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RESUMO: O melhoramento do cafeeiro (Coffea arabica), tem sido feito através de métodos convencionais, 0s
quais sdo muito morosos até se obter o material genético desejado, e este tempo pode ser reduzido através da obtencdo de
hapléides em geracOes segregantes através da cultura de anteras. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de reguladores de
crescimento na indugdo de calos e pro-embridides em anteras de C. arabica L. cv. Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44. Testou-se
primeiramente a inoculacdo das anteras em meio MS suplementado 2,4-D (2, 4, 6 e 8 mgL™), TDZ (0 e 0,5 mgL™) juntamente com
época de avaliacdo (30, 60 e 90 dias). O experimento foi montado no esquema fatorial de 4x2x3 em delineamento de blocos
casualizados, e com quatro repeticdes. Avaliou-se oxidac&o, intumescimento e calosidade. A utilizagio somente de 2 mg L™ 2,4-D foi
eficiente na indugéo de calos. ConcentragBes acima de 4 mgL™ de 2,4-D inibiram a formag&o dos calos e quanto maior o periodo de
avaliagio, maior a oxidagao nas anteras. Posteriormente testaram-se 0s seguintes tratamentos: 2 mg L 2,4-D + 2mg L BAP; 8 mg L™
Cinetina + 1 mg L™ AIB; 2 mg L™ Cinetina + 1 mg L™ 2,4-D; 2 mg L™ Cinetina + 20 mg L* GAg; 2mg L* 24-D + 05 mg L* TDZ; 2
mg L™ ANA e 2 mg L™ 2,4-D. O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 7x2 (composicao dos
reguladores x épocas de cultivo in vitro) com quatro repeticdes. Apds 30 e 60 dias de cultivo in vitro avaliou-se contaminacdo, oxidagao,
intumescimento, formac#o de calos e presenca ou ndo de pro-embridides. As combinagdes de reguladores 2 mg L™ 24-D +2mg L *
BAP, 2 mg L Cinetina+ 1 mg L* 24-D, 2mg L 2,4-D + 05 mg L™ TDZ e 2 mg L™ 2,4-D proporcionaram a formagéo de calos. A
calosidade foi favorecida aos 60 dias de cultivo in vitro. As combinagtes 2 mg L™ 2,4-D + 2 mg L™ BAP, 2 mg L™ Cinetina+ 1 mg L™

24-D,2mg L™ 2,4-D + 0,5 mg L™ TDZ proporcionaram a indugo de pré-embriGides.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica. Embriogénese soméatica. Balanco hormonal.

INTRODUGCAO

O melhoramento do cafeeiro (Coffea
arabica), tem sido feito através de métodos
convencionais, 0s quais sd0 muito morosos até se
obter o material genético desejado, cerca de 25 anos.
Este tempo pode ser reduzido através da obtencédo
de haploides em geracdes segregantes através da
cultura de anteras.

Além de os haploides serem livres dos
problemas de dominancia e recessividade, por
possuir apenas um alelo em cada loco génico,
permitem a rapida producdo de plantas
homozigoticas através da duplicacdo do nimero de
cromossomos numa Unica etapa, substituindo as
geracOes de autofecundacdo, tendo grande valor nos
programas de melhoramento no processo usual para
obtencdo de cultivares melhoradas de cafeeiro
(ANDRADE, 1998).

A producdo de hapldides pode ser obtida
por diferentes técnicas como  ginogénese,
androgénese, tratamento quimico, choque térmico e
irradiacdo com raios X ou luz ultravioleta., e ainda,

por técnicas in vitro (cultura de pdlen isolado,
protoplastos, eliminagdo de cromossomos pela
cultura de embriGes jovens e paternogénese). No
entanto, até o momento a melhor técnica in vitro
para obtencdo de hapldides é a cultura de anteras,
pois nestas, os grdos de pdlen estdo em grande
naimero, e podem desenvolver-se em hapléides por
androgénese direta, dando origem a embrides, ou
indireta, passando pela fase de calos (MORAES
FERNANDES, 1990).

