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LISTA DE SIMBOLOS

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

ANA.: Acido naftaleno acético

AlA:Acido indol acético

CIN: 6-furfurilaminopurina (cinetina)

AIB: Acido indolil-3-butirico

GA;: Acido giberélico

BAP: 6-benzilaminopurina

2iP: N-isopentenilaminopurina

MS: Meio de cultura bisico de Murashige e Skoog

IC: Meio de cultura para indugdo de calos

WPM: Meio de cultura bisico (Wood Plant Medium) de Loyd e McCown
PPM™: Plant Preservative Mixture

PMFPA: Peso da matéria fresca da parte aérea
PMSPA: Peso da matéria seca da parte aérea

PMFC: Peso da matéria fresca de calos

NTB: Numero total de brotos

NB > lcm: Nimero de brotos maiores que 1 centimetro
CV: Coeficiente de variagio

R%: Coeficiente de determinagdio



RESUMO

PALU, Ednamar Gabriela. Indugio in vitro de calogénese em anteras e
brotagies em segmentos nodais de Coffea arabica L. LAVRAS: UFLA, 2002.
47p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)®

Objetivou-se estabelecer um protocolo de indug3o de calos a partir de
anteras e estudar a indugiio de brotagSes em segmentos nodais, observando a
influéncia da gema apical, do mimero de gemas e posi¢do de inoculagio do
explante em Coffea arabica L. Na indu¢io de calogénese em anteras, foi
efetuada a assepsia dos botdes florais, em seguida as anteras foram extraidas,
inoculadas em meio IC e mantidas no escuro por 8 semanas, sob temperatura de
25 °C. Devido 2 alta contaminagdo das anteras inoculas, mesmo com a assepsia
realizada nos.botdes florais, foi realizado um primeiro experimento testando o
pré-tratamento ou nio das anteras retiradas em cimara de fluxo laminar, em
concentrago de 25% de PPM™ (v/v) durante 2 min. e inoculagdo em diferentes
concentragées de PPM™ (0;0,06;0,125;0,250;0,500;0,750 ¢ 1 mLL™")
adicionadas ao meio de cultura. Para induzir a calogénese em anteras da cv.
Acaié Cerrado foram testadas as concentragdes de 2,4-D (0,1,2 ¢ 4 mg.L™") x
cinetina (0,2,4 e 8 mg.L") e 2,4-D (0;0,5;1e 2mg.L") x AIB (0;0,5;1¢ 2mg.L™")
mais 2 iP (2 mg.L") e, para a cv. Rubi, as concentragoes de 2,4-D (0,1,2 e 4
mg.L") x cinetina (0,2,4 e 8 mg.L"). Na indugio de brotagdes em segmentos
nodais, os explantes foram provenientes de plantas preestabelecidas “in vitro”.
Utilizou-se o meio de cultura “MS” suplementado com 3 mg.L"! de GA; + 6
mg.L"' de BAP. Os experimentos foram incubados em salas de crescimento com
temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas , sob 35 pM.m? .s” de
intensidade luminosa. Foi observada a influéncia da gema apical, do ntimero de
gemas e a posigdo dos explantes na indugio de brotag3es das cultivares Caturra,
Catuai e Icatu. Conclui-se que o anti-contaminante PPM™ ¢ eficiente na
assepsia das anteras de cafeeiro, através do pré-tratamento destas com solugdo
de 25% (v/v) ou adigdo de 0,500 mg.L"' do produto ao meio de cultura. A maior
porcentagem de indugdo de calogénese em anteras na cv. Acaié Cerrado ocorre
com as combinagdes de 2,4-D(2mg. L) + cinetina (1,9mgL™) e 2,4-D
(0,86mg.L™") + AIB (1mg.L™")+ 2iP (2mg.L™"); para cv. Rubi a combinagio de
2,4-D (1,9mg.L™) e cinetina (4mg.L"). Para indugdo de brotagdes conclui-se que
a utilizago de explantes sem a gema apical, com 3 pares de gemas e inoculados
na posi¢do vertical, favorecem o maior nimero de brotagdes em segmentos
nodais de Coffea arabica L.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador).
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ABSTRACT

PALU, Ednamar Gabriela. In vitro induction of callogenesis in anthers and shoots on
nodal segments of Coffea arabica L. Lavras: UFLA, 2002. 47p. (Dissertation-Master of

Science in Agronomy/Plant Physiology)’

This work aimed to establish a protocol to induce callus from anthers
and study shoot induction on nodal segments, observing the influence of apical
bud, buds number and explant position of inoculation in Coffea arabica. In the
induction of callogenesis on anthers, the asseptic conditions of the flower buds
were accomplished, followed by in anthers cut off, inoculated in IC medium and
kept for eight weeks under the temperature of 25 °C + 1 without light. Due to the
high contamination of the inoculated anthers, also in aseptic conditions
performed on the flower buds, a first experiment was realized by testing the pre-
treatment or not of the removed anthers in a laminar flux chamber under 25% of
PPM™ (v/v) concentration for 2 minutes and inoculation at different of PPM™
(0; 0.06; 0.125; 0.250;0.500; 0.750 and 1 mL.L") concentrations added to the
culture medium. To induce callogenesis in anthers of the ‘Acaid Cerrado’ were
tested 2,4-D (0, 1, 2 and 4 mg.L™") x kinetin (0, 2, 4 and 8 mg.L") and 2,4-D (0;
0.5; 1 and 2 mg.L™") x AIB (0; 0.5; 1 and 2 mg.L") plus 2 iP (2 mg. L")
concentrations and for the ‘Rubi‘ 2,4-D (0, 1, 2 and 4 mg.L™") x kinetin (0, 2, 4
and 8 mg.L™") concentrations. For the shoots induction on nodal segments, the
conditions in vitro pre-established in the MS culture medium supplemented with
3 mgL"” of GAs + 6 mg L of BAP was used. The experiments were incubated
in growth room with 25 °C + land 16 hour photoperiod under 35 uM.m>.s™ light
intensity. The influence of the apical bud, buds number and position of explants
in the shoots induction of ‘Caturra’, ‘Catuaf’ and ‘Icatu’ were observed. The
anti-contaminant PPM™ is efficient to maintain the coffee tree anthers through
the pre-treatment of them with the 25% solution (v/v) or addition of 0.500 mg.L"
! of the product to the culture medium. The highest percentage of callogenesis
induction on anthers of the ‘Acaid Cerrado’ occurs from 2,4-D (2 mgL?h) +
kinetin (1.9 mg.L™") and 2,4-D (0.86 mg.L") + AIB (1 mg.L") + 2iP (2 mgL™)
combinations and for ‘Rubi’ 2,4-D (1.9 mg.L"™") and kinetin (4 mg.L™). For shoot
induction, the use of explant without the apical bud, with three pairs of buds and
inoculated in the vertical position favour the induction of a greater number of
shoots on Coffea arabica nodal segments.

* Guidance Committee: Moacir Pasqual — UFLA (Major Professor).
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1 INTRODUCAO

O café é um dos mais importantes produtos do mercado internacional,
representando importante fonte de renda para milhdes de pessoas em mais de 50
paises, nas regides tropicais da América Latina, Africa e Asia. Além do aspecto
econdmico, a cafeicultura apresenta relevante importancia social como atividade
geradora de empregos e fixadora de mao-de-obra no campo.

