CALOGENESE IN VITRO EM ANTERAS DE Coffea arabica L.
In vitro callogenesisin anthersof Coffea arabical.
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RESUMO

O café é um dos mais importantes produtos do mercado internacional; porém, o tempo gasto e os recursos despendi-
dos sdo fatores limitantes para 0 melhoramento do cafeeiro por meio de métodos convencionais. Contudo, a cultura de anteras
surge como uma dternativa vidvel e de curto prazo para solugdo desses problemas. Com o presente trabalho, objetivou-se a
produgdo de dihapl6ides com a cultura de anteras do cafeeiro (androgénese indireta), buscando um protocolo para a fase de in-
ducdo de calos. Para tanto, foi efetuada a assepsia dos botdes florais e das anteras, que, em seguida, foram inoculadas em meio
IC e mantidas no escuro por 8 semanas, sob temperatura de 25°C + 1. Para induzir a calogénese em anteras da cv. Acaia
Cerrado, foram testadas as concentragdes de 2,4-D (0, 1, 2 e 4 mg.L™) x cinetina (0, 2, 4 e 8 mg.L™Y) e 2,4-D (0; 0,5; 1
e2mg.L™?) x AIB (0; 0,5; 1 e 2 mg.L™") mais 2iP (2 mg.L™) e, para a cv. Rubi, as concentragdes de 2,4-D (0, 1, 2 e 4
mg.L™) x cinetina (0, 2, 4 e 8 mg.L™). Foi observado que a maior porcentagem de indug&o de calogénese em anteras na
cv. Acaia Cerrado ocorre com as combinagdes de 2,4-D (2 mg.L™Y) + cinetina (1,9 mg.L™Y) e 2,4-D (0,86 mg.L™?) + AIB
(1 mg.L ™)+ 2iP (2 mg.L™); para cv. Rubi, a combinagéo de 2,4-D (1,9 mg.L™) e cinetina (4 mg.L™Y).

Termos para indexacgdo: Cultura de anteras, cafeeiro, calogénese.

ABSTRACT

The coffee is one of the most important products of the international market, however the time and money wasted in
breeding programs are limiting factors for its improvement. However, the anther culture appears as a viable aternative for a
short time period solution for this problem. This work aimed to obtain the double haploids production from anther cultures of
the coffee plant (indirect androgenesis) aiming to optimize a protocol calluse induction. For this purpose, asseptic conditions of
the flower budsand anthers were accomplished, folowed by inoculationin 1C medium and the tissue were kept for eight weeks
at 25°C + 1 in the dark. To induce callogenesis in anthers of the “Acaia Cerrado’ there 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 2mg.L™) x AIB (0; 0,5; 1 and 2mg.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. It was observed
that the highest percentage of callogenesis induction in anthers of the “Acaia Cerrado™ was provenient from 2,4-D (2 mg.L™) +
kinetin (1,9 mg.L™) and 2,4-D (0,86 mg.L™®) + AIB (1 mg.L™)+ 2iP (2mg.L™) combinations for "Rubi* 2,4-D (1,9 mg.L™?) and
kinetin (4 mg.L™).

Index terms. Anther culture, coffee, callogenesis.
(Recebido para publicagdo em 18 de agosto de 2003 e aprovado em 27 de outubro de 2003)

INTRODUCAO

O café € 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, Africae Asia
Além do aspecto econdmico, a cafeicultura apresen-
ta relevante importancia social como atividade geradora
de empregos e fixadora de m&o-de-obra no campo.

Do ponto de vista comercial, somente duas espé-
cies do género Coffea sdo cultivadas extensivamente:
Coffea arabica L. (Ardbica) e Coffea canephora

Pierre (Robusta), sendo o tipo arabica responsavel por
cerca de 75% dos plantios comerciais de cafegiro do
mundo (CARNEIRO, 1999). No Brasil, cerca de 82%
da producdo s2o provenientes de lavouras formadas com
cultivares da espécie Coffea arabica e 18%, de cultiva
res daespécie Coffea canegphora (MELO et a., 1998).

