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Influéncia do 2,4-D, nitrato de prata e acido acetilsalicilico no
cultivo in vitro de anteras de cafeeiro (Coffea arabica L.).
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Resumo

Coffea arabica apresenta poucos progressos quanto a cultura de anteras. O objetivo foi aplicar esta
técnica em duas cultivares de Coffea arabica L. para induzir a formagao de calos e pré-embrioides.
Os experimentos foram conduzidos no laboratério de cultura de tecidos vegetais da Universidade
Federal de Uberlandia. Botbes florais entre 4,5 e 6,0 mm de comprimento das cultivares Mundo Novo
e Catuai Vermelho 44 foram coletados, desinfestados, e as anteras inoculadas em meio MS
acrescido de 2,4-D (2.0 mg.L"), com presenca ou ndo de nitrato de prata (5,0 mg.L'1) e acido
acetilsalicilico (0,0; 8,0; 16,0; 32,0 € 64,0 mg.L"). Apos a inoculagéo, os explantes foram mantidos em
auséncia de luz, sob temperatura controlada. Aos 60 dias de cultivo in vitro, as anteras com
calosidades foram observadas ao estereomicroscépio em busca de pré-embrioides. Também foram
avaliados coloracao, textura e o didmetro das calosidades. O 2,4-D é eficiente na inducao de calos,
porém o nitrato de prata e o &cido acetilsalicilico, nas concentra¢des utilizadas, nao foram eficientes
na regeneracdo dos pré-embrioides nas anteras das cultivares estudadas; Catuai Vermelho € a
cultivar mais responsiva a androgénese quando comparado ao Mundo Novo.

Palavras-chave adicionais: Auxinas, androgénese, pré-embrioides.

Abstract

The literature shows that the Coffea arabica anther culture studies have had little progress. The
objective of this work was to test this technique in two cultivars of Coffea arabica L. to induce the
formation of calluses and pro-embryos. The experiments were carried out at the Plant Tissue Culture
Laboratory at the Federal University of Uberlandia, state of Minas Gerais, Brazil. 4.5 to 6.0 mm long
flower buds from the ‘Mundo Novo’ and ‘Catuai Vermelho 44’ cultivars were collected, sterilized and
the anthers inoculated in a Murashige and Skoog medium supplemented with 2,4-D (2 mg.L™) with or
without 5 mg.L'1 of silver nitrate and acetylsalicylic acid (0.0, 8.0, 16.0, 32.0, and 64.0 mg.L'1). After
innoculation, the explants were maintained without light, under controlled temperature. At 60 days of in
vitro culture, the anthers with callus were observed with a stereo microscope to search for pro-
embryos. Color, texture and diameter of the calluses were also evaluated. 2,4-D was found to be
efficient in inducing callus formation; however silver nitrate and acetylsalicylic acid at the
concentrations used were not efficient in pro-embryos regeneration in anthers of the cultivars studied.
‘Catuai Vermelho’ was the most responsive cultivar to androgenesis when compared with ‘Mundo
Novo'.

Additional keywords: Auxins, androgenesis, pro-embryos.

Introducao desde a hibridacao até a obtencao de uma nova

A importancia da cafeicultura na econo- variedade. Sendo assim, a cultura de anteras €
mia brasileira pode ser avaliada pelo fato de considerada uma ferramenta importante, pois
abastecer o mercado interno e empregar diretae  Permite a produgdo de plantas homozigéticas,
indiretamente oito milhdes de pessoas (BELING, substituindo as geragbes de autofecundacgéo,

2005). acelerando drasticamente o processo de obten-
Nos programas de melhoramento, as G&o de novas cultivares (ANDRADE, 1998).
técnicas convencionais tém apresentado resulta- A técnica de cultura de anteras consiste

dos promissores na cultura do café, entretanto ~em cultivar anteras imaturas em meio de cultura
sd0 necessarios aproximadamente 25 anos apropriado e sob condicbes ambientais adequa-
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das, para desviar a rota normal de desenvolvi-
mento dos microsporos (GEORGE & SHRRING-
TON, 1984). Contudo, os mecanismos basicos
pelos quais os micrésporos se desviam de sua
rota ontogenética normal, ainda sdo pouco com-
preendidos, o que dificulta a indugdo da andro-
génese e limita sua aplicagdo nos programas de
melhoramento (KALTCHUK-SANTOS & BODA-
NESE-ZANETTINI, 2002).