A técnica de cultura de anteras/micrésporos,
visando a producdo de haploides, vem sendo
amplamente empregada na obtencdo de novos
cultivares em vérias plantas de interesse agrondmico
como em Datura innoxia (erva do diabo)
.Sunderland, (1974); Hyocyamus niger (meimendro-
negro) Kaghavan, (1978); Nicotiana tabacum
(tabaco) Horner e Street, (1978); Hordeum vulgare
(cevada) Sunderland et al., (1979); Triticum
aestivum (trigo) Reynolds, (1993); Glycine max
(soja) Kaltchut-Santos et al., (1997) Asparagus
officinalis (aspargo) Peng et al., (1997). Contudo, 0s
mecanismos basicos pelos quais 0s microsporos
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desviam de sua rota ontogenética normal, ainda sdo
pouco compreendidos, o que dificulta a inducéo da
androgénese em algumas espécies e limita sua
aplicacdo  nos  modernos  programas  de
melhoramento (FIGUEIRA, 2002).

Segundo Sharp et al., (1980) existem dois
padrdes basicos de expressdao da embriogénese
somatica que ocorrem in vitro. O primeiro
corresponde ao modelo direto, no qual os embrides
somaticos originam-se dos tecidos matrizes sem a
formacdo de estadios intermediarios de calos. O
segundo padrdo corresponde ao modelo no qual os
embriGes sométicos se formam a partir de um calo,
que apresenta células em diferentes estadios de
diferenciacdo (GUERRA et al, 1999). O calo é
utilizado na maioria dos casos como estrutura
intermediaria, considerando algumas limitacdes,
como por exemplo, nem todos os tipos de calos
formados irdo regenerar plantas e calos mantidos
por longos periodos poderédo perder
progressivamente a capacidade de regenerar plantas
(PASQUAL, 1985).

No Brasil, o C. arabica apresenta progressos
com a aplicacio da cultura de anteras (ARAUJO et al.,
2002; FIGUEIRA, 2002; FIGUEIRA et al., 2005),
contudo é de extrema importancia testar com o0s
diferentes cultivares existente a acdo e a concentracéo
dos reguladores de crescimento utilizados no meio de
cultivo mais responsivos a androgénese.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito de reguladores de crescimento na inducdo de
calos e pro-embridides em anteras de C. arabica cv.
Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de
Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
Uberlandia-MG, no periodo de agosto de 2003 a janeiro
de 2004. As amostragens foram realizadas em lavoura
da cultivar Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 (Coffea
arabica L.), pentencente a &rea experimental do
Campus Umuarama dessa Universidade.

O experimento foi composto por dois ensaios,
sendo o primeiro testando a interacdo de 2,4-D, TDZ e
épocas de avaliacdo na inducdo de calos em antera de
Coffea arabica L. e 0 outro como complementar,
fazendo uso de 6-benzilaminapurina, Cinetina,
acido indolbutirico, acido giberélico, thidiazuron e acido
naftalenoacético para a inducdo de calos e pro-
embridides em anteras. Como o0 2,4-D e TDZ sdo
indutores de calogenese, realizou-se o primeiro ensaio
para observar o desenvolvimento da antera de café na
presenca destes reguladores e numa outra etapa
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realizou-se 0 teste com outras combinacbes de
reguladores.

Os botbes florais foram coletados entre 7:00 e
8:00 horas da manh& e com tamanho de 4,5 a 5,5 mm.
Apo6s a coleta, os botdes foram encaminhados ao
laboratério em placa de Petri, contendo papel de filtro
umedecido com 4gua destilada para evitar a
desidratagdo. O comprimento ideal dos botbes florais
foi confirmado com o auxilio de um paquimetro.

Os explantes florais foram envolvidos por uma
gaze e mantidos em uma solucéo de &lcool 70% por 2
segundos e em uma solucéo de hipoclorito de sédio 1%
sob agitagdo por 15 minutos. Foram entdo lavados trés
vezes com agua destilada e autoclavada ja na cAmara de
fluxo.

As anteras foram retiradas com auxilio de
pincas finas e bisturi, previamente autoclavados, sob luz
de um microscopio estereoscopio em aumento de 40
vezes. Posteriormente imersas em uma solucéo de acido
ascorbico na concentracdo de 600 mg L™, hipoclorito de
sodio a 0,2% e em &gua destilada e autoclavada,
respectivamente, tomando-se o cuidado de néo feri-las.
As anteras danificadas foram descartadas.

