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RESUMO

ARAUIJO, José Sérgio de. Calogénese em anteras de cafeeiro Coffea arabica
L. Lavras: UFLA, 2004. 39 p. (Tese — Doutorado em Agronomia/Fitotecnia)*

Objetivou-se com este trabalho, estudar a calogénese em anteras
oriundas de uma populagio segregante F; de Coffea arabica L. Na indugio de
calogénese, foi efetuada a assepsia dos botdes florais com alcool 70% por 1°,
hipoclorito de sédio 1,4% durante 15°. Em seguida, as anteras foram extraidas,
inoculadas em meio “IC” (induggo de calos) e mantidas em estufa tipo BOD, sob
temperatura de 27 + 1° C. Para controlar a contaminagdo causada por fungos e
bactérias, foram acrescidos ao meio 10 mg L” de benomyl e 50 mg L™ de
cloranfenicol apés o meio ter sido autoclavado. Os meios de cultura tiveram o
pH ajustado para 5,7 + 1 antes de serem autoclavados. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4 repeticSes e 30
anteras por placa. Experimento 1: meio IC suplementado de 2,4-D (0, 1, 2 ¢ 4
mg L) e cinetina ( 0, 2, 4 e 8 mg L™"). Experimento 2: meio IC suplementado de
cinetina (0, 2, 4 ¢ 8 mg L™), 4cido indol butirico ( 0; 0,5; 1e2mg L) e 2 mg L
' de 2,4-D. Experimento 3: meio IC suplementado de cinetina (0, 1,2, 4 e 8 mg
L"), acido giberélico (0; 2,5, 5; 10 ¢ 20 mg L") e 8 mg L de acido
naftalenoacético. Concluiu-se que a presenca de fungicida e bactericida
adicionado ao meio de cultura reduz consideravelmente a contaminacio causada
por microorganismos. A combinagfio entre 2,4-D e cinetina favorece a indugio
de calos primarios. A combinagio de concentragdes de 8 mg L™ cinetina e AIB
a 1 mg L™ atua favoravelmente na indugio de calos. Sugere-se que o GA; tenha
um efeito no aumento da rapidez de crescimento dos calos provenientes de
anteras de cafeeiro.

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

ARAUIJO, José Sergio de. Anthers callogenesis in Coffea arabica L. Lavras:
UFLA, 2004. 39p. (Thesis — Doctoral in Agronomy/ Crop Science)*

This work was carried out to study the anthers callogenesis from Coffea
arabica L. segregated population F; in the callogenesis induction, the floral buds
had an asepsis with 70% alcohol during 1°, with sodium hipochloride 1,4%
during 15°. Later, the anthers were extracted, inoculated in “IC” medium -
Callus Induction and kept in the growth chamber from the type BOD under 27°
1 1]C temperature. To control fungi and bacteria contamination it was added to
the medium 10 mg L' of Benomyl and 50 mg L of chlorophecical right after
autoclaveted the medium. The culture media had their pH adjusted to 5,7 +
lbefore they had been autoclaved. There were three experiments. The
experimental design used here was randomized factorial scheme 4 x 4, except
for the experimental number 3, that was factorial scheme 5 x 5. All experiments
had 4 competitions and 30 anthers per disk. The experiment number 1: coffee
anthers were inoculated in IC medium supplied with 2,4-D (0, 1, 2 and 4 mg L")
and kinetine (0, 2, 4 and 8 mg L™). The experiment number 2: coffee anthers
were inoculated in IC medium supplied with kinetine (0, 2, 4 and 8 mg L"),
indo! butyric acid (0; 0,5; 1 and 2 mg L) and 2 mg L7'f 24-D. The
experiment number 3: those coffee anthers were inoculated in IC medium
supplied with kinetine (0, 1, 2, 4 and 8 mg L"), giberellic acid (0; 2,5; 5; 10 and
20 mg L") and 8 mg L of naphthalenoacetic acid. It was concluded that
fungicide and bactericide added into the medium decrease greatly contamination
caused by microorganisms, 2,4-D and kinetine combination are very much
favorable to the primary callus induction. The dosage combinations of kinetine
to 8 mg L and AIB and also to 1 mg L acts in the callus induction, although
there are few account in the literature about those combinations action of GA;
with others growth regulator to callus induction in anthers, it suggests that those
have an effect in the quickly increase in the callus formation.

* Guidance committee: Prof. Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Major Professor)
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1 INTRODUCAO

Atualmente ainda é evidente a importincia da cafeicultura, que tem sido
responsavel, nos ultimos anos, por aproximadamente 5% do valor total das
exportagdes brasileiras. Além do aspecto economico, a atividade apresenta ainda
relevada importancia social como atividade geradora de emprego e fixadora da
mio-de-obra no campo.

O sucesso da cafeicultura deve-se, em parte, aos avangos obtidos nos
trabalhos de melhoramento genético dessa cultura. Como resultado, tém sido
liberadas para os produtores variedades melhoradas, adaptadas as diferentes
regides cafeeiras e aos sistemas de cultivo, com elevada produtividade de graos.

O melhoramento genético do cafeeiro por meio de métodos
convencionais, principalmente hibridagdo, seguida da selegdo de populag3es,
avaliagdo de progénies, retrocruzamentos e 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 praticas do melhoramento genético
referem-se, principalmente, ao tempo e a extensio da area experimental
necessarios para o desenvolvimento de variedades.

Apesar do tempo e dos recursos despendidos, os programas de
melhoramento do cafeeciro no Brasil tém alcangado sucesso na obteng¢do de
cultivares produtivas, elevando em cerca de 200% a produtividade das atuais
cultivares em relagdo a primeira variedade plantada no Brasil (Carvalho, 1993).
Contudo, nos ultimos anos, surgiram novos problemas como doengas, pragas e
nematdides, bem como maior exigéncia do mercado consumidor quanto a
qualidade do produto obtido, entre outros fatores. Isto tem se constituido em
novas informagdes de pesquisa, demandando o uso de técnicas de melhoramento

mais avangadas.