Do ponto de vista comercial, somente duas espécies do género Coffea
sdo cultivadas extensivamente, Coffea arabica L. (Arabica) e Coffea canephora
Pierre (Robusta), sendo o tipo arabica responsével por cerca de 75% dos plantios
comerciais de cafeeiro do mundo (Camneiro, 1999). No Brasil, cerca de 82% da
produgdo sdo provenientes de lavouras formadas com cultivares da espécie
Coffea arabica e 18% de cultivares da espécie Coffea canephora (Melo et al.,
1998).

Os programas de melhoramento genético do cafeeiro no Brasil tém
alcangado sucesso na obtengéo de cultivares produtivas, elevando em cerca de
200% a produtividade das atuais cultivares em relagdo 3 primeira variedade
plantada no Brasil. Porém o tempo gasto e os recursos despendidos sdo fatores
limitantes para o melhoramento do cafeeiro através de métodos convencionais,
uma vez que, nos Ultimos anos surgiram novos problemas como doengas,
pragas, nematdides e maior exigéncia em qualidade pelo mercado consumidor
(Mendes, 1997). Contudo, a multiplicagio vegetativa in vitro surge como uma
alternativa vidvel e de curto prazo para a solugéio desses problemas.

Nos ultimos 28 anos, ocorreram importantes avangos nas técnicas da
cultura in vitro para o cafeeiro. Alguns sistemas de regeneragio de plantas j4
vém sendo usados na cultura. Técnicas de cultura de tecidos como a

micropropagagdo de gendtipos superiores, obtidos pelos programas



convencionais e a aplicagio da cultura de anteras, que é uma importante
ferramenta no melhoramento genético do cafeeiro e no estudo de genes livres do
fendmeno da dominancia, além de promover a obtengio de plantas homozigotas
substituindo as intimeras geragdes de autofecundagdio necessarias no processo
convencional, reduzem o tempo de obtengio de novas linhagens. A
embriogénese somdtica, a cultura de meristemas apicais e gemas axilares, a
induciio e o desenvolvimento de gemas adventicias, a cultura de embrides
zigticos, a suspensdo de células, a cultura de protoplastos e a selegio in vitro
também sdo usadas para melhorar o cafeeiro via métodos biotecnolégicos
(Carneiro, 1999).

No presente trabalho, objetivou-se buscar um protocolo para indugio in
vitro de calogénese em anteras e observar a influéncia da gema apical, nimero
de gemas e posigdo do explante no nimero de brotagdes em segmentos nodais

de cafeeiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Gerais da Cultura

A espécie Coffea arabica pertence & familia Rubiaceae, cujo género
Coffea abrange cerca de 60 espécies, possuindo caracteristicas diferenciadas
quanto 4 forma dos frutos e flores, resisténcia a diversas moléstias e pragas
(Graner & Godoy Junior, 1967). Esta espécie é originiria do sudoeste do Sudio
e norte do Quénia, em uma regido restrita e marginal s demais espécies, e foi
introduzida no continente Americano nas primeiras décadas do século XVIII. A
faixa de altitude para cultivo do cafeeiro corresponde entre 1000 e 2000 metros e
algumas regides limitrofes estdo entre 8 ¢ 12° latitude ao norte e 40 e 42°
longitude leste (Mendes, 1998).

No inicio dos estudos genéticos do género Coffea tomou-se como padrio
a espécie Coffea arabica, sendo primeiramente denominada de C.arabica
var.typica, descrita por Linneu; e atualmente denominada Coffea arabica var.
arabica (Carvalho, 1993). Coffea arabica é considerada uma espécie nobre, com
café de boa qualidade, possuindo mais de 40 mutantes e muitas variedades. E

tetrapléide, autofértil, ocorrendo 10 a 12 % de fecundagio cruzada.

2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos é uma ciéncia que detém as técnicas de cultura de
células, tecidos e 6rgdos vegetais, isolados da planta mie e cultivados em meio
de cultura artificial.

O trabalho pioneiro com a cultura de tecidos em cafeeiro utilizou

segmentos ortotropicos de duas espécies de Coffea em meio de cultura contendo



sais inorgdnicos, sacarose, tiamina, cisteina e auxina. Os resultados obtidos
foram répida produgdo de calos na espécie Coffea arabica e embrides e plantulas
em Coffea canephora. Posteriormente, inimeros trabalhos foram desenvolvidos
envolvendo o género Coffea como a propagagio in vitro de segmentos nodais de
Coffea arabica (Bandel et al., 1975; Custer, Van e Buijs, 1980), indugdo de
embriogénese somitica a partir de explantes foliares de cafeeiro (Maciel, 2001)
e cultura in vitro de embrides de Coffea arabica (Ribeiro, 2001).

A multiplicagdo in vitro de espécies de interesse econdmico é cada vez
mais promissora, sendo mais utilizada no sentido de minimizar dificuldades de
multiplicagdo permitindo a selegio de material superior, multiplicagio rdpida,
produgdo em larga escala e em pequeno espago fisico, tornando-se uma
tecnologia adequada para culturas de ciclo longo como o Coffea arabica.

Uma das caracteristicas da cultura de tecidos vegetais é a possivel
indugdo do crescimento e da morfogénese a partir de explantes in vitro. Os
meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgios de plantas
fornecem as substéncias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam,
em grande parte, o padrio de desenvolvimento in vitro. Dai a importancia de se
conhecerem detalhes dos componentes e propriedades dos meios de cultura, a
metodologia para preparar um meio de cultura e os principais meios utilizados
(Torres et al.,, 1998). Inicialmente foram utilizados os mais diversos tipos
componentes ¢ de meios de cultura, até que Murashige & Skoog (1962)
idealizaram o meio “MS”, atualmente um dos mais utilizados. Outros meios
também utilizados sdo o White (1943), Knudson (modificado por Arditti, 1967),
WPM (Wood Plant Medium) de Lloyd & McCown (1980), entre outros.
Entretanto, para cada tipo de explante, espécie e cultivar, o meio de cultura mais
adequado e eficiente deve ser determinado experimentalmente.

O meio de cultura deve fornecer, além dos macro e micro nutrientes,

uma fonte de carboidrato (normalmente a sacarose) para substituir o carbono



atmosférico, pois as células, tecidos e plintulas produzidas in vitro ndo
encontram condi¢des adequadas de iluminagio e concentragio de CO, e, as
vezes, ndo apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese
que sustente o crescimento. E para proporcionar um melhor desenvolvimento
devem ser adicionados ao meio alguns componentes orginicos como vitaminas,

aminoécidos e reguladores de crescimento (Torres et al., 1998).

2.3 Cultura de anteras

2.3.1 Consideragoes gerais sobre a cultura de anteras

A cultura de anteras foi realizada primeiramente em Datura inoxia, por
Guha & Maheshwari (1964), sendo posteriormente empregada para obtengdo de
calos, embridides e plantas, em mais de 237 espécies, 88 géneros e 34 familias,
incluindo as monocotileddneas e as dicotiledoneas (Peters, Bobrowski, Rosinha,
1998). Alguns exemplos da produgdo de hapléides via cultura de anteras, s30 os
trabalhos realizados por Ouyang (1986) em trigo, Chen (1978) em arroz,
Claphan (1973) em cevada ¢ Hirano (1975) em cebola. Sharp et al., (1973),
relataram a primeira tentativa, sem sucessos, de obten¢io de hapléides através
da cultura de anteras, em cafeeiro.