Com o continuo aumento dos estudos
com o cultivo in vitro de vegetais, algumas linhas
que estdo sendo exploradas, sdo a composicao
e a influéncia de gases nos recipientes de cul-
tivo, bem como a adicdo de componentes ao
meio de cultura que influenciam na formacgéo e
acao destes gases, principalmente no que diz
respeito a embriogénese (LUZ, 1995).

O etileno é um géas regulador de cresci-
mento produzido em todas as células das plantas
que produz efeitos fisiolégicos importantes, mas,
no cultivo in vitro, a produgédo e acdo desse géas
nos recipientes de cultivo afetam diretamente a
resposta do explante, sendo ela positiva ou ne-
gativa (PASQUAL et al., 2002). Por causa da
acao negativa, ha varios estudos sobre os inibi-
dores do etileno, como, por exemplo, o nitrato de
prata (AgNO;), e o &cido acetilsalicilico (AAS),
que adicionados ao meio de cultivo podem pro-
mover a embriogénese (LUZ, 1995).

O Coffea arabica apresenta poucos pro-
gressos quanto a aplicagao da cultura de ante-
ras, assim, € importante identificar as cultivares,
a agcdo e a concentracdo dos reguladores de
crescimento utilizados no meio de cultivo mais
responsivos a androgénese. O objetivo deste
trabalho foi aplicar a técnica da cultura de ante-
ras em duas cultivares de Coffea arabica L. para
induzir a formacao de calos e de pré-embrioides.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no
laboratério de cultura de tecidos vegetais da
Universidade Federal de Uberlandia. Foram utili-
zadas as cultivares de Coffea arabica L.: Mundo
Novo LCP-379-19 e Catuai Vermelho LCH-2077-
2-5-44, pertencentes a area experimental do
Campus Umuarama dessa Universidade.

Os botoes florais, entre 4,5 e 6,0 mm de
comprimento, foram coletados e desinfestados
em solugao de alcool a 70%, por 1 segundo, e
por 15 minutos, em solugdo de hipoclorito de
sédio a 1%, sob agitacdo. Em camara de fluxo
laminar, foram lavados 3 vezes em 4gua desti-
lada e autoclavada. As anteras foram retiradas
dos botdes florais e imersas por 1 segundo, an-
tes de serem inoculadas, em solucdo de &cido
ascorbico na concentragdo de 600 mg.L™, hipo-
clorito de sédio a 0,2% e em &gua destilada e
autoclavada, respectivamente. Os meios de cul-

tura tiveram o pH ajustado para 5.9 e foram este-
rilizados em autoclave vertical a temperatura de
121°C, sob a presséo de 1 atm, por 20 minutos.

As anteras foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 10 ml do meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), solidificado
com 7 g.L'1 de agar-4gar, acrescido de 2,4-D, na
concentracdo de 2,0 mg.L'1, com presenga ou
nao de 5,0 mg.L'1 de nitrato de prata (AgNOs) e
acido acetilsalicilico (AAS), nas concentracdes
de 0,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 mg.L'1. Apos a
inoculagao, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento, na auséncia de luz, sob
temperatura controlada de 25 + 2°C.