O objetivo do melhoramento de espécies autdgamas, apés a hibridagio
entre dois ou mais genitores, é a produgdo de linhagens homozigdticas. Com os
métodos convencionais de melhoramento genético, o procedimento para a
obtengdo de linhagens com alta pureza genética requer varias geragdes de
autofecundagdo. O tempo gasto no avango de geragOes, até que o nivel de
homozigose desejado seja atingido, pode compreender varios anos, conforme
comentado anteriormente.

A produgdo de linhagens homozigéticas por meio de di-hapléides pode
reduzir este tempo consideravelmente. Existem alguns métodos para a obtengio
de di-hapléides, cuja eficiéncia é varidvel de acordo com a espécie. Uma das
técnicas é a cultura de anteras, a qual tem se mostrado eficiente para diversas
espécies, sendo uma altemativa para acelerar os programas de melhoramento
genético na cultura do cafeeiro.

O interesse nas plantas di-hapldides de Coffea arabica L. deve-se a sua
grande aplicabilidade nos estudos de genética basica e aplicada, ja que os genes
se expressam livres do fendmeno da dominancia, podendo os genes recessivos
serem estudados mais facilmente; além disso, linhagens homozigotas podem ser
obtidas por duplicagdo do nimero de cromossomos, substituindo as inimeras
geragbes de autofecundagdo necessarias no processo convencional. Como a
segregacdo genética em di-haploides é menos complexa, a populagdo de plantas
necessarias para se isolar uma determinada combinagdo génica é relativamente
menor. O uso desta técnica traz, como vantagem, o menor tempo necessario para
a obtengdo de novas linhagens quando comparada com os outros métodos de
melhoramento convencionais.

Visando subsidiar futuros programas de methoramento do cafeeiro com
a utilizacdo de técnicas envolvendo a cultura de anteras, o presente trabalho teve

por objetivo avaliar diferentes combinages de reguladores de crescimento na



indugdo de calos a partir de anteras oriundas de uma populagdo F, de C. arabica
L.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obtengéo de plantas hapléides

A totipoténcia celular foi inicialmente teorizada em meados do século
XIX, baseada em observagdes da elevada capacidade de regeneragio das plantas.
Em 1953, Muir, citado por Henshaw et al. (1982), conseguiu regenerar plantas a
partir de células isoladas, demonstrando a teoria da totipoténcia.

O primeiro trabalho com sucesso utilizando plantas hapléides, numa
espécie importante na alimentagdo mundial, foi realizado com arroz (Oryza
sativa), por Niizeki & Oono (1968), citados por Vasil et al. (1979). Este trabatho
despertou grande interesse nos pesquisadores chineses que, usando esta técnica,
produziram uma série de cultivares que sio cultivadas em vastas areas.

O grande interesse despertado pela cultura de anteras esta relacionado a
aplicabilidade para a genética ¢ melhoramento de plantas. Além de reduzir o
tempo necessario para a obtengdo de linhagens homozigéticas, esta técnica
permite o estudo de mutagSes recessivas, visto que individuos haploéides, por
constituirem-se de apemas um complemento cromossdmico, ndo apresentam
problemas de dominancia e recessividade (Fernandes, 1987).

Atualmente ja foram obtidos di-hapléides em mais de 200 espécies,
incluindo as monocotiledéneas e eudicotiledéneas (Dunwell, 1986). Em
gramineas, os trabalhos de Schazffer et al. (1979) e Ouyang et al. (1983) em
trigo, Chen et al. (1982) e Tian & Chen (1983) em arroz e Clapham (1973) em
cevada, sd3o apenas alguns exemplos da produgio de di-hapléides via cultura de
anteras. Apesar de inimeras realizagdes, essa técnica deve ser muito bem
estudada para descobrir métodos que rompam as barreiras existentes em algumas
espécies de interesse, que impedem ou dificultam a sua utilizagio. Estudos

criteriosos devem ser realizados no que se refere ao gendtipo do material



utilizado, o estidio ideal do explante, condigdes de cultivo, idade da planta
doadora, meios de cultura e condigdes fisicas adequadas (Moraes- Femandes,
1990).

Segundo Nitsch (1981), as chances de se obter plantas di-haploides
viaveis pela cultura de anteras dependem de: (1) viabilidade do pélen, (2) vigor
que a planta apresenta no estidio homozigoto (as plantas alégamas sdo
geralmente inferiores as plantas autdgamas) e (3) a reagdo das plantas hapléides
em relagdo aos agentes duplicadores dos cromossomos.

Existem duas rotas para a regeneragio de plantas a partir da cultura de
anteras: embriogénese gamética e organogénse. Na embriogénese gamética, o
microsporo, ou grao de polen imaturo cultivado em meio nutritivo, divide-se
repetidamente, formando embridides. Com o crescimento e o desenvolvimento,
os embridides desenvolvem, em meio nutritivo com adequado balango de
reguladores de crescimento, a parte aérea € o sistema radicular, podendo ser
aclimatadas e transplantadas para casa de vegetagdo.

Na via organogénica, os microsporos desdiferenciam-se e, com sua
divisdo, formam uma massa amorfa denominada calo, que pode ser induzido a
regeneragdo de parte aérea e, posteriormente, de sistema radicular, processo
denominado de organogénese. Na embriogénese, o microsporo comporta-se
como um zigoto e sofre varios estadios de embriogenia semelhante ao que
ocorre “in vivo”. Os embries, principalmente no estadio globular, sdo liberados,
os cotilédones desenvolvem-se e as plantas emergem das anteras em 4 a 8
semanas.

Na organogénese, 0s microsporos, em vez de passar pela embriogénese,
dividem-se algumas vezes, formando os calos, os quais emergem através da
parede da antera. As plantas derivadas de calos podem apresentar variagdes
genéticas (Pasqual & Pinto, 1988).