Dentre as técnicas de cultivo in vitro, a cultura de anteras apresenta-se
como uma ferramenta de grande utilidade em programas de melhoramento,
principalmente por reduzir o tempo necessirio para a obtengdo de linhagens
homozigéticas e permitir o estudo de mutagdes recessivas, visto que individuos
hapléides e duplo hapléides, por se constituirem de apenas um complemento
cromossdmico, ndo apresentam problemas de dominéncia e recessividade (Bajaj,
1984; Fernandes, 1987).



As plantas hapléides podem ser obtidas de duas maneiras, por
androgénese direta ou por androgénese indireta.

Na androgénese direta, o micrésporo comporta-se como um zigoto e
passa por vérios estddios de embriogenia, semelhante ao que ocorre in vivo. Os
embrides, principalmente no estddio globular, sio liberados, os cotilédones
desenvolvem-se e as plantas emergem das anteras de 4 a 8 semanas. Na
androgénese indireta, os micrésporos, em vez de passarem pela embriogénese,
dividem-se algumas vezes, formando calos, os quais emergem através da parede
da antera. Normalmente a regeneragdo de plantas via calo se d4 com maior
freqiiéncia (Peters et al., 1998).

A partir da formagdo de calo, a regenerac¢do de plantas se d4 através da
embriogénese ou organogénese. Na organogénese, a formagio de meristema
apical e radicular se di em fungdo de um balango entre auxina e citocinina,
enquanto a embriogénese ocorre a partir de simples células que se desenvolvem
semelhantemente aos embrides zigéticos.

Em comparagio com a androgénese indireta a androgénese direta,
apresenta vantagens, como redu¢do no tempo gasto na obtengdo das plantas,
economia de material e espago, além da possibilidade de menor ocorréncia de
variagdo genética (Peters et al., 1998). Bajaj (1984) cita que plintulas originadas

de calos sdo geralmente indesejaveis porque apresentam vérios niveis de ploidia.

2.3.2 Fatores que influenciam a androgénese

A indugdo in vitro de hapl6ides pela cultura de anteras foi, inicialmente,
restrita a poucas espécies, principalmente ao grupo das familias Gramineae e
Solanaceae (Bajaj, 1984). Atualmente, a androgénese estd sendo aplicada a

inimeras espécies de diferentes familias, apresentando, contudo, uma baixa



freqiiéncia de regeneragdo de plantas hapldides, sendo este um dos maiores
obstaculos encontrados nas pesquisas com cultura de anteras.

Peters et al., (1998) citam que é necessario o desenvolvimento de meios
e protocolos de cultura que sejam aplicaveis a um largo espectro de gendtipos.
Desta maneira, é preciso o estudo de fatores que direta ou indiretamente estio
relacionados ao sucesso da androgénese, proporcionando alta freqiiéncia de

produgdo de hapléides.
‘ Segundo Nitsch (1981), as chances de se obterem plantas hapléides
vidveis pela cultura de anteras ou pdlen depende de:

1) Estédio ideal de desenvolvimento das anteras:

A determinagdo do estddio de desenvolvimento dos micrésporos é de
grande importdncia para o sucesso da cultura de anteras, visto que devem ser
utilizados micrésporos numa fase em que respondam melhor aos processos
androgenéticos. Entretanto, ndo parece haver um estddio tinico, mesmo para
espécies intimamente relacionadas (Sunderland, 1973). Anteras contendo grios
de pdlen no estadio anterior a tétrade ou apdés o estidio binucleado ndo
respondem 2 cultura in vitro (Moraes Fernandes, 1990).

A selecdo de botdes florais e anteras contendo grios de pélen no estidio
6timo pode ser feita visualmente. Entretanto, os padrées utilizados podem sofrer
modificages se a planta doadora e as condigdes de crescimento forem alteradas
(Yang & Zhou, 1982).

Existem marcadores morfoldgicos que podem auxiliar na identificagio
do estiadio de desenvolvimento dos grios de pélen. Lentini et al. (1994) cita que
,NO arToZ, as paniculas apresentam uma colorag¢do verde-amarelada.

Em cafeeiro, a maior porcentagem de micrésporos apresentando um
niicleo central, ideal para a obtengdo de plantas hapléides in vitro, encontra-se
em anteras que variam de 4,5 a 5,5 mm de comprimento, presentes em botdes

florais que variam de 4,5 a 6 mm de comprimento (Andrade, 1998).



2) Genétipo da planta doadora:

A resposta das anteras colocadas em cultura é muito dependente do
genétipo da planta doadora, tomando-se um fator importantissimo, que
determina o grau de sucesso na produgio de hapléides. Collins (1977) relata que
na maioria dos trabalhos iniciais com cultura de anteras era estudada apenas uma
cultivar de determinada espécie. Constatado que a resposta das anteras estava
diretamente ligada ao genétipo das plantas, verificou-se a utilizagdo de um maior
nimero de genétipos. Diferentes genétipos podem ter diferentes condigdes
6timas de crescimento, pré-tratamentos, composi¢do de meio de cultura e
condigdes fisicas de cultura (Magalhdes Jr et al., 1995).

3) Idade e condigdes da planta doadora:

A fisiologia e a idade da planta doadora sio fatores que exercem grande
influéncia no grau de eficiéncia da androgénese além de fatores ambientais
como intensidade luminosa, fotoperiodo, temperatura e nutrigdo, os quais
interagem entre si, influenciando o estado endégeno da planta doadora e o
potencial esporofitico dos grios de pélen (Vasil, 1987). Os niveis hormonais
endbgenos também estdo relacionados com o sucesso da cultura de anteras
(Sunderland, 1974).

Quanto a idade Anagnostakis (1974) verificou que flores de plantas
relativamente jovens sio mais adequadas que os botdes florais de plantas que
estdo no fim de seu periodo de crescimento, mostrando que a idade e as
condigdes fisiolégicas, em geral, influenciam na eficiéncia da androgénese.

Em Brassica campestris, a resposta androgenética melhora com o
aumento da intensidade luminosa, ¢ em fumo, h4 um incremento da
embriogénese dos micrésporos quando as plantas doadoras de anteras crescem
em dias curtos (Keller et al., 1982).

Magalhdes Jr. et al. (1995) evidenciaram que anteras de arroz

provenientes de plantas bem supridas com nitrogénio apresentavam maior



porcentagem de formagdo de calos. J& em outros casos a deficiéncia de
nitrogénio nas plantas doadoras aumenta a resposta das anteras in vitro (Chen et
al,, 1991).

2.3.3 Meio de cultura

Os meios mais amplamente usados na cultura de anteras sdo o “MS”
(Murashige & Skoog, 1962) e “W63” (White, 1943) e “N-H” (Nitsch & Nitsch,
1969) ou suas pequenas modificagdes com vérios aditivos. Basicamente, o meio
¢ composto por sais minerais, sacarose, vitaminas, reguladores decrescimento e
agar (Moraes Fernandes, 1990). Para estimular o desenvolvimento e regeneragio
sdo utilizados reguladores de crescimento, tais como auxinas, citocininas e
giberelinas.

Os macronutrientes sdo indispensaveis para as plantas e, para que se
possa estabelecer os sais em um meio de cultura, deve-se levar em conta suas
concentragées e balanceamento. George & Sherrington (1984) verificaram que
com o aumento da salinidade ocorre diminui¢iio no crescimento de calos em
anteras de feijoeiro.

Os micronutrientes possuem importincia metabdlica e fisiologica, pois
sdo componentes das proteinas celulares das plantas. A embriogénese pode ser
efetivamente induzida em calos de Hevea brasiliensis provenientes de anteras,
através da duplicagdo da concentragdo dos micronutrientes no meio “MS”,
enquanto, ao mesmo tempo, foi verificada redugio no nivel dos macronutrientes
de 60 a 80% da concentragdo original (George & Sherrigton, 1984).