Interacdo de 2,4-D, TDZ e épocas de avaliacdo na
inducéo de calos em antera de Coffea arabica L.

Foi estudada a interacdo entre as concentragtes
de 2,4-D, TDZ e épocas de avaliagdo em anteras de
Coffea arabica no cv. Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-
44. As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio,
contendo 20 mL do meio MS (Murashige e Skoog,
1962), com pH ajustado para 5.9, adicionado de 7 g L™
de &gar e previamente autoclavado, suplementado com
os reguladores de crescimento 2,4-D (2, 4,6 e 8 mg L™)
e TDZ (0 e 0,5 mgL™). As inoculagBes das anteras
ocorreram a partir das primeiras semanas com florada.
O material foi mantido em sala de crescimento com 25
+2°C e na presenca de luz.

O experimento foi montado no esquema fatorial
de 4x2x3 (concentracfes de 2,4-D x concentragBes de
TDZ x época de avaliagdo) em delineamento de blocos
casualizados, e com quatro repeticGes por tratamento,
sendo cada trés tubos uma repeti¢do, com cinco anteras
por tubo.

Apds 30, 60 e 90 dias da inoculagdo dos
explantes, foram avaliadas as variaveis oxidagdo,
intumescimento e calosidade assim como a interferéncia
dos dias nas mesmas.

Os dados das variaveis oxidacdo, intumescimento e
calosidade foram submetidos a andlise de variancia,
as médias das concentracbes de TDZ comparadas
através do teste Tukey a 5% de probabilidade e as
médias das concentracdes de 2,4-D e o fator época
de avaliagdo foram analisadas por regressao
polinomial, sendo utilizado o programa SANEST
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(Zonta et al., 1984). Para efeito de andlise estatistica, reguladores de crescimento e épocas de cultivo in vitro,
como os dados foram contagem, realizou-se a respectivamente), com quatro repeticdes, sendo trés
transformagdo dos dados em /% +1/2 pois sua tubos de ensaio uma repeticdo, com cinco anteras por

distribuicio dos dados seguem o modelo de tubo. O mgterial foiA mantido em sala de crescimento
probabilidade de Poisson, onde a média ¢ igual a com25+2°Cnaausénciade luz.
variancia. (LEDO; FARIA, 2006) _ Apbs 30 e 60 dias de cultl\{o in wtro_foram
feitas contagens de anteras contaminadas, oxidadas,
intumescidas, com calos e presenca ou nao de pro-
embrioides.
Todos os dados obtidos foram analisados
quanto a normalidade e homogeneidade e em seguida
Testaram-se 0s reguladores de crescimento 6- foram submetidos a anélise de va_ri_émcia e, as médias, ao
benzilaminapurina (BAP), Cinetina (KIN), &cido teste,dgz Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa
indolbutirico (AIB), 4cido giberélico (GAg), thidiazuron ~ eStatistico SANEST (ZONTA etal, 1984).
(TDZ) e 4cido naftalenoacético (ANA), com as o
seguintes combinagdes: 2 mg L 24-D + 2 mg L* RESULTADOS E DISCUSSAO
BAP; 8mg L' KIN+1mgL*AIB; 2mg L KIN + 1 . ) o
mg L124.D; 2 mg LT KIN + 20 mg L1 GAg 2 mg K _InteraNan de 2,4-D, TDZ e épocas de av_allagao na
24-D +05mg L™ TDZ; 2 mg LT ANA e 2 mg L™ inducao de calos em antera de Coffea arabica L.
2,4D, num total de sete combinacGes, para a inducéo de Ndo houve interacdo significativa entre as

calos e pro-embridides em anteras de Coffea arabica no épocas de ava_liagéo €as concentragbes de 2.’4'D ¢
ov. Catuaf Vermelho LCH-2077-2-5-44. TDZ a respeito do numero de anteras oxidadas,

intumescidas e com calos. Com rela¢do a variavel
oxidacdo, as combinacBes dos reguladores de
crescimento 2,4-D e TDZ ndo diferiram
estatisticamente. Porem, esta varidvel interferiu
mais de 80% das anteras no desenvolvimento dos
calos como mostra a Tabela 1, em que houve grande
guantidade de explantes oxidados.