Os programas de melhoramento genético do e
feeiro no Brasil tém alcancado sucesso na obtengéo de
cultivares produtivas, elevando em cerca de 200% a
produtividade das atuais cultivares em relagdo aprimei-
ra variedade plantada no Brasil. Porém, o tempo gasto
e 0s recursos despendidos sdo fatores limitantes para o
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melhoramento do cafeeiro por métodos convencionais,
uma vez que, nos Ultimos anos, surgiram novos pro-
blemas, como doengas, pragas, nematéides e maior e
xigéncia em quaidade pelo mercado consumidor
(MENDES, 1997). Contudo, a multiplicacdo vegetativa
in vitro surge como uma aternativa viavel e de curto
prazo para a solucéo desses problemas.

Entre as técnicas de cultivo in vitro, a culturade
anteras apresenta-se como uma ferramenta de grande
utilidade em programas de melhoramento, principal-
mente por reduzir o tempo necessario para a obtengdo
de linhagens homozigdticas, substituindo as inUmeras
geracdes de autofecundagdo necessdrias no Processo
convencional e permitir o estudo de mutacOes recess-
vas, visto que individuos hapléides e duplo-hapl éides,
por se constituirem de apenas um complemento cro-
mossdmico, ndo apresentam problemas de dominancia
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, 0 micrésporo compor-
ta-se como um zigoto e passa por varios estadios de
embriogénese, semelhante ao que ocorre in vivo. Os
embrides, principalmente no estadio globular, sdo libe-
rados, os cotilédones desenvolvem-se e as plantas emer-
gem das anteras de 4 a 8 semanas. Na androgénese in-
direta, os micrésporos, em vez de passarem pela embrio-
génese, dividem-se algumas vezes, formando calos, os
quais emergem através da parede da antera. Normal-
mente a regeneracdo de plantas via cao se dd com maior
freqiéncia (PETERS et al., 1998).

No presente trabalho, objetivou-se buscar um
protocolo para fase de inducéo de calos em anteras de
cafeeiro, para que por meio da androgénese indireta,
possa ocorrer a producdo de plantas dihapléides de
Coffea arabicalL.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laborat6-
rio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras’UFLA,
Lavras— MG.

Os experimentos foram instalados em condi¢oes
assépticas, utilizando cémara de fluxo laminar horizon-
tal e tiveram o pH do meio de cultura gjustado para 5,6
+ 1, antes de ser autoclavado a 120 °C, 1,2 atm, durante
20 minutos.

Foram utilizedos botdes florais de Coffea arabica
com cerca de 5 anos de idade, cultivares Rubi e Acaia

Cerrado, mantidas no campo experimental do Setor de
Cafeiculturada UFLA.

Os botdes florais foram coletados com 4,5 mm a
6 mm de comprimento, entre 8 e 9 horas da manha
(REZENDE et al., 2000). A assepsia dos botes florais
foi realizada na seguinte seqiiéncia: (1°) lavagem em
dgua corrente durante 5 minutos; (2°) imersdo por 1
minuto em acool 70%; (3°) imersdo por 15 minutos em
solucdo de hipoclorito de sédio 1,4%; (4°) imersdo du-
rante mais 20 minutos em solucdo de 25% PPM ™ [5-
Chloro-2-methyl -3-(2H)-isothiazolone + 2-Methyl-3-
(2H)-isothiazolone] (v/v) (DIGONZELLI et al., 2001);
por ultimo, em camara de fluxo laminar, trés lavagens
com &gua destilada autoclavada.

As anteras, com o auxilio de lupa estereoscopi-
ca, foram extraidas dos botdes ainda fechados, por meio
de uma incisdo em um dos seus lados, e reunidas em
placa de Petri esterilizada contendo solugéo de 600
mg.L ™ de &cido ascorbico. As anteras danificadas foram
descartadas e, nas restantes, foi realizada assepsia com
solucdo de 25% (v/v) do anti-contaminante PPM™ por
2 minutos, em seguida, foram inoculadas 30 anteras
por placa de Petri contendo o meio “IC” (BERTHOULY
e MICHAUX-FERRIERE, 1996), considerando-se cada
placa uma parcela e 4 placas por tratamento. Apds a
inoculagdo das anteras, as placas foram tampadas, ve-
dadas com parafilme e mantidas no escuro por 8 sema
nas, sob temperatura de 25°C.

Os experimentos foram conduzidos em placas de
Petri de poliestireno (100 mm de diémetro), previamen-
te desinfetadas em formol em que o meio foi adiciona
do, nacémara de fluxo laminar, apds ser autoclavado.