A concentra¢do da sacarose pode variar de acordo com a cultura, como
tem sido observado por vérios autores. Nas culturas de fumo e arroz, a

concentragdo de 2 a 5% de sacarose no meio tem se mostrado eficiente para a



formagdo de calos e regeneragdo de plantas (Chu, 1978), enquanto, para cana-
de-agicar, o nivel de sacarose pode chegar a 20% (Chen, 1978).

A utilizagio de substincias como a glutamina, o inositol e extratos
naturais, como o leite de coco ou agua de coco desproteinizada, extrato de
levedura, extrato de batata, acido nucléico hidrolisado, icido ascorbico e
glutationa,favorecem a androgénese (Huang, 1991).

Em muitas espécies, por razdes desconhecidas, a embriogénese direta é
rara e os explantes tém que ser diferenciados em calos. Para a inducio de calos,
geralmente € necessiria uma auxina, e para a regeneragio de plantas, um meio
de cultura sem reguladores de crescimento ¢ suficiente, ou o uso de citocininas
associadas a baixas concentragdes de auxina (Maheshwari et al., 1982). Claphan
(1976) cita que, em cereais, altas concentra¢des de auxinas como 2,4 D sdo
necessarias, e usualmente NAA, IAA e citocininas podem ajudar a indugio de
calos.

Rezende et al. (2000) utilizaram com sucesso, como meio de cultura
bésico para indugdo de calos em anteras de Coffea arabica, o meio de cultura
citado por Berthouly ¢ Michaux-Ferriere (1996), em um trabalho realizado com
embriogénese somitica em folhas de Coffea canephora.

Além do meio de cultura, existem outros fatores que influenciam na
cultura de anteras, tais como a temperatura € a ilumina¢fio. A maioria das
espécies desenvolve-se bem em temperaturas de incubagdo que variam de 20 a
28° C e com iluminagdo continua ou nio, pois essas condigdes variam de acordo
com a espécie e até mesmo com o genétipo (Moraes Fernandes, 1990).

A contaminagdo causada por fungos e bactérias e a oxidagdo por
substincias fenélicas sdo fatores limitantes no estabelecimento in vitro de
explantes de Coffea arabica provenientes de material coletado no campo
(Maciel, 2001). Lemos (2000) indica d uso do anti-contaminante Plant Presertive
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Mixture (PPM™) em microestacas de Graviola (Annona muricata) para uma

eficiente descontaminagio dos explantes introduzidos in vitro.

2.4 Cultura de segmentos nodais

A cultura de segmentos nodais é uma das aplicagdes mais pritica da
cultura de tecidos, abrange a maioria dos sistemas de micropropagagio,
envolvendo o isolamento de érgdos meristematicos pré-formados (normalmente
gemas axilares) e a quebra da dominéncia apical (George, 1993).

As gemas axilares que naturalmente se formam nas insergdes das folhas
sdo estimuladas a crescer, dando origem a novas partes aéreas, que, por sua vez
repetem o mesmo processo. Se a espécie apresentar, naturalmente, uma grande
capacidade de formagdo de folhas e um répido alongamento do caule, como na
batata, nfo é necessiria a quebra de domindncia apical, e boas taxas de
multiplicagio podem igualmente ser obtidas pela simples subdivisdo do caule
em diversos segmentos nodais. As partes aéreas produzidas sio em seguida
enraizadas e transplantadas (Grattapaglia & Machado, 1998).

Com a cultura de segmentos nodais, além de outras vantagens, pode-se
obter um grande nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes. O seu
sucesso ¢ apropriado para clonar individuos e produzir progénies homogéneas
(Grattapaglia & Machado, 1998).

As cultivares de Coffea arabica sio predominantemente autopolinizadas
e, portanto, bastante uniformes, razio pela qual sdo comumente propagadas por
sementes. Contudo, alguns genétipos elites hibridos tdm se mostrado resistente a
ferrugem, justificando sua propagagio vegetativa como instrumento auxiliar em
programas de melhoramento, ou mesmo como atividade comercial (Martins,
1985).
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Segundo Berthouly & Echeveri (1987), a partir de uma microestaca de
cafeeiro podem ser obtidos de 7 a 9 micronés a cada 80 dias, totalizando cerca
de 20.000 plantulas por ano. Célculos tedricos para Coffea arabica, a partir de
cultura de gemas, evidenciam uma capacidade de produzir 13.000 brotos/gema
apo6s 15 meses de cultivo continuo (Medina et al., 1983).

A capacidade de regeneragdo e crescimento in vitro parece estar
associada ndo apenas ao genétipo, mas & atividade fisiolégica na planta matriz,
sob o controle de diversos fatores endégenos (Caldas et al., 1990).

As espécies respondem diferentemente e, dentro de uma mesma espécie,
as cultivares apresentam exigéncias diferentes, por isso, a sobrevivéncia do

explante pode variar significativamente entre plantas (Pinto, 1998).

2.4.1 Dominancia apical

Dominéncia apical é relacionada com o efeito da predominancia da
gema terminal, suprimindo o desenvolvimento das gemas laterais. A arquitetura
de plantas depende das correlagSes de crescimento entre suas vérias partes,
sendo que o crescimento de ramos laterais estd geralmente sob o controle do
apice vegetativo. Deste modo, tanto o grau de ramificagdo quanto o estimulo do
crescimento lateral e o desenvolvimento do ramo principal parecem ser fungio
da dominéncia apical (Valio, 1979).

Virias teorias visam explicar a dominincia apical, em uma delas,
acredita-se no conceito de mobilizagdo ou translocagdo dirigida como controle
do crescimento das gemas laterais. A auxina aplicada em caules que ndo contém
a gema apical aumenta fortemente a mobiliza¢io de nutrientes nesta regido. A
auxina e outros hormdnios do apice possivelmente causam uma translocagio de
nutrientes para essa regido, em detrimento das gemas laterais, que ficam carentes
de substrato para o crescimento (Hillman, 1985).
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Uma concentragdo alta de auxina movimenta-se de modo basipeto no
caule, impedindo a brotagdo das gemas laterais, mantendo-as em estado de
dorméncia. A supressio do dpice vegetativo estimula as gemas laterais, em
geral, diretamente abaixo ao corte (Poltronieri, 1986).

Ferry e Ward (1959) relatam que o efeito da remogdo da gema apical é
controlado pelo gradiente de auxina e sua concentragio na folha, frutos e caule.
O nivel de auxina do caule aumenta estimulado pelo crescimento dos frutos e
produgdo de novas folhas.

De acordo com Correia (1993), o corte da gema apical faz com que
sejam retomados os processos de divisdo celular e do desenvolvimento dos
meristemas laterais. Correia (1993) afirma também que a aplicagdo de AIA no
lugar da gema apical despontada mantém o controle anteriormente estabelecido
pela gema apical, e que a aplicagdo de inibidores de transporte de auxinas
préximo 3 gema apical exerce o mesmo papel do corte dessa. O autor deixa
claro, portanto, que o controle da gema apical sobre os meristemas laterais é
exercido por uma auxina que é sintetizada no apice e transportada aos
meristemas laterais.

Segundo Hillman (1985), a retirada da porgédo apical de um ramo é um
método simples para eliminar a dominancia apical. Por exemplo, plantulas sem a
porgdo apical no tergo superior resultam num crescimento vigoroso das gemas
laterais. Normalmente, o maior crescimento é mostrado pela gema mais alta, e a
presenca desta retarda o crescimento das gemas mais baixas.