Uso de 6-benzilaminapurina, Cinetina, acido
indolbutirico, &cido giberélico thidiazuron e &cido
naftalenoacético para a inducdo de calos e pro-
embridides em anteras de Coffea arabica.

As anteras foram inoculadas em tubos de
ensaio, contendo 20 mL do meio MS, com pH ajustado
para 5,9, adicionado de 7 g L™ de 4gar e previamente
autoclavados a temperatura de 121°C, sob pressdo de 1
atm por 20 minutos, suplementado com os tratamentos
de reguladores de crescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 7 x 2 (composicao dos

Tabela 1. NUmero e porcentagem de anteras oxidadas apds a inoculacdo em diferentes concentracGes dos
reguladores de crescimento 2,4-D e TDZ, UFU, Uberlandia-MG, 2007.

Reguladores de Crescimento NUmero de anteras (%)
2,4-D (mg L™ TDZ (mg L™ oxidadas
2 0 4,5000 90
2 0,5 4,2500 85
4 0 4,5200 90,4
4 0,5 4,4333 88,6
6 0 4,6083 92,2
6 0,5 4,2583 85,2
8 0 4,5250 90,5
8 0,5 4,6666 93,3
A alta taxa de oxidacdo detectada neste desenvolvimento do calo, porém, houve escurecimento
experimento indica que a antera de Coffea arabica L. do meio devido a liberacdo de exudatos.
cv. Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 é sensivel tanto A oxidacdo ocorre em funcdo da liberacdo
na presenca de 2,4-D como na de TDZ. A oxidagdo ndo de compostos fendlicos in vitro, precursores da
impediu no primeiro instante da antera se desenvolver, sintese de lignina, pelo tecido injuriado. O acumulo
ou seja, a ocorréncia de intumescimento e de polifendis e produtos de oxidacdo, como

melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno
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da superficie excisada, modificam a composicdo do
meio de cultivo e prejudicam a absorcdo de
metabolitos (ANDRADE et al., 2000). Segundo
Sato et al. (2001), esses compostos fendlicos sdo
oxidados pelas enzimas polifenases, produzindo
substancias téxicas, inibindo o crescimento dos
explantes, além de escurecer o0 meio de cultura.
Segundo Galston e Purves (1960), os
compostos precursores da lignina sdo polimerizados
por peroxidases ou outros sistemas fenolicos
oxidativos, onde a auxina afeta este processo quanto
a atividade e concentragdo da peroxidase, e 0 2,4-D
sendo uma auxina potente pode afetar a oxidacéo da
maneira acima citada. Giri et al. (1993) afirmaram que
a presenca de 2,4-D no meio de cultura esta associada a

4,7 -
4,6 -
4,5 -
4,4 1

4,3

NUmero de anteras oxidadas

4,2 \
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uma maior oxidacdo do tecido de Aconitum
heterophyllum Wall. Em pimenta-longa o uso de 2,4-D
também provocou a oxidacao dos explantes em trabalho
realizado por Costa e Pereira (2005) e Figueira (2002),
trabalhando com subcultivo de anteras de cafeeiro em
doses menores de 2,4-D também obteve 100% de
anteras oxidadas. Neste experimento ndo houve
auséncia de 2,4-D, todos os tratamentos continham esse
regulador, mostrando que este regulador de crescimento
estd interferindo numa maior oxidacdo do explante
como foi relatado pelos outros autores.

A  época de avaliagdo interferiu

significativamente quanto a oxidacdo, onde, quanto
maior o periodo de avaliagdo, maior o nimero de
anteras oxidadas (Figura 1).

y = 0,0055x + 4,1433
R?=0,9924

0 30

60 90

Epoca de avaliagéo (dias)

Figura 1. Nimero de anteras oxidadas aos 30, 60 e 90 dias ap6s a inocula¢do. UFU, Uberlandia-MG, 2007.

