D 3,7500 75

2 mgL'1 Cinetina + 20 mgL'1 GA; 3,1250 62,5

As combinagdes de reguladores de crescimento que significativamente induziram a
formagdo de calos nas anteras inoculadas foram 2 mgL”' 2,4-D + 2 mgL' BAP, 2 mgL’
Cinetina + 1mgL'1 24-D e 2 mgL'1 24-D + 0,5 mgL'1 TDZ, embora ndo diferindo
estatisticamente da concentracdo de 2 mg/L. 2,4-D. Em termos numéricos, a combinagdo 2
mgL" Cinetina + 20 mgL" GA; foi aquela que menos respondeu 2 inducio de calos, (Tabela
4), o que sugere que o GAjtenha um efeito apenas no aumento da rapidez de crescimento dos
calos provenientes de anteras de cafeeiro.

Para inducdo de calos, geralmente € necessdria uma auxina (MAHESHWARI et al.,
1983). Maciel (2001); Pala (2002) citam que pelos resultados obtidos para a indugdo de
calogénese em anteras de cafeeiro, observa-se que € necessdria uma auxina juntamente com
uma citocinina. Dentre as auxinas sintéticas, o 2,4-D € sem ddvida a mais adequada a inducao

e manuten¢do do calo (GAMBORG et al.,, 1976). J4 Rocha (1998) afirma que a indugdo e

22



manutencdo do calo, para a maioria das espécies parece comportar-se diferentemente em
relacdo aos reguladores de crescimento, podendo ocorrer independentemente de auxinas e

citocininas, dependente de ambas, ou dependente de uma ou de outra.

Tabela 4. Média (%) do nimero de anteras com calos da cultivar Catuai Vermelho LCH-
2077-2-5-44, aos 60 dias de cultivo in vito submetidas a diferentes combinagdes de

reguladores de crescimento. UFU,Uberlandia-MG,2005

CALOSIDADE
REGULADORES DE CRESCIMENTO  MEDIAS ORIGINAIS MEDIAS (%)
2 mgL"' 2,4-D + 2 mgL"' BAP 2,6250 a 52,5
2 mgL"' Cinetina + 1 mgL™" 2,4-D 2,6250 a 52,5
2 mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ 2,1250 a 42,5
2 mgL' 2,4-D 1,2500 ab 25
8 mgL™"' Cinetina + 1 mgL" AIB 0,6250 b 12,5
2 mgL"' ANA 0,3750 b 7,5
2 mgL" Cinetina + 20 mgL"' GA; 0,2500 b 5

Meédias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
probabilidade.

Em outro trabalho com C. arabica, porém com a cultivar Catuai Vermelho 99, os
resultados mostraram que para que ocorra intumescimento das anteras, formacao e aumento do
tamanho dos calos de ambas as cultivares € necessario que haja interacao entre a auxina (2,4-
D) e a citocinina (BAP). Além disso, a incubagdo no escuro promoveu uma diminui¢ao das
anteras oxidadas (SILVA et al.,, 2003). A combinacdo entre 2,4-D e cinetina favorece a
indugdo de calos primarios.

Santos (1999), trabalhando com anteras de soja, onde foram testados meios de indugdo

apresentando diferentes composi¢des de reguladores de crescimento, verificou que a presenca
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da auxina 2,4D € fundamental na fase indutdria e que o uso associado de 2,4D com BAP leva

ao aumento nas taxas de inducdo de calos e embrides.

Secundino et al. (2005) trabalhando com o regulador de crescimento 2,4-D combinado
com diferentes concentracdes de AAS (Acido Acetil Salicilico), constatou que 2mgL™” da
auxina e 0 mgL"' de AAS respondeu bem 2 inducdo de calos em anteras de cafeeiro da cultivar
Catuai Vermelho 44 em auséncia de luz. Este resultado confirma o proposto por Marques et
al., (2005), onde a combinacdo de 2 mgL" de 2,4-D e 0 mgL"' de TDZ proporcionou uma
maior formacao de calos para esta mesma cultivar porém na presenga de luz.

De acordo com Pald et al. (2002), 2mg.L" de 2,4-D foi a concentra¢io que melhor
induziu a formacdo de calos em anteras de cafeeiro, a partir deste valor houve inibi¢do na
producdo dos mesmos.

Experimento realizado, com a cultivar de café Acaid Cerrado (Pald et al., 2002), tendo
como objetivo avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento (2,4-D, Cinetina e AIB) na
inducdo de calos de anteras, mostrou que as combina¢des mais eficientes entre os reguladores
de crescimento foram 2,0 mg.L'1 de 2.4-D + 1,9 mg.L'1 de cinetina e 0,86 mg.L'1 de 2,4-D +
1mg.L'1 de AIB. Ja para a cultivar Rubi, as combina¢des mais eficientes, foram, 1,9 mg.L" de
2,4-D + 4,0 mg.L" de cinetina segundo Aragjo et al. (2002).

Com base nas avaliacoes feitas aos 30 e 60 dias observou-se que o tempo de cultivo in
vitro é um fator relevante para a indugdo de calos, visto que aos 60 dias verificou-se médias
maiores que aos 30 dias, (Tabela 5). Apesar de Marques et al. (2005) afirmar que quanto

maior o tempo de cultivo in vitro maior € a oxidacdo das anteras com conseqiiente morte dos
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calos, neste trabalho, a oxidacdo aos 60 dias ndao comprometeu o desenvolvimento dos

mesmos que permaneceram vivos, fridveis e com presencga de pro-embridides.