A micropropagagdo de brotos explora o efeito da relagdo
auxina/citocinina na regulagdo do crescimento in vitro (Skoog & Miller, 1957).
Segundo Peres & Kerbauy (2000), esses dois horménios meristeméticos
proporcionam o crescimento integrado dos caules e raizes pelo seguinte
mecanismo: (a) as auxinas normalmente inibem o desenvolvimento de gemas

caulinares (principalmente das gemas axilares no processo de domindncia
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apical) e estimulam a iniciagdo de raizes, sendo um fitohorménio produzido
quase que exclusivamente em 6rgdos do sistema caulinar; (b) as citocininas sdo
estimuladoras da iniciagdo das gemas caulinares e inibidoras da formagdo de
raizes, embora sua biossintese seja predominantemente nesse érgio. Apds a
biossintese nas raizes, as citocininas entram no fluxo ascendente do xilema e sio
transportadas para os sitios de iniciagdo de gemas caulinares (Davies, 1995).

De acordo com Teixeira & Marbach (2000) as auxinas estio envolvidas
no alongamento celular, fototropismo, geotropismo, indugéio e alongamento de
raiz, produgdo de etileno, crescimento de frutos e dominancia apical, enquanto

as citocininas, a fungio principal nas plantas é promover a divisdo celular.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras - MG.

Os experimentos foram instalados em condigdes assépticas, utilizando
cdmara de fluxo laminar horizontal e tiveram o pH do meio de cultura ajustado

para 5,6 + 1 antes de ser autoclavado a 120 °C, 1,2 atm, durante 20 minutos.
3.1 Cultura de anteras

Foram utilizados botdes florais de plantas adultas de Coffea arabica,
cultivares Rubi e Acaid Cerrado, mantidas no campo experimental do Setor de
Cafeicultura da UFLA.

Em todos os experimentos, referentes & cultura de anteras, foram
coletados botdes florais, com 4,5 mm a 6 mm de comprimento, entre 8 e 9 horas
da manhd. A assepsia dos botdes florais foi realizada na seguinte seqiiéncia: (1°)
lavados em dgua corrente durante 5 minutos; (2°) mantidos por 1 minuto em
dlcool 70%; (3°) durante 15 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 1,4%;
(4°) mantidos durante mais 20 minutos em solugdo de 25% PPM™ [5-Chloro-2-
methyl-3-(2H)-isothiazolone + 2-Methyl-3-(2H)-isothiazolone]; por ultimo, em
camara de fluxo laminar, 3 lavagens com 4gua destilada autoclavada.

Os experimentos foram conduzidos em placas de petri, de poliestireno,
de 100 mm de didmetro, previamente desinfetadas em formol em que o meio foi
adicionado, na cdmara de fluxo laminar, apés ser autoclavado.

As anteras, com o auxilio de Lupa estereoscépica, foram extraidas dos

botdes ainda fechados, por meio de uma incisio em um dos seus lados, e
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reunidas em placa de petri esterilizada contendo solugio de 600 mg.L" de icido
ascorbico. As anteras danificadas foram descartadas e, das restantes, inocularam-
se 30 anteras por placa de petri contendo o meio “IC” (Tabela 1), considerando-
se cada placa uma parcela e 4 placas por tratamento. Apés a inoculagdo das
anteras, as placas foram tampadas, vedadas com parafilme e mantidas no escuro

por 8 semanas, sob temperatura de 25 °C.

%U‘%@JB o
T}B LA 1. Componentes do meio de indugdo de calos (IC) em anteras de C.

arabica L. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Componentes IC (mgL")
CaCLH,0 220,0
KH,PO, 85,0
KNO, 950,0
MgS0O,47H,0 185,0
NH;NO; 825,0
CoCl,6H,0 0,0125
CuSO,5H,0 0,0125
H;BO, 3,1
KCl 0,415
MnSO44H,0 11,15
Na,Mo0,2H20 0,125
ZnSO47H20 4,3
FeSO,7H,0 13,90
Na,EDTA2H,0 18,65
Tiamina-HCI 10,0
Piridoxina-HCI 1,0
Acido Nicotinico 1,0
Glicina 1,0
Mio-inositol 100,0
Caseina Hidrolisada 100,0
Extrato de Malte 400,0
Sacarose 30.000
Acido ascérbico 600,0
Apgar 6000

Vgt . /Berthouly e Michaux-Ferriere (1996)
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3.1.1 Efeito do anti-contaminante PPM™ [5-Chloro-2-methyl-3-(2H)-

isothiazolone + 2-Methyl-3-(2H)-isothiazolone] em anteras de cafeeiro.

Mesmo com a assepsia dos botdes florais, ainda se verifica uma
considerdvel contaminagdo das anteras. Portanto, realizou-se um primeiro
experimento testando o pré-tratamento das anteras, retiradas em cdmara de fluxo
laminar, mergulhando-as, ou ndo, durante 2 minutos em solugdio de 25% de
PPM™ (v/v) e em seguida inoculando-as em diferentes concentragdes de
PPM™ (0;0,06;0,125;0,250;0,500;0,750 e 1 mL.L") adicionadas ao meio de
cultura “IC”.

A variavel observada foi porcentagem de anteras contaminadas por
placa de petri.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 4 repeticdes e 30 anteras por parcela. Os dados obtidos foram submetidos 3
analise estatistica, com aplicagio do teste de F ao nivel de 5% de probabilidade,

e as médias analisadas por regressdo polinomial.

3.1.2 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D, Cinetina e AIB na indugéo

de calos em anteras de cafeeiro cultivar Acaid Cerrado.

De botdes previamente desinfestados foram retiradas anteras, as quais
foram previamente tratadas por 2 minutos, com solugio de 25% de PPM™ (v/v)
antes de serem inoculadas ao meio de cultura “IC".

Os tratamentos constituiram-se de diferentes concentragdes de 2,4-D (0,
1,2, e 4 mg.L") x cinetina (0, 2, 4 e 8 mg.L") e de diferentes concentragdes de
2,4-D (0; 0,5; 1 e 2 mg.L") x AIB (0; 0,5; 1 e 2 mg.L"") mais 2iP (2 mg.L")

acrescidos ao meio de cultura “IC”.
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Aos 60 dias, foram avaliados niimero total de brotos (NTB), niimero de
brotos maiores que 1 centimetro (NB >1 cm), peso da matéria fresca da parte
aérea (PMFPA).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 4 repeti¢des, 5 tubos por parcela, cada tubo contendo um explante.

Utilizou-se o teste de Skott Knott para comparagio entre as médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultura de anteras

4.1.1 Efeito do anti-contaminante PPM™ [5-Chloro-2-methyl-3-(2H)-

isothiazolone + 2-Methyl-3-(2H)-isothiazolone] em anteras de cafeeiro.

O resumo da andlise de varidncia para porcentagem de contaminagdo
estd apresentado na Tabela 1.A. Houve interagdo significativa ao nivel de 5% de
probabilidade entre as concentragdes de PPM™ adicionadas ao meio de cultura
e a realizagdo, ou nao, do pré-tratamento das anteras, em cdmara de fluxo
laminar, com solugdo de 25% de PPM™ (v/v).

A assepsia realizada nas anteras com a solugdo de 25% (v/v) do anti-
contaminante PPM™ permite reduzir a contaminagdo para niveis inferiores a 2

% (Tabela 2).