O delineamento experimental foi o intei-
ramente casualizado, uma vez que as anteras
foram inoculadas no mesmo dia, em esquema
fatorial 2x2x5 (sendo 2 cultivares, 2 concentra-
¢bes de AgNO; e 5 concentracdes de AAS), com
4 repeticbes. A parcela experimental foi com-
posta por 3 tubos de ensaio, com 5 anteras por
tubo. Os indices de anteras oxidadas,
contaminadas, intumescidas e com calosidades
foram avaliados aos 30 e 60 dias apés a inocula-
cdo. Aos 60 dias de cultivo in vitro, as anteras
com calosidades foram observadas ao estereo-
microscopio sob lente de aumento de 20x, em
busca de embrioides. Também foram avaliados
coloracao, textura e didmetro das calosidades.

Os dados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica, com a utilizacdo dos progra-
mas PROPHET, nos quais os residuos nao
apresentaram distribuicdo normal, e as varian-
cias ndao foram homogéneas, e transformados

em Vx+1/2 ; e SANEST, com aplicagéo do teste
de F, a 1 e 5% de probabilidade (ZONTA &
MACHADO, 1989). As médias dos efeitos das
concentracées de AgNO; e AAS foram analisa-
das por regressao polinomial, e as das cultivares
pelo teste de Tukey, a 1 e 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Aos 30 dias de cultivo in vitro, para a va-
riavel calosidade, houve interagao significativa, a
5% de probabilidade, entre cultivar e nitrato de
prata. Aos 60 dias, houve interacédo significativa,
a 1% de probabilidade, entre as doses de AgNO3
e AAS quanto ao intumescimento, calosidades e
pré-embrioides; e entre cultivar e AgNO; para a
variavel pro-embrioides. As demais interagdes
nao foram significativas.

Aos 60 dias de cultivo in vitro, todas as
anteras estavam oxidadas, entretanto, houve o
intumescimento e a formacao de calosidades e,
em alguns casos, de pré-embrioides. Provavel-
mente, o ambiente escuro influenciou nesse
processo, conforme observado por MUSTAFA
(2003) em trabalho com o cultivo in vitro de ante-
ras de Coffea arabica L.
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Em relacdo a presenca ou auséncia de
AgNO; no meio de cultura, o nimero médio de
anteras contaminadas foi menor na presenga do
mesmo, aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro.

Aos 30 dias de cultivo in vitro, 0 nUmero
médio de anteras intumescidas diminuiu, a me-

dida que aumentaram as doses de AAS (FI-
GURA 1). Aos 60 dias, houve interagéao entre as
doses de AgNO; e AAS, sendo que, na auséncia
de AgNO3;, o numero médio de anteras intumes-
cidas também decresceu, a medida que aumen-
taram as doses de AAS (FIGURA 2).
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Figura 1 - NUmero médio de anteras intumescidas, em diferentes concentragdes de AAS, aos 30 dias

de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2006.

Figure 1 - Mean number of swollen anthers as a function of ASA doses at 30 days of in vitro culture.

UFU/Uberléndia-MG, 2006.
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Figura 2 - Nomero médio de anteras intumescidas, em auséncia de nitrato de prata, em funcao de
diferentes concentracdes de AAS, aos 60 dias de cultivo in vitro. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

Figure 2 - Mean number of swollen anthers, in the absence of silver nitrate, as a function of different
ASA concentrations at 60 days of in vitro culture. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

O ambiente escuro, provavelmente, indu-
ziu o intumescimento das anteras, conforme
proposto por SILVA (2003), em trabalho com a
cultivar Catuai Vermelho 44; além disso, o regu-
lador de crescimento 2,4-D apresenta carater
indutor para o intumescimento e calosidade,
conforme proposto por TORRES et al. (1998).

Mundo Novo foi a cultivar que apresentou
maior nimero médio de anteras com calosidades

na auséncia de AgNO;; a 5 mg.L™" de AgNO; nio
houve diferenga significativa entre as cultivares.
Com relacado ao acido acetilsalicilico, houve de-
créscimo no numero médio de anteras com calo-
sidades, a medida que aumentaram as doses de
AAS (FIGURA 3). Aos 60 dias de cultivo in vitro,
na auséncia de AgNQO3, o nimero médio de ante-
ras com calosidades diminuiu, a medida que as
doses de AAS aumentaram (FIGURA 4).
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Figura 3 - NUmero médio de anteras com calosidades, em diferentes concentragées de AAS, aos 30

dias de cultivo in vitro. UFU/Uberlandia-MG, 2006.