Tabela 5. Médias do niimero de anteras com calos da cultivar Catuai Vermelho LCH-2077-2-
5-44, aos 30 e 60 dias de cultivo in vito submetidas a diferentes combina¢des de reguladores

de crescimento. UFU,Uberlandia-MG,2005

EPOCA DE CULTIVO in vitro

MEDIAS ORIGINAIS
REGULADORES DE CRESCIMENTO 30 60
2 mgL" 2,4-D + 2 mgL"' BAP 2,00 3,25
2 mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ 2,00 3,25
2 mgL'1 Cinetina + 1 mgL'1 2,4-D 1,25 3,00
2 mgL"' 2,4-D 0,25 2,25
8 mgL™"' Cinetina + 1 mgL" AIB 0,75 0,75
2 mgL™' ANA 0,25 0,50
2 mgL'1 Cinetina + 20 mgL'1 GA; 0,00 0,50

A presenga de pré-embridides equivaleu a 84,5% dos calos. Alguns deles
apresentavam-se de coloracdo cinza, porém a maioria possuia coloracdo amarelo creme nos

quais se encontravam uma maior concentracao de pré-embridides.

A coloracao dos calos é um indicativo do estado em que se encontra a cultura. O cinza
por exemplo pode ser resultante da perda gradativa da cor natural passando de verde a
marrom, aliada a diminui¢ao do ritmo de crescimento dos mesmos, estagnacdo do processo de
formacdo de embridides seguida pelo surgimento de dreas necrosadas na superficie que

constituem sinais caracteristicos da decadéncia da cultura (SILVA, 2002).
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A combinagio 2 mgL" 2,4-D + 2 mgL™' BAP foi aquela que respondeu melhor 2 esta
inducdo embora ndo diferindo estatisticamente das combinagdes de 2 mgL™' Cinetina + 1 mgL’
'2,4-De2mgL” 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ. No entanto as combinacdes 2 mgL™' Cinetina + 20
mgL"' GA; e 2 mgL" ANA, ndo induziram a formacdo de pré-embridides nos calos sendo

assim considerados, numericamente, os menos eficientes. (Tabela 6).

Tabela 6. Médias (%) do nimero de calos com pré-embridides da cultivar Catuai Vermelho
LCH-2077-2-5-44, aos 60 dias de cultivo in vito submetidas a diferentes combinacdes de
reguladores de crescimento. UFU,Uberlandia-MG,2005

CALOS COM PRO-EMBRIOIDES

REGULADORES DE CRESCIMENTO MEDIAS ORIGINAIS MEDIAS (%)

2 mgL" 2,4-D + 2 mgL"' BAP 0,500 a 50

2 mgL"' Cinetina + 1 mgL" 2,4-D 0,350 ab 35

2 mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ 0,215 ab 21,66
2 mgL" 2,4-D 0,100 b 10

8 mgL™"' Cinetina + 1 mgL" AIB 0,015b 1,66
2 mgL™"' Cinetina + 20 mgL "' GA; 0,000 b 0

2 mgL™' ANA 0,000 b 0

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
probabilidade.

Neste sentido é permitido afirmar que a combinag¢do 2 mgL™ 2,4-D + 2 mgL™"' BAP,
numericamente, foi mais eficiente tanto para a indu¢do de calos quanto para a formacdo de
pré-embridides. Figueira et al., (2005), trabalhando com a concentragdo de 2 mgL'1 de 2,4-D
em auséncia ou presenca de nitrato de prata observou que 19,8% das anteras com calos
possuiam pré-embridides, sendo 21,5% pertencentes ao cultivar Mundo Novo e 17,6% ao

Catuai Vermelho 44 e concluiu que a auséncia de AgNOs foi mais eficiente para esta indugao.
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Quanto a presenca do 4cido acetilsalicilico no meio de cultura, também acrescidos de 2 mgL™
de 2,4-D, esta mesma autora afirma que apartir da concentracdo de 42 mg.L"' de AAS o

nimero médio de calos com pré-embridides tende a aumentar.

A utilizacdo dos reguladores de crescimento no meio de cultura provavelmente
condiciou as anteras a expressarem seu potencial embriogénico, entretanto, os pré-embridides
observados ndo regeneraram plantulas. Portanto a continuidade de trabalhos que visam esta
linha de pesquisa devem continuar para que esta colabore efetivamente para os programas de

melhoramento genético do cafeeiro.
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5- CONCLUSAO

As combinagdes que melhor induziram a formacdo de calos nas anteras inoculadas
foram 2 mgL"' 2,4-D + 2 mgL"' BAP, 2 mgL"' Cinetina + 1 mgL"' 2,4-D, 2 mgL" 2,4-D +
0,5 mgL™" TDZ e 2 mg/L 2,4-D.

A calosidade das anteras foi favorecida aos 60 dias de cultivo in vitro

As combinacdes 2 mgL™' 2,4-D + 2 mgL"' BAP, 2 mgL"' Cinetina + 1 mgL™" 2.4-D , 2
mgL" 2,4-D + 0,5 mgL"' TDZ, foram aquelas que melhor responderam 2 indugio de pré-

embridides.
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