TABELA 2. Médias das porcentagens de contaminagdo em anteras de C.
arabica, tratadas com PPM™ e inoculadas em meio de cultura
com diferentes concentrages de PPM™. UFLA, Lavras-MG,

2001.
(NS Contaminagio(%)

pPM™ 0

(mL.L™) PPM™ (auséncia) PPM™ (25%)
0,00 14,17 cB 0,83 aA
0,06 14,99 cB 0,00 aA
0,125 6,67 bB 1,67 aA
0,250 6,67 bB 1,67 aA
0,500 10,83 aB 0,00 aA
0,750 0,00 aA 0,00 aA
1,00 70,00 aA - 0,00 aA

Médias seguidas pela mesma letra minascula na vertical e maitscula na horizontal nio
diferem entre si pego teste Skott Knott ao nivel de 5%.
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Nido houve diferenga significativa quando se adicionou o produto ao

meio de cultura, associado ao pré-tratamento das anteras com a solugdo de 25%
de PPM™ (v/v). Quando nio é feito o pré-tratamento das anteras, concentragoes
de PPM™ acima de 0,500 mL.L"' sdo eficientes no controle da contaminagao.

Diante dos resultados obtidos observou-se a possibilidade de utilizacdo
do anti-contaminante em anteras de cafeeiro, tanto em meio de cultura com
0,500 mL.L" de PPM™como através do pré-tratamento destas com solugdo de
25% de PPM™ (v/v). Entretanto, devido ao alto custo do produto, é importante
verificar qual tratamento ird utilizar o menor volume do produto.

Esses resultados concordaram com Lemos (2000) quando relata a
eficiéncia na assepsia de microestacas de Graviola (Annona muricata) tratadas
com 10 mL.L™" do anti-contaminante PPM™ por 4 horas. Digonzelli et al. (2000)
observaram redugdo expressiva na contaminagdo, por bactérias, na multiplicacdo
in vitro de cana-de-agicar quando utilizaram PPM™ adicionado ao meio de

cultura em concentragdes acima de 0,250 mL.L".

4.1.2 Efeito de diferentes concentragoes de 2,4-D, Cinetina e AIB na inducio

de calos em anteras de cafeeiro cultivar Acaia Cerrado.

Houve interagdo significativa para 2,4-D e cinetina na indugdo de calos,
enquanto, para peso da matéria fresca de calos somente houve efeito
significativo dos fatores isolados (Tabela 2.A).

O aumento da produgdo de calos ocorreu até a concentragdo de 2 mg.L™
de 2,4-D, ponto a partir do qual o regulador de crescimento passou a inibir a
produgdo de calos, provavelmente devido a um efeito fitotéxico promovido por
concentragdes superiores a esta. A melhor resposta para indugdo de calos foi
promovida pela interagio entre 2,4-D (2 mg.L") e cinetina (1,9 mg.L") (Figura
1).
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Ycinoy = 14,27+21,45x-5,70x>  R*=0,98
Ycina=21,11429,11x-7,61x>  R’=0,93
Y cinay= -3,82+36,99x-8,83x>  R’=0,85
Yicins= 10,70+14,41x-3,30x>  R*=0,99

FIGURA 1. Porcentagem de indugdo de calos em anteras de C.arabica cv. Acaia
Cerrado, em diferentes concentragoes de cinetina e 2,4-D. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Observou-se acréscimo no peso da matéria fresca dos calos com adi¢io
de até 2 mg.L'1 de 2,4-D, com subseqiiente decréscimo com o aumento das
concentragdes (Figura 2). O mesmo comportamento foi observado até 3,86
mg.L™" de cinetina, em que também ocorreu um decréscimo no peso da matéria
fresca do calo com o aumento das concentragdes de cinetina adicionadas ao
meio de cultura (Figura 3). Esse decréscimo no peso da matéria fresca ocorre,
provavelmente, devido a um efeito fitotéxico que esses reguladores de

crescimento passam a exercer acima dessas concentragdes.
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FIGURA 2. Peso da matéria fresca de calos oriundos de anteras de C. arabica cv
Acaid Cerrado, em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 3. Peso da matéria fresca de calos oriundos de anteras de C. arabica
cv. Acaia Cerrado, em diferentes concentragdes de cinetina. UFLA,
Lavras-MG, 2001.
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Houve interacdo significativa para 2,4-D e AIB para porcentagem de
indugdo de calos e peso da matéria fresca de calos (Tabela 3.A).

Maiores porcentagens de indugdo de calos ocorreram com 2 mg.L™ de
AlIB, na auséncia de 2,4-D, com 0,86 mg.L" de 2,4-D combinado com a
concentragio de 1 mg.L-' de AIB e com 2 mg.L" de 2,4-D, na auséncia de AIB
(Figura 4). Assim, observou-se que a partir de determinadas concentragdes, as
auxinas passam a inibir a indugdo de calos em anteras da cultivar Acaia Cerrado,

provavelmente devido a um efeito fitotoxido causado por essas.

Induciio de calos (%)

100 0,5 | 1,5 2
24D (mgL")
e AIB(OmgL') & AIB(05mgL™)
A AIB (I :ng.[-"} o AIB(2 mg,L")

Yo = 1,07+26,60x+1,12x’ R3=0.99
Yarposy= 22,16+47,01x-22,35x>  R’=0,99
Y (ais 1)= 32,78+68,37x-39,77x 220,90

Y (s 2= 60,10-75,81x+23,41x’ R*=0,88

FIGURA 4. Porcentagem de indugdo de calos em anteras de C. arabica cv.

Acaid Cerrado, em diferentes concentragdes de AIB e 2,4-D.
UFLA, Lavras-MG, 2001.
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Maior peso da matéria fresca de calos foi observado na interacdo entre
0,92 mg.L" de2,4-De0,5 mg.L'1 de AIB, alcangando peso de aproximadamente
240 mg (Figura 5). Houve aumento no peso da matéria fresca de calos na
auséncia de AIB a medida que aumentaram as concentragdes crescentes de 2 4-
D. Entretanto, para a concentragio de 2 mg.L”"' de AIB, verifica-se uma
diminuigdo no peso da matéria fresca dos calos quando é combinada com

concentragdes crescentes de 2,4-D.

350
300 -
250 -
200 -

150 -

PMFC (mg)

R

0 0,5 | 1,5
2.4-D (mg.L™)
o AB (OmgL™) m A (0,5mgL")
A AB (2mgL")

Yamon= 2,62+147,48x-20,36x* . Rf:(),gg
Yaisos= 119,18+277,22x-150,05x"  R"=0,50
Y a1 20~ 190,44+105,]9X+]0,8?x2 R2=0,68

FIGURA 5. Peso da matéria fresca de calos oriundos de anteras de C. arabica
cv. Acaia Cerrado, em diferentes concentragoes de AIB e 2.4-D.

UFLA, Lavras-MG, 2001.



4.1.3 Efeito de diferentes concentragoes de 2,4-D e Cinetina na indugiio de

calos em anteras de cafeeiro cultivar Rubi.

Observou-se a interagdo significativa entre as concentragdes de 2,4-D e
cinetina para a porcentagem de indugdo de calos e peso da matéria fresca de
calos (Tabela 4.A). A combinagdo entre 1,9 mg.L”" de 2,4-D e 4 mg.L" de
cinetina promoveu a maior indugdo de calos, com valor aproximado de 40% de
indugdo (Figura 6). Posteriormente, verificou-se que, apés um maximo a

concentragdo do regulador de crescimento passou a inibir a indugéo de calos.