2.2 Estadio ideal de desenvolvimento das anteras

Para se iniciar um estudo utilizando a técnica da cultura de anteras é
necessario que se determine o estadio ideal de desenvolvimento da mesma, o
qual deve conter micrésporos em fase que respondam melhor aos processos
androgenéticos. Inimeros trabalhos tém demonstrado que os microsporos
respondem melhor em uma determinada etapa do seu desenvolvimento, sendo o
estadio uninucleado o mais adequado para a maioria das espécies, ou seja, a
melhor fase é aquela em que o micrésporo esta recém-libertado da tétrade
meidtica (Moraes-Femandes, 1990; Luz, 1995; Andrade, 1998; Araiijo et al.,
2002b).

Estudos mostram que os genes do RNA ribossdmico e de transferéncia
do grdo de pélen desligam-se 24 horas apés 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 griio de pélen (Mascarenhas, 1971; Vasil et
al.,, 1979; Moraes-Femandes & Picard, 1983).

Na cultura do arroz, foi verificado que o estadio de tétrade ndo responde
bem ao desenvolvimento da antera, sendo os estidios de micrésporos
uninucleados médio e tardio os melhores para a cultura de anteras (Chen et al.,
1982; Karin et al., 1985; Mercy & Zapata, 1986). Trabalhos com aveia
mostraram que o estadio ideal é aquele que contém micrésporos no estidio
uninucleado médio (Islam et al., 1992). Em trigo verificou-se o estadio ideal
como sendo o com microsporo, entre 0 médio e o ultimo estidio uninucleado
(Sibi et al., 1979). Em aspargo e pimentdo, o estadio ideal foi verificado com
botdes florais que continham anteras em estadio uninucleado, estando préximo a
primeira divisio mitética nuclear (Zhou & Konzak, 1992; Wolyn & Feng,
1993).



Botdes florais de batata inglesa, com tamanho variando entre 4 ¢ 6 mm,
continham micrésporos uninucleados ou em estadio de tétrade, sendo ideal para
o desenvolvimento das anteras (Calleberg & Johansson, 1993).

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 estadio
uninucleado, observou que o tamanho do botdo contendo micrésporos no estadio
ideal variava entre 4,50 a 5,50 mm. Entretanto, Araujo et al. (2002 b)
verificaram, em uma populagdo segregante F, de C. arabica, que o estadio
uninucleado do microsporo (Figura 1) correspondia aquele em que os botdes

florais apresentavam tamanho de 5,00 a 5,50 mm.

FIGURA 1. Estadio ideal do micrésporo de populagdo F.de C. arabica L. para

calogénese de anteras Araujo et al. (2002b).




2.3 Meios de cultura, reguladores e fatores de crescimento

O meio de cultura é um dos fatores mais importantes para o sucesso da
cultura de anteras e sua composi¢io varia conforme a espécie. Os meios mais
amplamente usados na cultura de anteras sao o “MS” (Murashige & Skoog,
1962), “W63” (White, 1963) e “N-H” (Nitsch & Nitsch, 1969) ou suas
modificacdes com varios aditivos. Basicamente, o meio é composto por sais
minerais, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento e agar (Moraes-
Femandes, 1990). Para estimular o desenvolvimento e a regeneragdo, sdo
utilizados reguladores de crescimento, tais como as auxinas, citocininas e
giberelinas.

A embriogénese ¢ iniciada pelos reguladores de crescimento, sendo que
a presenca destes, especialmente auxinas e citocininas no meio de cultura,
aumenta a divis3o celular. Para se obter plantas di-hapléides, via androgénese, é
necessario adaptar a composigio do meio de cultura ao aglicar ou aminoacidos
junto com os reguladores de crescimento (Nitsch, 1981).

A sacarose ¢é essencial, pois é a principal fonte de carbono e estd
envolvida na osmorregulacio. As suas concentragSes desempenham importante
papel na obtengdo de plantas di-hapléides, variando entre 2 e 4% (Clapham,
1973). A utilizagdo de substincias, tais como a glutamina, o inositol e extratos
naturais, como o leite de coco ou a agua de coco desproteinizada, extrato de
levedura, extratos de batata, acido nucléico hidrolizado, acido ascérbico e
glutationa, favorecem a androgénese (Hu & Zeng, 1986).

Em muitas espécies, por razdes nio conhecidas, a embriogénese direta é
rara e as plantas t8m que ser diferenciadas a partir de calos. Para inducdo destes,
geralmente é necessaria uma auxina e, para a regenerago de plantas, um simples
meio basico é suficiente, ou o uso de citocininas junto com baixas concentragdes

de auxina (Maheshwari et al., 1982). Clapham (1973) mostrou que, em cereais,



altas concentragdes de auxinas como o 2,4-D s3o necessdrias e que usualmente
ANA, AIA e citocininas podem ajudar a indugéo de calos.

Além do meio, existem outros fatores que influenciam na cultura de
anteras, tais como a temperatura e a iluminagdo. A maioria das espécies
desenvolve-se bem em temperaturas de incubagio que variam de 20 a 28°C e
com iluminagfio continua, exceto para os cereais nos quais a condi¢cdo de escuro
tem dado melhores resuitados. Essas condi¢Ges variam de acordo com a espécie
¢ até mesmo com o gendtipo (Moraes-Femandes, 1990).

Existe relagdo entre o genétipo e o desenvolvimento da planta di-
hapléide por meio da cultura de anteras. E importante observar as caracteristicas
do género, da espécie, bem como dos parentais. Zapata (1985) observou que, em
arroz, melhores respostas foram obtidas em hibridos F; do que com seus pais
endogdmicos e que as variedades japdnicas respondem melhor que as indicas.
Em aspargo, verificou-se interagdo entre gendtipo, temperatura de incubagdio e
data da semeadura (Wolyn & Feng, 1993). Em milho, foi verificado que a
capacidade androgenética de algumas cultivares esta ligada a genes nucelares e
de carater aditivo, mostrando potencial para a selegdo “in vitro” de parentais,
com o objetivo de aumentar a resposta & cultura de anteras (Zhou & Konzak,
1992). Moraes-Fernandes (1990) verificou que os dipléides originados de
parentais com alta capacidade androgenética possuem boas respostas para a
producdo de plantas di-hapléides por meio da cultura de anteras, indicando que
os genes podem afetar diretamente o desenvolvimento desta técnica.