No trabalho de Silva (2003), onde anteras das
cultivares Catuai Vermelho 99 e Mundo Novo
inoculadas em meio MS suplementado com 24-D e
BAP em auséncia e presenca de luz, foi verificado que
anteras da cultivar Mundo Novo ndo submetidas a
auséncia de luz, tiveram um menor indice de oxidagao.
Esse resultado também pode explicar a alta
porcentagem de anteras oxidadas encontradas neste

5
4,5
4 -

3,5 ~

NUmero de calos

3 \

trabalho, visto que o experimento foi conduzido na
presenga de luz.

Para a varidvel calosidade, houve diferenga
estatistica significativa a 5% de probabilidade entre as
concentragdes de 2,4-D de forma que a concentracéo de
2 mg L™ proporcionou melhor resultado e a partir desta,
foi observado um decréscimo de calosidade (Figura 2).

y = 0,055x% - 0,643x + 5,625
R?=0,9765

0 2

4 6 8

Concentracdes de 2,4-D (mg L™)

Figura 2. Numero de anteras com calos sob diferentes concentraces de 2,4-D. UFU, Uberlandia-MG, 2007.
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Para cv. Rubi de C. arabica L. também foi
obtido os melhores resultados com relacdo a formacéo
de calos nas concentracdes de 2 mg L™ de 2,4-D e 4 mg
L™ de cinetina (ARAUJO et al., 2002). Esses resultados
também confirmam os obtidos por Palt (2002) onde o
aumento da producdo de calos ocorreu até a
concentracdo de 2 mg L™ de 2,4-D onde a partir desta
houve inibichio na producdo de calos. Este
comportamento ndo variou entre as cultivares, sujerindo
gue este comportamento ocorre na espécie C. arabica
L., independente da cultivar.

Na inducdo de calogénese o uso da auxina
24-D ¢é freqlente. As auxinas atuam na
inicializacdo da divisdo celular e controla os
processos de crescimento e elongacdo celular. O
2,4-D atua também no metabolismo do RNA,
induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros que
decodificam proteinas para o crescimento, podendo
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induzir a uma desordenada proliferacdo celular em
altas doses.(GEORGE, 1996).

Uso de 6-benzilaminapurina, Cinetina, acido
indolbutirico, &cido giberélico thidiazuron e acido
naftalenoacético para a inducdo de calos e pro-
embridides em anteras de Coffea arébica.

Com base nos resultados obtidos foi possivel
verificar que as combinacBes de reguladores de
crescimento e as épocas de avaliacdo diferiram entre si
com relacdo a inducdo de calos nas anteras inoculadas.

As combinagdes de reguladores de crescimento
2mg L? de 24-D + 2 mg L™* de BAP, 2 mg L™ de
Cinetina + 1 mg L™ de 2,4-D, 2 mg L™ de 2,4-D + 0,5
mg L? de TDZ e somente 2 mg L™ de 2,4-D
resultaram em maior formacio de calos nas anteras
inoculadas(Tabela 2).

Tabela 2. Média (%) do nimero de anteras com calos aos 60 dias de cultivo in vitro submetidas a diferentes
combinacdes de reguladores de crescimento. UFU, Uberlandia-MG, 2007.

Reguladores de crescimento NUmero de anteras com (%)
calos

2mg L de 2,4-D + 2 mg L” de BAP 2,6250 a 52,5
2 mg L™ de Cinetina+ 1 mg L™ de 2,4-D 2,6250 a 52,5
2mg L' de2,4-D+0,5mgL"de TDZ 2,1250 a 42,5
2mg L™" de 2,4-D 1,2500 ab 25
8 mg L™ de Cinetina + 1 mg L™ de AIB 0,6250 b 12,5
2mg L™ de ANA 0,3750 b 75

2 mg L™ de Cinetina + 20 mg L™ de GA; 0,2500 b 5

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

Maciel (2001) e Palt (2002) citam que, pelos
resultados obtidos para a inducdo de calogénese em
anteras de cafeeiro, observa-se gque é necessaria uma
auxina juntamente com uma citocinina, seja ela BAP ou
cinetina. Dentre as auxinas sintéticas, o 2,4-D é sem
divida a mais adequada a inducdo e manutencdo do
calo (GAMBORG et al., 1976). Ja Rocha (1998) afirma
gue a inducdo e manutencéo do calo, para a maioria das
espécies parecem comportar-se diferentemente em
relacdo aos reguladores de crescimento, podendo
ocorrer a independancia tanto da auxinas e citocininas,
como a dependéncia de ambas. Neste ensaio foi
verificado o comportamento do 2,4-D agindo
isoladamente e também associado a BAP, cinetina e a
TDZ.