50
45 - A
40
35 -
30 =
25 4
20 -

15 A
10 -

Indugio de calos (%)

2,4-D (mg.L™)

e Cin(0 mg.L™) m Cin @mgL™

A Cin((4 mg.L") @ Cin (8 mg.L'i)

Y (cinoy =1,07+8,85x - 1,94x* R*=0,79
Y cin 2= 5,14+19,85x-4,26x° R*=0,91
Y cin = 11,66+29,09x-7,67x R*=0,85
Y (cin 3= 12,05+9,89x -2,97x* R’=0,98

FIGURA 6. Porcentagem de indugdo de calos em anteras de C. arabica cv. Rubi
em diferentes concentragdes de cinetina e 2,4-D. UFLA, Lavras-
MG, 2001.



O maior acréscimo no peso da matéria fresca de calos foi observado
quando se utilizou a concentragio de 2 mg.L" de cinetina combinada com 1,31

mg.L" de 2,4-D (Figura 7), apés o qual houve um decréscimo.

120
100 -
]

60 -

PMFC (mg)

40 -

20 -

0 1 2 3 4

24-D 3
(mg.L™)

e Cin (OmgL™ ® Cin 2mgL™)
Cin (4 mgL™

Y cin 0.0y =16,90 +5,77x ) R*=0,25
Y cin20)= 88,78+26,86x-10,23x’ Rj=0,88
Y{(_','n 800" 58,90":' 4,12?(-3.2?)(- R'=0,83

FIGURA 7. Peso da matéria fresca de calos oriundos de anteras de C. arabica
cv. Rubi, em diferentes concentragdes de Cinetina e 2,4-D. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Pelos resultados obtidos para indugdo de calos em anteras de cafeeiro,
observa-se que € necessdria uma auxina juntamente com citocininas,
concordando com Maheshawari et al. (1982), O efeito da combinagdo entre
auxina e citocinina para esta caracteristica em C. arabica também foi observada

por REZENDE et al. (2000), os quais verificarm que o regulador de crescimento
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ANA combinado com cinetina ndo ¢ eficiente na indugdo de calos em anteras
dessa espécie. Observa-se, com isso, a necessidade de um estudo especifico com
cada regulador de crescimento, além da observagio de cada um e de suas
concentragdes em diferentes gendtipos e até mesmo dentro da mesma espécie
(Silva Filho, 1989). Diferentes gendtipos podem ter diferentes condi¢des Stimas
de crescimento, pré-tratamento, composi¢dio de meio de cultura e condigdes
fisicas de cultura (Magalhdes Jr et al, 1995). Nakamura et al, (1997),
trabalhando com anteras de sorgo, conseguiram induzir 39,4% de calos
utilizando concentragdes de 2,5 mg.L'l de cinetina + 3 mg.L'l de 2,4-D. Em
amoreira, Jain et al., (1996) relatam a indugio de calos com 0,5 mg.L'l de ANA
+ 0,1 mgL' de BAP. Valentim Neto et al. (2000) observaram que a maior
porcentagem de inducgdo de calos em anteras de Cajueiro Ando (4nacardium
occidentale 1..) ocorre com concentragdes de 2,2 mg.L" de 2,4-D + 1,12 mg.L'l
de BAP.

4.2 Cultura de segmentos nodais

4.2.1 Influéncia do ntimero de gemas laterais e da gema apical no miimero

de brota¢Ges em segmentos nodais de cafeeiro.

Houve interagdo significativa entre os pares de gemas e as cultivares
para nimero de brotos > 1 cm e peso da matéria fresca da parte aérea, enquanto,
para numero total de brotos e peso da matéria seca da parte aérea, somente

houve efeito significativo dos fatores isolados (Tabela 1.B).

Numero total de brotos
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O nimero total de brotos dos segmentos nodais variou
significativamente em fungio do niimero de gemas e da presenga da gema apical
no explante, ndo havendo diferenca significativa entre as cultivares. O melhor
resultado foi observado com 3 pares de gemas (2 nés) sem a presenca da gema
apical, obtendo-se aproximadamente 5 brotagdes por explante (Figura 8),
enquanto o menor numero total de gemas ocorreu com 2 pares de gemas e a

presenca da gema apical, cerca de 1 brotag3o por explante.

Nimero total de brotos
(#%)

3 2 3+gema 2+ gema
apical apical
Pares de gemas

FIGURA 8. Numero total de brotos formados em segmentos nodais de C.
arabica cultivares Caturra e Catuai, em fun¢do do nimero de

gemas e gema apical. UFLA, Lavras-MG, 2001.
Esta diferenga entre o nimero total de brotos pode estar relacionada ao
maior nimero de gemas existentes no explante, aumentando o niimero de brotos
em potencial, € sem a gema apical, eliminado o efeito da dominéncia apical. A

mesma resposta foi encontrada em estudos com cafeeiro realizados por Dublin
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(1991), em que os segmentos nodais com 3 pares de gemas proporciona o0 maior

numero de brotagdes.
Numero de brotos maiores que 1 cm

Menor nimero de brotos > 1 cm na cultivar Catuai é obtido quando se
usam explantes com a presenca da gema apical, indicando a dominncia apical,
quando comparada com a cultivar Caturra, para qual o niimero de gemas e a
gema apical ndo diferem. A diferenga no niimero de brotos maiores que 1 cm
entre as cultivares provavelmente esté relacionada a fatores genéticos (Tabela 3).
Os resuttados concordam com Forni (1993), que observou maior nimero de
brotos acima de 1 cm utilizando explantes com 3 pares de gemas em associagdo

com 9 mg.L" de BAP adicionados a0 meio de cultura MS. -

- TABELA 3. Niimero de brotos maiores que 1 cm de segmentos nodais de C.
arabica, em fungdo do mimero de gemas e gema apical. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
NB > Icm
Caturra Catuai
2 pares de gemas 1,0 aA 1,2aA
3 pares de gemas 1,2aA 1,5aA
2 pares de gemas + gema apical 0,7 aA 0,2bB
3 pares de gemas + gema apical 1,1 aA 0,2bB

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula na vertical e maitscula na horizontal nio
diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5%.

Peso da matéria fresca da parte aérea

Os tratamentos, 2 e 3 pares de gemas sem a presenga da gema apical,

proporcionaram maior peso da matéria fresca da parte aérea. Existe diferenga
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significativa entre as cultivares quando se usam 3 pares de gemas com ou sem a

gema apical (Tabela 4).

TABELA 4. Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de C.
arabica, em fungdo do nimero de gemas e gema apical. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
PMFPA (mg)
Caturra Catuai
2 pares de gemas 55,30 aA 58,05 bA
3 pares de gemas 70,67 aB 87,50 aA
2 pares de gemas + gema apical 15,72 cA 8,87 cA
3 pares de gemas + gema apical 34,37 bA 11,4 cB

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na vertical ¢ maitscula na horizontal nio
diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5%.

Este comportamento dos segmentos nodais ocorreu, provavelmente,
devido ao efeito da dominédncia apical, e para diferenga entre as cultivares,
devido a fatores genéticos. Os resultados estdo de acordo com os obtidos por
Forni (1993), que também obteve os melhores resultados de peso da matéria

fresca da parte aérea, em cafeeiro, utilizando 2 e 3 pares de gemas.