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

materiais para analisar quais possuem melhores respostas.



O estado fisiologico da planta doadora também influencia na resposta do
potencial esporofitico dos micrésporos, assim como as diferentes estagSes do
ano influenciam o estado enddgeno da planta. Flores produzidas no inicio do
florescimento e as que crescem em dias curtos e alta luminosidade apresentam
maior capacidade embriogénica (Moraes-Fernandes, 1990).

Alguns trabathos mostraram grande potencial na formagio de calos ou
embrides por meio da cultura de anteras, tais como anteras de milho inoculadas e
mantidas por uma semana a 14°C e depois passadas para luz continua a 28°C
(Moro, 1987); trigo inoculado em meio liquido contendo 2,4-D e 20 g de
sacarose, mantidos em condigSes de escuro, com temperaturas variando entre 26
¢ 28°C (Zhou et al., 1992); aspargo em meio “MS” contendo caseina hidrolisada,
glutamina, ANA, BAP, 5% de sacarose e a 35°C e batata com as anteras
inoculadas em meio gelatinizado contendo amido de batata a 3% com os
seguintes reguladores de crescimento: BAP a 0,013 mM e AIA a 0,02 mM
(Calleberg & Johansson, 1993).

Em trabalhos com cafeeiro, os meios mais utilizados sdo basicos,
indutores de calos, embriogénese e meio para desenvolvimento do embrido. O
meio basico é o “MS”, contendo basicamente 100 mg.L"! de inositol, 0,4 mg.L™
de tiamina, 30 mg.L"! de cisteina e 30 g de sacarose e de consisténcia solida.
Para o meio indutor de calos, utiliza-se 0 meio basico acrescido de 2mg.L" de
AIB e 8mg L de BAP. Para 0 meio embriogénico, basta adicionar 5% de dgua
de coco, 0,5 mgL" de AIA e 1 mgL" de 2-isopentil adenina (2ip). Para
completar o desenvolvimento do embrifio propriamente dito, adicionam-se ao
meio “MS” a metade da concentragio de inositol, tiamina, sacarose, 5% de agua
de coco e 3 mg.L" de BAP.

Aratjo et al. (2003a) obtiveram respostas de calogénese em anteras de
C. arabica cv. Acaia Cerrado, utilizando o meio basico “MS” acrescido de 2 mg

L7 de 2,4-D combinados com 2mg L' de cinetina. Resultados promissores
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também foram obtidos pelos mesmos autores, quando adicionaram ao meio
“MS” 1 mg L' de 2,4-D juntamente com 1 mg L' AIB.

Entretanto, Aratjo et al. (2003d), verificando calogénese em C. arabica
cv. Rubi, constataram intera¢fio significativa entre 2,4-D e cinetina para
porcentagem de indugdio de calos e massa fresca, observando que as melhores
respostas foram obtidas quando empregaram 2 mg L™ de 2,4-D e 4 mg L™ de
cinetina. Pelos resultados obtidos para calogénese em anteras de cafeeiro,
independente do material genético, puderam concluir que ¢ necessaria uma
auxina juntamente com uma citocinina e, comparados a cultivar Acaia Cerrado,
os materiais respondem de forma diferente as concentragdes dos reguladores de
crescimento.

Além dos reguladores de crescimento, compostos organicos $3o
adicionados ao meio de cultura, para suprirem as necessidades metabdlicas,
energéticas e estruturais das células. De todos os aditivos, a agua de coco é o que
tem sido mais utilizado para um grande mimero de espécies “in vitro”, ndo
somente para estimular o crescimento do calo, mas também para aumentar a
formagio de embrides. Verificando a calogénese em anteras de uma populagdo
F, de C. arabica, Araitjo et al. (2003 b, c) empregaram diferentes concentragdes
de 2,4-D combinadas com agua de coco, acrescidas ao meio de cultura “IC”
(indugdo de calos) (Tabela 1). Os autores observaram que o melhor resultado
para porcentagem de indugéio de calos foi obtido quando se utilizou 1,0 mg L™
de 2,4-D combinado com 50 ml L™ de agua de coco.

Para o desenvolvimento do calo, as anteras devem ser mantidas no
escuro com temperatura variando de 25 a 26°C e umidade relativa entre 60 a
70%. Para o desenvolvimento do embrido, os calos devem ser mantidos no claro,
com fotoperiodo de 12 horas (Ascanio & Arcia, 1994).

11
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2.4 Identificacao de hapléides

A determinagdo do nivel de ploidia é, normalmente, realizada por meio
da contagem do niimero cromossdmico, em meristemas apicais de raiz. Para a
contagem do niimero de cromossomos emprega-se a técnica de esmagamento de
raizes proposta por Guerra (1955). No entanto, essa técnica € muito trabalhosa,
sendo que em alguns casos, também ¢ possivel determinar a ploidia das plantas
regeneradas por meio da contagem do mimero de cloroplastos das células

epidérmicas das folhas (Kerbauy, 1981).

2.5 Diploidizacio

Apos a obtengdo da planta hapléide é necessario restabelecer a ploidia.
Existem varios métodos utilizados para a duplicagdo dos cromossomos,
entretanto, o mais utilizado é a colchicina, por ser ela especifica e ndo provocar
no tecido outro distiirbio sendo a duplicagdo dos cromossomos. E um alcaléide
que afeta a divisdo celular, promovendo supressdo da anafase pela inibi¢do da
formagio das fibras do fuso de divisdo, de modo que nucleos poliploides se
formam pela passagem dos cromossomos da metafase diretamente a interfase
_resultando em uma célula com o numero cromossomico duplicado.