Para induzir a calogénese em anteras da cv. Acaia
Cerrado, foram testadas as concentragdes de 2,4-D (0,
1,2e4mgL™ x cinetina (0, 2, 4e8 mg.L™) e2,4-D
(0; 0,5 1 e2mglL™) x AIB (0; 0,5, 1 e 2 mg.L™)
mais 2iP (2 mg.L™) e, paraacv. Rubi, as concentra-
cBesde2,4-D (0, 1,2 e4 mg.L") x cinetina (0, 2, 4e 8
mg.L).

A varidvel observada foi porcentagem de indu-
¢ao de caos (IC %) e massa de calos frescos (MCF) e 0
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeticdes e 30 anteras por parcela.

RESULTADOSE DISCUSSAOQ

Houve interagdo significativa para 2,4-D e cine-
tina na inducdo de calos para a cultivar Acaia Cerrado,
enguanto, para massa de calos frescos, somente houve
efeito significativo dos fatores i solados.
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O aumento da producdo de calos ocorreu até a
concentracdo de 2 mg.L™ de 2,4-D, ponto a partir do
qgua o regulador de crescimento passou a inibir a pro-
ducéo de calos, provavelmente devido a um efeito fito-
toxico promovido por concentracBes superiores a essa.
A melhor resposta para indugéo de calos foi promovida
pela interacdo entre 2,4-D (2 mg.L™) e cinetina (1,9
mg.L™) (Figura 1).

Observou-se acréscimo na massa de calos fres-
cos com adicdo de até 2 mg.L™ de 2,4-D, com subse-
quente decréscimo com o aumento das concentragdes
(Figura2).

O mesmo comportamento foi observado até 3,86
mg.L™ de cinetina, em que também ocorreu um decrés-
cimo na massa de calos frescos com 0 aumento das
concentragBes de cinetina adicionadas a0 meio de cul-
tura (Figura 3). Esse decréscimo na massa de calos
frescos ocorreu, provavelmente, devido a um efeito fito-
toxico que esses reguladores de crescimento passam a
exercer acima dessas concentragoes.

Houve interacdo significativa para 2,4-D e
AIB para porcentagem de inducgéo de calos e massa de
calos frescos em anteras da cultivar Acaia Cerrado.

As maiores porcentagens de indugdo de calos
ocorreram com 2 mg.L‘1 de AIB, na ausénciade 2,4-D,
com 0,86 mg.L™* de 2,4-D combinado com a concentra-
¢& de 1 mg.L™" de AIB e com 2 mg.L? de 2,4-D, na

Y (Cin 0) = 14,27+21,45x-5,70x?
Y (Cin 2)= 21,11+29,11x-7,61x?
Y (Cin 4)= -3,82+36,99x-8,83x*

Y (Cin 8)= 10,70+14,41x-3,30x>

auséncia de AIB (Figura 4). Assim, observou-se que, a
partir de determinadas concentragdes, as auxinas pas-
sam a inibir a inducdo de calos em anteras da cultivar
Acaia Cerrado, provavelmente por causa de um efeito
fitotéxico causado por essas.

Maior massa de calos frescos foi observada na
interacdo entre 0,92 mg.L™" de 2,4-D e 0,5 mg.L™ de
AIB, alcangando massa de aproximadamente 240 mg
(Figura 5). Houve aumento na massa de calos frescos
na auséncia de AIB a medida que aumentaram as con-
centragOes crescentes de 2,4-D. Entretanto, para a con-
centracdo de 2 mg.L™ de AIB, verifica-se uma diminui-
¢80 na massa de calos frescos quando é combinada com
concentragdes crescentes de 2,4-D.

Observou-se a interagdo significativa entre as
concentragOes de 2,4-D e cinetina para a porcentagem
de induc&o de calos e massa de calos frescos na cultivar
Rubi. A combinagio entre 1,9 mg.L™ de 24D e 4
mg.L™ de cinetina promoveu a maior indugéo de calos,
com valor aproximado de 40% de inducgéo (Figura 6).
Posteriormente, verificou-se que, apds um maximo, a
concentracdo do regulador de crescimento passou a ini-
bir aindugéo de calos.

O maior acréscimo na massa de calos frescos foi
observado quando se utilizou a concentraggo de 2 mg.L™
de cinetina combinada com 1,31 mg.L™ de 2,4-D (Figu-
ra7), apés o qua houve um decréscimo.