Peso da matéria seca da parte aérea

Pode-se observar que 2 e 3 pares de gemas sem a gema apical obtiveram
os maiores pesos da matéria seca da parte aérea, quando comparados com os
tratamentos em que se manteve a gema apical. Sugere-se mais uma vez o efeito
da domindncia apical, inibindo o desenvolvimento de brotagdes laterais que
levam ao aumento da parte aérea (Figura 9).

Esses resultados também estdo de acordo com os obtidos por Forni |

(1993), que obteve similaridade no peso da matéria seca da parte aérea quando
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FIGURA 9. Peso da matéria seca da parte aérea de segmentos nodais de C.
arabica cultivares Caturra e Catuai, em fungdo do niimero de
gemas e gema apical. UFLA, Lavras-MG, 2001.

utilizou explantes de cafeeiro com 2 e 3 pares de gemas inoculados em meio de

cultura MS suplementado com 9 mg.L™' de BAP.

4.2.2 Influéncia da gema apical e da posigiio do explante no meio de cultura

no nimero de brota¢des em segmentos nodais de cafeeiro.

Houve efeito significativo para todas varidveis somente para posigio do
explante (Tabela 2.B).

Nimero total de brotos
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A inoculagdo do explante na posi¢do vertical e sem a gema apical
promoveu aumento no nimero total de brotos, alcangando aproximadamente 3,5
brotos por explante (Figura 10). Esses resultados concordam com Dublin (1980
e 1984) quando relata que se podem obter rapidamente ramos vigorosos

inoculando explantes verticalmente.

2,5 1

Niimero total de brotos
o

o
[ ] —
2 1

b
verticals/  horizontals/ horizontal/  vertical c/
gema apical gemaapical gemaapical gema apical

(=]

Posi¢io do explante

FIGURA 10. Numero total de brotos de segmentos nodais de C. arabica
cultivares Caturra e Icatu, em fungdo da posi¢@o de inoculagdo do
explante e da gema apical. UFLA, Lavras-MG, 200.

Nimero de brotos maiores que 1 cm

A posico vertical com a gema apical apresentou o maior mimero de
brotos acima de 1 cm (Figura 11), sugerindo que a melhor posi¢ao de inoculagédo
¢ a vertical e que, devido & dominéncia apical o explante passa a crescer mais e a

emitir menos brotagSes. Segundo Hillman (1985), plantas que crescem sem
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ramificagdes refletem uma forte influéncia apical, enquanto plantas ramificadas

tém evidentemente, pequena influéncia da dominéncia apical.

1,2 1
1 R
£
-]
=
" 0,8
8
£ 06-
3
04 -
g
E
0,2 -
0
vertical vetticals/ horizontal s/ horizontal ¢/
c/gema  gemaapical gemaapical gema apical
apical
Posi¢iio do explante

FGURA 11. Nimero de brotos maiores que 1 cm de segmentos nodais de C.
arabica cultivares Caturra e Icatu, em fungio da posigdo de
inoculagdo do explante e da gema apical . UFLA, Lavras-MG,
2001.

Peso da matéria fresca da parte aérea

O tratamento que proporcionou maior peso da matéria fresca da parte
aérea foi a posigdo vertical sem a presenga da gema apical, com cerca de 58 mg
de matéria fresca (Figura 12). Este comportamento pode ser devido ao

desenvolvimento do maior niimero de brotagdes ocorridos neste tratamento,
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principalmente, devido & quebra da dominancia apical proporcionada pela

retirada da gema apical.

Peso da mat. fresca da parte aérea (mg)
tad
=

vertical s/ vertical ¢/ horizontal s/ horizontal ¢/
gemaapical  gemaapical  gemaapical  gemaapical

Posigiio do explante

FIGURA 12. Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de C.
arabica cultivares Caturra e Icatu, em fungdo da posi¢do de
inoculagdo do explante e gema apical.. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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5 CONCLUSOES

O anti-contaminte PPM™ na concentragdo de 0,500 mg.L", adicionado
ao meio de cultura e em pré-tratamento com solugdo 25% (v/v) é eficiente na
desinfestagdo de anteras de cafeeiro.

Para cultivar Acaid Cerrado as combinagdes mais eficientes entre os
reguladores de crescimento sio 2 mg.L" de 2,4-D x 1,9 mg.L" de cinetina e 0,86
mg.L" de 2,4-D x 1 mg.L" de AIB e para cultivar Rubi, 1,9 mg.L" de 2,4-D x 4
mg.L" de 2,4-D. Portanto, as duas cultivares de Coffea arabica respondem de
forma diferente s concentragdes dos reguladores de crescimento 2,4-D, AIB e
cinetina na indug¢do de calos em anteras.

A utilizagdio de segmentos nodais de Coffea arabica com 3 pare\s de
gemas sem a gema apical proporciona obteng¢o de maior nimero de brotagdes.

Segmentos nodais de cafeeiro inoculados na posicdo vertical e sem a

gema apical emitem maior niimero de brotag3es.
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ANEXOS

TABELA 1.A Resumo da ANAVA para contaminagdo (%). UFLA, Lavras-MG,

2001.
Quadrado Médio
Causas de
variagdo GL Contaminagfo (%)
PPM™ 1 438,267*
Concentragdes 6 89,081*
PPM™xConcen. 6 78,103*
Erro 42 10,912

CV (%) (6'73\7 )

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.

TABELA 2.A. Resumo da ANAVA para IC e PMFC. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio
Causas de
variagdo GL IC(%) PMFC ()
2,4-D 3 3189,054* 0,021*
cinetina 3 1045,070* 0,038*
2,4-Dxcinetina 9 136,281* 0,001™
Erro 48 12,441 0,0007
C.V (%) 16,81 16,78

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ns: ndo significativo.

TABELA 3.A Resumo da ANAVA para IC e PMFC. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio
Causas de
variacdo GL IC(%) PMFC (g)
2,4-D 3 733,011% 0,016*
AIB 3 886,627* 0,014*
2,4-DxAIB 9 2624,677* 0,037*
Erro 48 28,30 0,009
CV (%) 17,06 73, 35°

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
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TABELA 4.A Resumo da ANAVA para IC e PMFC. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Quadrado Médio

Causas de

variagdo GL IC (%) PMFC J(EL
2,4-D 3 89,501* 0,003*
cinetina 3 398,150* 0,008™
2,4-Dxcinetina 9 1252,553* 0,001
Emo 48 16,068 0,0001
C.V (%) 26,75 23,79

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ns: ndo significativo.

TABELA 1B. Resumo da ANAVA para NTB, NB > 1 cm, PMFPA e PMSPA.

UFLA, Lavras-MG, 2001.
Quadrado Médio
Causas de GL NTB NB>lcm PMFPA PMSPA
variagdo (m52 (mL

Cultivares 1 0,661™  0,405™ 0,052™ 0,002™
Pares de gemas 3 32,374*  1,263* 7,560* 0,256*
Cult. X Pares de gemas 3 0,384™  0,668* 0,558* 0,002
Erro 24 0,157 0,077 0,116 0,040
C.V (%) 16,34 31,82 25,21 Q)gE

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ns: ndo significativo.

TABELA 2.B Resumo da ANAVA para NTB, NB > 1 ¢cm, PMFPA. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
Quadrado Médio

Causas de GL NTB NB>1cm PMFPA

variag#o (mg)
Cultivares 1 0,180™ 0,061 0,004™
Posigdo do explante 3 17,418* 1,474* 4,749*
Cult. X Posigdo 3 0,273 0,104™ 0,051™
Emro 24 0,232 0,042 0,047
C.V (%) 38,19 61,9 33,25

*significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ns: ndo significativo.

47