A colchicina é mais fregiientemente utilizada como uma solugdo aquosa,
mas pode também ser dissolvida em alcool ou em 10% de glicerina com agua ou
aplicada como uma parte de lanolina ou agar. Concentragdes Otimas variam com
a espécie, de 0,1 a 0,5%.

A adicdo de varias substancias a solugdo de colchicina tem aumentado a
freqiiéncia de duplicagdo. Para o arroz utiliza-se uma solugdo de 0,1g colchicina

dissolvida em 2 ml de DMSO (dimetilsulfoxido) acrescentando 4 gotas de
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Tween-20, completando o volume para 100 ml com agua destilada. Esse
tratamento produz duplicacio de cromossomos em 35% das plantas haploides
(Zapata, 1985).

Além da colchicina, outros produtos, como herbicidas (orizalin,
trifuralin, amiprofosmetil e pronamide), podem ser utilizados como agentes
antimitéticos (Wan et al., 1991).

Cabe ressaltar, no entanto, que esta metodologia apresenta algumas
limitagGes de uso, como a mutagenicidade, perda de vigor em algumas espécies

e ainda o surgimento de plantas com virios niveis de ploidia.

2.6 Aclimatizagiio de plantas obtidas “in vitro”

A aclimatizagdo é um dos processos indispensaveis para a obtengdo de
plantas propagadas por meio da cultura de tecidos. Visa adapti-las a um
ambiente muito diferente daquele onde foram desenvolvidas, delimitado por
condigdes ambientais peculiares. Inimeras pesquisas tém sido realizadas no
sentido de amenizar o impacto sofrido pela planta no momento da transferéncia
do laboratorio para o solo. A aclimatizagio consiste numa fase intermediaria de
adaptagdo & qual a planta é submetida para, posteriormente, passar as fases de
desenvolvimento no campo.

As folhas de plantas micropropagadas apresentam pouca quantidade de
ceras epicuticulares, cuticula mais fina e baixa funcionalidade dos estdmatos sob
condi¢des de baixa umidade relativa do ar. As raizes sdo, de modo geral,
quebradigas, pouco funcionais na absor¢io de agua e nutrientes e
freqiientemente morrem ao serem transferidas para o solo, ja que ha poucas
conexdes vasculares entre as raizes e as brotagdes. As plantas micropropagadas

t8m, em geral, um mecanismo heterotréfico em relagdo a fonte de carbono e
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energia proveniente de componentes do meio de cultura, como a sacarose. A
capacidade fotossintética das folhas de brotagdes micropropagadas ¢ menor do
que a metade daquela que ocorre em folhas dentro da estufa e, portanto, muito
inferior aquela que ocorre em condigdes de campo (Pasqual, 2000). Segundo
esse mesmo autor, quando da transferéncia das plantas do cultivo “in vitro” para
a casa de vegeta¢do e/ou solo, ha a necessidade de que a planta converta seu
mecanismo de nutrigdo de heterotréfico para autotrofico. A umidade relativa do
ar no interior dos recipientes é proxima a 100% e no momento da transferéncia,
a planta enfrenta uma redugdo drastica para niveis freqiientemente préximos a
70% ou menos. O principal meio de controle ambiental na aclimatizagio é a
elevagdo da umidade relativa do ar, em particular no inicio do processo, pela
cobertura com filme plastico sob sombrite, juntamente com nebulizagio
intermitente. O grau de sombreamento e a nebulizagio sio cuidadosamente
diminuidos com o passar do tempo, favorecendo o desenvolvimento do
autotrofismo.

Outro fator importante no processo de aclimatizagio é o substrato.
Inimeros substratos sdo utilizados, destacando-se os derivados de turfa,
vermiculita, perlita, areia, plantmax, casca de arroz carbonizada, solo, etc. Em
linhas gerais, um bom substrato é aquele que: a) niio encolhe ou expande com a
variagdo da umidade; b) retém &agua em quantidade suficiente;, ¢) é
suficientemente poroso para permitir a drenagem da agua e aera¢do; d) esta livre
de invasoras, nematdides ou outros patdgenos; €) nio apresenta nivel excessivo
de salinidade; f) permite a esterilizagdo por autoclavagem e g) contém nutrientes
essenciais para o desenvolvimento sadio da planta.

A associagdo de materiais, especialmente em mistura com o solo,
permite melhorar a textura e condigGes para o desenvolvimento das plantas.
Assim, a grande maioria dos trabalhos com substratos inclui misturas de solo,

areia, vermiculita e materiais organicos. Em misturas, o solo e a turfa participam
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como retentores de umidade e fornecimento de nutrientes e a areia, serragem ou
casca de arroz, como condicionadores fisicos. A mistura com materiais
organicos beneficia as condigbes fisicas do substrato e fomece nutrientes,

favorecendo o desenvolvimento das raizes e da planta como um todo.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG. Plantas matrizes, mantidas pelo setor de
cafeicultura da UFLA e oriundas do cruzamento entre ‘Catucai e Catuai’,
constituiiram a populagio segregante F,. Foram realizadas todas as
recomenda¢des agrondmicas necessarias para o controle fitossanitirio nas
plantas matrizes.

Botdes florais desta populagdo segregante F, de C. arabica L., com 4,5
mm a 6 mm de comprimento, foram coletados entre 8 e 9 horas da manb3 e
lavados em agua corrente durante 5 minutos, mantidos por 1 minuto em alcool
70%, durante 15 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio 1,4% e, finalmente,
em cimara de fluxo laminar, lavados trés vezes com agua destilada autoclavada.
Em camara de fluxo laminar, os experimentos foram instalados em placas de
petn de poliestireno de 100 mm de didmetro, previamente desinfetadas com
formol, nas quais 20 ml do meio de cultura apds ser autoclavado foram
adicionados. As anteras foram extraidas dos botdes ainda fechados, por meio de
uma incisio em um dos seus lados. Os experimentos foram instalados em
condigdes assépticas, utilizando meio de cultura “IC” (Tabela 1) com algumas

modificagdes, conforme os experimentos citados a seguir.
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TABELA 1. Componentes do meio de cultura utilizado para a induggo de calos
(IC) em anteras de C. arabica L. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Componentes [IC (mg L)
CaCl,2H,0 220,0
KH,PO, 85,0
KNO; 950,0
MgSO.JHzO 1 85,0
NH;NO; 825,0
CoCl,6H;0 0,0125
CuSO,5H;0 0,0125
H;BO; 3,1
KCl 0,415
MnSO,4H,0 11,15
Na;Mo0,2H,0 0,125
ZnSO4TH,0 43
FeSO47H,0 13,90
Na;EDTA2H,0 18,65
Tiamina-HCl 10,0
Piridoxina-HCl 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
_Agar 5.000

Fonte: Berthouly & Michaux-Ferriere (1996)
3.1 Indugdio de calos em anteras de C. arabica L.