Figure 3 - Mean number of anthers with callus as a function of ASA concentration at 30 days of in vitro

culture. UFU/Uberlandia-MG, 2006
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Figura 4 - Niomero médio de anteras com calosidades, em auséncia de AgNOs;, em fungao de
diferentes concentragdes de AAS, aos 60 dias de cultivo in vitro. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

Figure 4 - Mean number of anthers with callus, in the absence of AgNQOs, as a function of different
ASA concentrations, at 60 days of in vitro culture. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

O ambiente escuro influenciou na forma-
¢céo de calosidades, conforme proposto por JA-
RAMILLO & SUMMER (1991) e NASCIMENTO
et al. (2003), em trabalho com indu¢do de calos
de carqueja, onde houve maior formacdo de
calos em anteras submetidas a auséncia de luz.
No presente estudo, os calos formados nos
explantes mostraram-se friaveis, nao
embriogénicos, ocupando em alguns casos todo
o contorno da antera ou ocorrendo em pontos
isolados. Entretanto, em alguns calos, havia a
presenca de pré-embrioides. Embora as anteras
estivessem oxidadas, os calos possuiam
coloragdo cinza na grande maioria, e, alguns,
coloragédo creme, apresentando maior incidéncia
de pré-embrioides.

Embora a auséncia de luz tenha influen-
ciado na formacdo e coloracdo dos calos, os
mesmos eram pequenos, possuindo diametro
igual ou inferior a 5 mm, diferentemente do ob-
servado por Silva (2003), onde, na auséncia de

luz, 56,61% dos calos apresentaram diametro
superior a 5 mm.

Além da auséncia de luz, a presenga de
2,0 mg.L'1 de 2,4-D no meio de cultura, prova-
velmente, influenciou na formacédo de calosida-
des. Neste experimento, tal concentragdo foi
utilizada partindo-se do pressuposto de que esta
€ a melhor concentragdo do regulador de cres-
cimento 2,4-D, conforme analisado por MACIEL
(2001) e PALU (2002).

Mundo Novo foi a cultivar que obteve o
maior nimero médio de anteras com pro-embri-
oides. Quanto a presenca do acido acetilsalicilico
no meio de cultura, a medida que os niveis de
AAS aumentaram, o nimero médio de anteras
com pro-embrioides decresceram até a concen-
tracdo de 42 mg.L'1 de AAS (FIGURA 5). Na
auséncia do AgNO3, o numero médio de anteras
com pré-embrioides decresceu, a medida que as
doses de AAS aumentaram (FIGURA 6).
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Figura 5 - NUmero médio de anteras com pré-embrioides, em diferentes concentracoes de AAS, aos
60 dias de cultivo in vitro. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.
Figure 5 - Mean number of anthers with pro-embryos as a function of different ASA concentrations, at
60 days of in vitro culture. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.
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Figura 6 - Nimero médio de anteras com pré-embrioides, em auséncia de AgNO;, em fungédo de
diferentes concentragdes de AAS, aos 60 dias de cultivo in vitro. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

Figure 6 - Mean number of anthers with pro-embryos in the absence of AQNQOs, as a function of
different ASA concentrations, at 60 days of in vitro culture. UFU/ Uberlandia-MG, 2006.

OCKENDON & MCCLENAGHAN (1993),
trabalhando com o cultivo in vitro de anteras de
couve-de-bruxelas, afirmam que, em funcdo da
alta interagcdo do meio com o genétipo, é reco-
mendavel o uso de, pelo menos, dois meios, um
com a presenga e outro sem nitrato de prata. Em
pimenta, NERVO et al. (1994) verificaram que a
presenca de 5 mg.L" de AgNO; teve efeito favo-
ravel na androgénese, justificando as concentra-
¢bes utilizadas no presente estudo.