R%=0,98
R?=0,93
R?=0,85
R?=0,99
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FIGURA 1 — Porcentagem de inducdo de calos (IC) em anteras de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, em diferen-

tes concentracOes de cinetinae 2,4-D. UFLA, LavrasMG.
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FIGURA 2 — Massa de calos frescos (MCF) oriundos de anteras de Coffea arabica cv. Acaid Cerrado, em diferen-

tes concentracfes de 2,4-D. UFLA, LavrasMG.
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FIGURA 3 — Massa de calos frescos (MCF) oriundos de anteras de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, em diferen-

tes concentragdes de cinetina. UFLA, LavrasMG.

Pelos resultados obtidos para inducéo de calos
em anteras de cafeeiro, observa-se que é necessaria uma
auxina juntamente com citocininas, concordando com
Maheshawari et a. (1982). O efeito da combinagéo en-
tre auxina e citocinina para essa caracteristica em Coffea
arabica também foi observada por Rezende et al.
(2000), os quais verificaram que o regulador de cresci-
mento ANA combinado com cinetina ndo é eficiente na
inducdo de calos em anteras dessa espécie. Observa-se,
com isso, a necessidade de um estudo especifico com
cada regulador de crescimento, além da observacéo de
cada um e de suas concentragBes em diferentes gendti-
pos e aé mesmo dentro da mesma espécie (SILVA

FILHO, 1989). Diferentes gendtipos podem ter diferen-
tes condigdes Gtimas de crescimento, pré-tratamento,
composi¢cdo de meio de cultura e condicBes fisicas de
cultura (MAGALHAES JUNIOR et a., 1995). Naka-
mura et al. (1997), trabalhando com anteras de sorgo,
conseguiram induzir 39,4% de calos utilizando concen-
tragBes de 2,5 mg.L ™" de cinetina + 3 mg.L™ de 2,4-D.
Em amoreira, Jain et a. (1996) relatam a indugéo de
caloscom 0,5 mg.L ™ de ANA + 0,1 mg.L™" de BAP. Va
lentim Neto et al. (2001) observaram que a maior por-
centagem de inducdo de calos em anteras de Cagjueiro-
Ando (Anacardium occidentale L.) ocorre com concen-
tragbes de 2,2 mg.L™" de 2,4-D + 1,12 mg.L™ de BAP

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 4, p. 736-742, jul /ago., 2004
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Y(AIB 0,0) = 1,07+26,60x+1,12x? R?=0,99
Y(Al B 0,5)= 22,16+47,01x-22,35x*>  R?*=0,99
Y(AIB 1,0)= 32,78+68,37x-39,77x*  R?=0,90
Y (AIB 2,0)= 60,10-75,81x+23,41x R?=0,88
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FIGURA 4 — Porcentagem de inducdo de calos (IC) em anteras de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, em diferen-
tes concentrages de AIB e 2,4-D. UFLA, LavrasMG.

Y(AIB 0,0) = 2,62+147,48x-20,36x? R?=0,99
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FIGURA 5 — Massa de calos frescos (MCF) oriundos de anteras de Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, em diferen-
tes concentragbes de AIB e 2,4-D. UFLA, LavrasMG.
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FIGURA 6 — Porcentagem de indugdo de calos em anteras de Coffea arabica cv. Rubi em diferentes concentragdes

decinetinae 2,4-D. UFLA, LavrasMG.
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FIGURA 7 — Massa de calos frescos (MCF) oriundos de anteras de Coffea arabica cv. Rubi, em diferentes concen-

tracOes de cinetinae 2,4-D. UFLA, LavrasMG.

CONCLUSOES

Para cultivar Acaia Cerrado, as combinagdes mais
eficientes entre os reguladores de crescimento s30 2 mg.L™*
de 24D x 1,9 mg.L™ de cinetinae 0,86 mg.L™" de 24D x

1 mgL™ de AIB e, paracultivar Rubi, 1,9 mg.L™ de2,4-D
x 4 mg.L™ de2,4-D. Portanto, as duas cultivares de Coffea
arabica respondem de forma diferente & concentraghes
dos reguladores de crescimento 2,4-D, AIB e cineting, na
induc&o de calos em anteras.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 4, p. 736-742, jul /ago., 2004
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Tanto para cultivar Acaia Cerrado como para a
Rubi a producéo de calos foi suficiente para passar para
préxima etapa na obtengéo de dihapl ides.
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