Foi utilizado, para a instala¢do dos experimentos, 0 meio nutritivo sélido
“IC” (Tabela 1), de indu¢dio de calos, acrescido de 600 mg.L” de acido

ascorbico e com pH ajustado para 5,7 + 1 antes de ser autoclavado a 120°C, 1,2

atm, durante 20 minutos. Apds a autoclavagem, quando o meio apresentava a

17



temperatura de aproximadamente 40°C, acrescentaram-se 50 mglL™' de
cloranfenicol e 10 mg.L" de benomyl.

As anteras de C. arabica foram inoculadas assepticamente em meio
nutritivo e transferidas para estufa tipo BOD, com temperatura de 27 + 1°C.

Foram conduzidos trés experimentos, nos quais procurou-se combinar
diferentes concentrages de reguladores de crescimento, descritos nos itens
3.1.1;312e3.1.3.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 4, com 4 repeti¢des. Exceto para o experimento nimero
3.1.3, montado em esquema fatorial 5 x 5. Cada repetigdo foi constituida por
uma placa, contendo 30 anteras por placa.

O modelo estatistico adotado foi:
Yi=m+t+ey i=123, ...,1

J=123,..,]
em que:

Y; - valor observado na parcela que recebeu o tratamento i na repeti¢io
IR

m = média geral do experimento;

t; = efeito do tratamento i aplicado na parcela;

&;j = erro experimental

Aos 90 dias apés a instalagdo do experimento, analisou-se o peso da
massa fresca dos calos.

Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica, com aplicagio
do teste de F a 5% de probabilidade e as médias analisadas por regressio

polinomial.
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3.1.1 Concentracdes de 2.4-D e cinetina

Os tratamentos constituiram-se de diferentes concentracdes de 2,4-D (0,
1,2e4 mg L") e cinetina (0, 2, 4 e 8§ mg L™).

3.1.2 Concentragdes de cinetina e 4cido indol butirico

Os tratamentos constituiram-se de diferentes concentra¢des de cinetina
(0, 2, 4 e 8 mg L™) e acido indol butirico (0; 0,5; 1 e 2 mg L"). Ao meio de
cultura foram acrescidos 2 mg L™’ de 2,4-D.
3.1.3 Concentragdes de cinetina e dcido giberélico

Os tratamentos constituiram-se de diferentes concentra¢bes de cinetina

©, 1,2, 4 e 8 mg L), acido giberélico (0; 2,5; 5; 10 e 20 mg L"). Ao meio de

cultura foram acrescidos 8 mg L' de 4cido naftalenocacético.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminagdo causada por fungos e bactérias e a oxidagio por
substdncias fenodlicas sio fatores limitantes no estabelecimento “in vitro” de
calos em anteras de C. ardbica provenientes de material coletado no campo. Com
o controle fitossanitario realizado nas plantas matrizes selecionadas no campo e
do processo de assepsia em laboratorio, com a adigio de fungicida e bactericida
ao meio de cultura, pode-se afirmar que houve 90% de eficiéncia no controle da
contaminagdo e que, com a adigdo de 4cido ascorbico em meio de cultura, nio

houve ocorréncia de explantes oxidados (dados ndo mostrados).

4.1 Concentracdes de 2.4-D e cinetina na indugio de calos em anteras de C.

arabica L.

Os resultados da analise de varidincia para a caracteristica avaliada estio
apresentados na Tabela 2. Observa-se que a interagio entre os reguladores de
crescimento foi significativa a 1% de probabilidade para a variavel massa fresca

de calos.

TABELA 2. Resumo da analise de varidncia para a caracteristica massa fresca
de calos (mg).UFLA, Lavras, MG, 2004.

Causas de variaciio GL Quadrade médio (peso fresco de calos em
mg)

2,4-D 3 0,031921*

Cinetina 3 0,046279%+

2,4-D*cinetina 9 0,062600**

Residuo 48 0,007548

C.V.(%) 21,61

Meédia geral: 0,4019531

*e** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.
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O resumo da analise de variancia do desdobramento de concentragdes de
2,4-D dentro de cada concentragdo de cinetina esta apresentado na Tabela 3.
Observa-se que os desdobramentos de 2,4-D dentro das concentragdes 2 e 4 mg

L™ de cinetina foram significativos.

TABELA 3. Resumo da analise de variancia do desdobramento de
concentragoes de 2,4-D dentro de cada concentragdo de cinetina.

UFLA, Lavras, MG, 2004.

Causas de Conc. de cinetina GL Quadrado médio
variacio mg L™

2,4-D 0) 3 0,010675ns
2,4-D 2) 3 0,177051**

24-D 4) 3 0,029195*

2.4-D (8) 3 0,002801ns
Residuo 48 0,007548

ns, ndo significativo

* e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Analisando-se as curvas de regressdo para a variavel massa fresca de
calos, observa-se na Figura 2, que houve maior peso em calos de anteras, quando
foram adicionados 2 mg L™ de cinetina e 1 mg L' de 2,4-D; a partir desta
concentragdo, o 2,4-D promoveu inibigdo no peso dos calos. Estes dados
concordam em parte com aqueles encontrados por Maciel (2001) e Palua (2002),
quando verificaram que até a concentragio de 2 mg L™ de 2,4-D houve aumento
na produg@o de calos, ponto a partir do qual o regulador de crescimento passou a
inibi-la, provavelmente devido a um efeito fitotoxico promovido por

concentragdes superiores a esta.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Aragjo et al. (2002b), que
verificaram que o maior acréscimo na massa fresca de calos foi observado
quando se utilizaram-se 2 mg L™ de cinetina combinados com 1 mg L™ de 2,4-
D, apés o qual houve um decréscimo no peso.