Uma vez que o AgNO; e o AAS nao fo-
ram eficientes na indugé@o de calos e pré-embri-
oides, provavelmente, o etileno exer¢a um efeito
benéfico na inducdo destes em cultura de ante-
ras de café. Porém, a rota exata dos ions de
prata na organogénese e embriogénese in vitro
n&o € bem conhecida, e os artigos existentes sdo
conflitantes (GUREL et al., 2000).

Resultados semelhantes aos obtidos no
presente estudo foram obtidos por FUENTES
(1993) em trabalho com embriogénese somética
em Coffea canephora. Ele observou que a pro-

ducdo de embrioides foi influenciada pelo
AgNOs;. PASQUAL et al. (2002), trabalhando com
anteras de Coffea arabica L., observaram que o
AgNO; influenciou negativamente na percenta-
gem de calos formados a partir de anteras de
cafeeiro.

Resultados diferentes aos observados no
presente trabalho foram encontrados por LUZ
(1995) e LUZ et al. (1997), trabalhando na indu-
¢ao de embrioides a partir da cultura de anteras
de pimentao, o que pode ter ocorrido devido ao
fato do AgNQO; bloquear a agao inibitéria do eti-
leno end6geno dos embrides, permitindo o maior
desenvolvimento dos mesmos.

Em relacdo ao AgNO; combinado com o
AAS, efeitos inibidores, semelhantes aos obtidos
no presente estudo, foram observados por
CONCEICAO (1997), em trabalho com
segmentos caulinares de batata, onde o AAS
diminuiu o crescimento dos mesmos. Resultados
diferentes foram obtidos por LUZ et al. (1997),
em estudo sobre a influéncia destas substéancias

31




Cientifica, Jaboticabal, v.36, n.1, p.27 - 33, 2008

na androgénese de pimentdo. As anteras foram
cultivadas em meio suplementado com AAS, nas
mesmas concentragdes do presente experimento
e também incubadas no escuro. Observaram que
a melhor indugdo embriogénica foi obtida na
concentracdo de 16 mg.L™" de AAS.

A dificuldade para a formagédo de embri-
oides e regeneracdo de plantas, provavelmente,
esteja relacionada a grande variedade de fatores
que interferem no processo androgenético, tais
como o gendtipo, uma vez que é comum a dife-
renga na resposta a androgénese entre cultiva-
res (ARAUJO, 2004).

A contaminacdo causada por fungos e
bactérias e a oxidagédo por substancias fendlicas
s&o fatores limitantes no estabelecimento in vitro
de calos em anteras de C. arabica provenientes
de material coletado no campo. A utilizagao dos
reguladores de crescimento, provavelmente,
tenha condicionado as anteras a expressarem
seu potencial embriogénico, entretanto os pré-
embrioides observados ndo regeneraram plan-
tulas.

Todavia, os resultados obtidos com o in-
tumescimento, formagao de calosidades e inicio
da formagéo de pré-embrioides evidenciam que
a utilizagdo de reguladores de crescimento e a
escolha do gendtipo sédo muito importantes para
o estabelecimento de um protocolo para a pro-
ducdo de duplo-haploides in vitro. Para a otimi-
zagdo destes protocolos, sugere-se que mais
estudos sejam realizados visando a selecdo de
gendtipos mais responsivos e dos fatores ambi-
entais que tenham influéncia sobre a resposta
das anteras de Coffea arabica L. cultivadas in
vitro.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos neste
trabalho, conclui-se que:

- O nitrato de prata (AgNO3) e o acido
acetilsalicilico (AAS), nas concentracdes utili-
zadas, nao séo eficientes na regeneragao dos
pré-embrioides, nas anteras das cultivares de
cafeeiro Catuai Vermelho e Mundo Novo
estudadas;

- Catuai Vermelho é a -cultivar mais
responsiva a androgénese, quando comparada
a Mundo Novo.
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