A Tabela 4 apresenta o resumo da analise de varidncia do
desdobramento de concentragdes de cinetina dentro de cada concentracio de
2,4-D. Verifica-se que apenas os desdobramentos nas concentragdes de 0 e 1 mg
L™ de 2,4-D foram significativos.

TABELA 4. Resumo da analise de variincia do desdobramento de concen-

tragdes de cinetina dentro de concentrac¢io nivel de 2,4-D. UFLA,

Lavras, MG, 2004.
Causas de Conc. de 24D GL Quadrado médio
varia¢do mg L
Cinetina (1)} 3 0,030494 *
Cinetina ) 3 0,193237 *#
Cinetina @) 3 0,002292 ns
Cinetina )] 3 0,008057 ns
Residuo 48 0,007548

ns - ndo significativo
* e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Observa-se também, na Figura 3, um acréscimo na massa fresca dos
calos com a adigdo de 1 mg L™ de 2,4-D, com consegiiente decréscimo com o
aumento das concentra¢des. O mesmo comportamento é observado até 2 mg L
de cinetina, a partir do qual ocorreu um decréscimo na massa fresca dos calos.
Esse decréscimo na massa fresca ocorre, provavelmente, devido a fitotoxidez
que esse regulador de crescimento pode exercer acima dessas concentragdes.
Estes dados referentes a concentragio de cinetina discordam dos encontrados por

23



"$00Z ‘O ‘SBIART ‘V'LIN "d-¥'T @ BUNOUID op $IQIBIIUIIU0D
$9URIRJIP wo % AueBasBos ogdendod 1 vorgoaw ) op seldluE WD SOBO ap 8Os BSSBA € VINOII

opsisnfo (118w | ) 0-p'z —o— opsAssqo (1-18uw | ) Q-7 ~B—

(,-1 3wm) wupaup ap sagsenuIU0)

- 010

% 001 = ;4 ¢X6LSL100 + ;X68TEIT’0 - X 5880850 + 0SLSPE D =1 47D § oz 2

24



Aratijo et al. (2003d), que verificaram que a maior massa fresca de calos ocorreu
quando se combinaram-se 1 mg L™ de 2,4-D e 8 mg L™ de cinetina.
Pelos resultados obtidos para a indugiio de calogénese em anteras de

cafeeiro, observa-se que é necessiria uma auxina juntamente com uma

citocinina,.

4.2 Concentragdes de cinetina e dcido indol butirico e acréscimo de 2,4-D na

indugiio de calos em anteras de C. arabica L.

O resumo da analise de variincia est4 apresentado na Tabela 5. Pode-se
observar que a interagdo entre os fatores foi significativa a 5% de probabilidade

para a variavel analisada.

TABELA 5. Resumo da analise de varidncia para a caracteristica peso da massa
fresca de calos (mg). UFLA, Lavras, MG, 2004,

Causas de variaciio GL Quadrado médio (peso fresco de calos em
mg)

Cinetina 3 0,003637 ns

AIB 3 0,000384 ns

Cinetina*AIB 9 0,005338 *

Residuo 48  0,002287

C.V.(%) 15,32

Meédia geral: 0,3121406
ns - ndo significativo

* significativo a 5 % de probabilidade, pelo teste de F.

O resultado da analise de varidncia para o desdobramento de cinetina
dentro de cada concentragio de AIB esta apresentada na Tabela 6. Observa-se a
significincia nas concentragSes de 0 e 1 mg L™ de AIB, sendo que para a
concentragdo de 1 mg L™ foi significativo a 6% de probabilidade.
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TABELA 6. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentra-
¢bes de cinetina dentro de cada concentragio de AIB. UFLA,

Lavras, MG, 2004,
Causas de Conc.de AIB GL Quadrado médio
variaciio mg L-!
Cinetina ©) 3 0,009794 **
Cinetina 0,5) 3 0,002199 ns
Cinetina 1,0) 3 0,006189" *
Cinetina ,0) 3 0,001471 ns
Residuo 48 0,002287

ns - ndo significativo
'* ¢ ** significativo a 6 e 1% de probabilidade respectivamente pelo teste de F.

O resultado da analise de variincia para o desdobramento de AIB dentro
de cada concentragio de cinetina esta apresentado na Tabela 7. Observa-se que
foram significativas apenas as concentra¢des de 0 e 8 mg L™ de cinetina.

Analisando-se a Figura 4 observa-se que a maior resposta no aumento da
massa fresca de calos ocorreu até a concentragio de 8 mg L™ de cinetina, sendo
esta a concentragdo maxima utilizada no experimento, combinada com 1 mg L™
de AIB. Contudo, neste experimento empregaram-se 2 mg L' de 2,4-D,
partindo-se do pressuposto que esta é a melhor concentragdo deste regulador de
crescimento, conforme analisado por Maciel (2001), Pali (2002 ) e Palu et al.
(2002). A presenga desta auxina ajuda a explicar a pouca variagio do peso dos
calos, quando se utilizou 0 mg L de AIB, combinado com as diferentes

concentra¢des de cinetina.
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FIGURA 4. Massa fresca de calos em anteras de C. arabica L. populagfio segregante Fa, em diferentes
concentra¢des de cinetina e AIB. UFLA, Lavras, MG, 2004.



TABELA 7. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentra-
¢bes de AIB dentro de cada concentragio de cinetina. UFLA,

Lavras, MG, 2004.
Causas de Conc. de cinetina GL Quadrado médio
variagiio mg L-'
AIB © 3 0,006527 *
AIB 2) 3 0,001162 ns
AIB @ 3 0,001476 ns
AIB ®8) 3 0,007234 *
Residuo 48 0,002287

ns - ndo significativo
* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Observagdes semelhantes podem ser feitas na Figura 5, quando houve o
desdobramento de concentragdes de AIB dentro de cada concentracio de
cinetina. Cabe ressaltar que a melhor resposta foi obtida quando se combinou 1
mg L de AIB com 8 mg L™ de cinetina. Entretanto, péde-se observar baixa
variagdo no peso dos calos. Estes dados, entretanto, discordam daqueles
encontrados por Pald et al. (2002) e Arajo et al. (2003a), os quais verificaram
que a maior porcentagem de calos ocorreu na presenga de 2 mg L de AIB, na
auséncia de 2,4-D e com 1 mg L™ de 2,4-D combinado com 1 mgL'de AIBe
com 2 mg L' de 2,4-D, na auséncia de AIB. Verificaram, ainda, que
concentrag3es de AIB acima de 2 mg L promoveram uma diminuigdo no peso
da massa fresca dos calos, principalmente quando combinadas com

concentragdes crescentes de 2,4-D.
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4.3 Concentragdes de cinetina e dcido giberélico e acréscimo de acido

naftalenoacético na indugcio de calos em anteras de C. arabica L.

O resumo da analise de varidncia esta apresentado na Tabela 8. Pode-se
observar que a interagdo entre os fatores foi significativa a 1% de probabilidade,

para a variavel analisada.

TABELA 8. Resumo da anilise de varidncia para a caracteristica massa fresca
de calos (mg).UFLA, Lavras, MG, 2004.

Causas de variaciio GL Quadrado médio (massa fresca de calos
em m

Cinetina 4  0,042986 *

GA; 4  0,015557ns

Cinetina*GA; 16 0,037648 *+

Residuo 75 0,000811

C.V.(%) 18,79
Média geral: 0,52714

ns - ndo significativo
* e ** significativoa 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

O resumo da analise de varidncia para o desdobramento de cinetina
dentro de cada concentragdo de GA; encontra-se descrito na Tabela 9. Verifica-
se que apenas para a concentragdo de 10 mg L™ ndo houve significincia, sendo
as demais concentra¢des significativas a 5 e 1% de probabilidade, para a

variavel analisada.
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TABELA 9. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentra-

¢bes de cinetina dentro de cada concentragio de GAi;. UFLA,

Lavras, MG, 2004,
Causas de Conc. de GA; GL Quadrado médio
variacdo mgL*
Cinetina (V)] 4 0,027572 *
Cinetina (2,5 4 0,039333 **
Cinetina %) 4 0,056246 **
Cinetina (10) 4 0,010242 ns
Cinetina (20) 4 0,060183 **
Residuo 75 0,009811

ns - ndo significativo

* e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Analisando-se as curvas de regressdo, verifica-se pela Figura 6, que as
melhores respostas observadas para a massa fresca de calos foram obtidas
quando se utilizaram-se 2 mg L™ de cinetina, combinados com 20 mg L de
GA;.

Hirano (1975) sugere que a presen¢a do 4cido giberélico aumenta a
rapidez do crescimento do calo em anteras. Entretanto, Him (1987) relata que o
efeito das giberelinas tem sido muito limitado na cultura “in vitro”. Talvez os
efeitos de hormdnios deste grupo sejam pouco estudados e conseqiientemente,
os resultados sejam pouco significativos.

A Tabela 10 apresenta o resumo da anilise de variancia do
desdobramento de GA; dentro de cada concentragio de cinetina, verifica-se
também na mesma tabela que apenas para a concentragio de 4 mg L' de

cinetina ndo houve significincia.
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TABELA 10. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentra-
¢oes de GA; dentro de cada concentragdo de cinetina. UFLA,

Lavras, MG, 2004,
Causas de Conc.de cinetina GL Quadrado médio
variacdo mg L
GA; ©) 4 0,027566 *
GA; 1) 4 0,035882 *
GA; ) 4 0,068266 **
GA; @ 4 0,007406 ns
GA; (8) 4 0,027026 *
Residuo 75 0,009811

ns - ndo significativo

*e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Analisando-se a Figura 7, verifica-se que quando se combinaram-se 2
mg L" de cinetina com 20 mg L' de GA; houve maior resposta para a massa
fresca de calos. Verifica-se que concentragdes crescentes, acima de 2 mg L™ de
cinetina, promoveram uma redugiio na massa fresca de calos, isto provavelmente
devido ao efeito fitotoxico causado por este regulador de crescimento.

Neste experimento foram adicionados ao meio de cultura 8 mg L™ de
ANA; entretanto, observagdes realizadas por Rezende et al. (2000), indicam que
0 ANA combinado com cinetina nio ¢ eficiente na indugdo de calos em anteras
dessa espécie. Pode-se, entdo, descrever que, com isso, ha necessidade de um
estudo especifico com cada regulador de crescimento, pelo menos para GA; e
ANA, no que se refere a calogénese em anteras de cafeeiro.

Embora haja necessidade de maiores estudos sobre a agdo dos
reguladores de crescimento GA; e ANA, para serem utilizados na indugio de
calos em anteras, parece que 0s mesmos tém potencial para serem utilizados em

meios de cultura de indugdo de calos primarios em anteras de cafeeiro.
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5 CONCLUSQES

Anteras de C. arabica L., oriundas de uma popula¢io segregante F,

reagem favoravelmente a calogénese.

A agdo combinada entre uma auxina e citocinina é necesséria para a

inducdo de calos em anteras.

As combinagGes mais eficientes entre os reguladores de crescimento sio
de concentragdo de até 2 mg L™ de 2,4-D e de 4 mg L' de citocinina.

Combinagdes de citocinina e AIB atuam favoravelmente na indugdo de

calogénese em anteras de C arabica L.
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