Em outro trabalho com C. arabica, porém com
a cultivar Catuai Vermelho 99, os resultados mostraram
que para que ocorra intumescimento das anteras,
formacdo e aumento do tamanho dos calos das
cultivares Catuai Vermelho 99 e Mundo Novo é
necessario que haja interacdo entre a auxina (2,4-D) e a
citocinina (BAP). Além disso, a incubagdo no escuro
promoveu uma diminuicdo das anteras oxidadas. A

combinacéo entre 2,4-D e cinetina favorece a inducéo
de calos primarios. (SILVA et al., 2003). O uso tanto de
BAP como cinetina juntamente com o 24-D
propiciaram o melhor resultado no nimero de anteras
com calos, requivalendo a 52,5% de calosidade.

Com base nas avaliagGes feitas aos 30 e 60 dias
observou-se que o tempo de cultivo in vitro é um fator
relevante para a inducéo de calos, visto que aos 60 dias
verificou-se diferenca significativa em relacdo aos 30
dias. Apesar de Marques et al., (2005) afirmar que
gaunto maior o tempo de cultivo in vitro maior é a
oxidacdo das anteras com conseqliente morte dos calos,
neste trabalho, a oxidagdo aos 60 dias ndo comprometeu
0 desenvolvimento dos mesmo que permaneceram
vivos, fridveis e com presenga de pré-embridides.

A presenca de pro-embridides correspondeu a
84,5% dos calos. Alguns deles apresentavam-se com
coloracdo acinzentada e ndo branca, porém a maioria
possuia coloracdo amarelo creme nos quais se
encontravam maior concentragao de pro-embridides. A
coloracdo dos calos é um indicativo do estado em que se
encontra a cultura. O cinza, por exemplo, pode ser
resultante da perda gradativa da cor natural passando de
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verde a marrom, aliada a diminuicdo do ritmo de
crescimento dos mesmos, estagnacdo do processo de
formacdo de embridides seguida pelo surgimento de
areas necrosadas na superficie que constituem sinais
caracteristicos da decadéncia da cultura (Silva, 2003).

A inducio de calos foi melhor com a
combinacdo de 2 mg L™ de 2,4-D + 2 mg L™ de BAP,
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embora nao diferindo estatisticamente das combinactes
de 2 mg L™ de Cinetina+ 1 mg L" de 24-De2mg L™
de 24-D + 05 mg L* de TDZ. No entanto as
combinacdes 2 mg L™ de Cinetina + 20 mg L™ de GAze
2 mg L* de ANA ndo induziram a formagdo de pro-
embridides nos calos, sendo assim, considerados 0s
tratamentos menos eficientes (Tabela 3).

Tabela 3. Médias (%) do numero de calos com pré-embridides aos 60 dias de cultivo in vitro submetidas a
diferentes combinacdes de reguladores de crescimento. UFU, Uberlandia-MG, 2007.

Reguladores de crescimento Calos com pré-embridides (%)
2mg L' de2,4-D+2mgL" de BAP 0,500 a 50
2 mg L™ de Cinetina+ 1 mg L™ de 2,4-D 0,350 ab 35
2mg L*de2,4-D+0,5mgL*de TDZ 0,215 ab 21,66
2mg L' de 2,4-D 0,100 b 10
8 mg L™ de Cinetina + 1 mg L™ de AIB 0,015 b 1,66
2 mg L™ de Cinetina + 20 mg L™ de GA; 0,000 b 0
2mg L™ de ANA 0,000 b 0

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

Portanto, afirma-se que a combinacdo 2 mg L™
de 2,4-D + 2 mg L de BAP, numericamente, foi mais
eficiente tanto para a indugdo de calos quanto para a
formaco de pr6-embridides.

A utilizacdo dos reguladores de crescimento no
meio de cultura auxiliou no desenvolvimento do
potencial embriogénico das anteras, entretanto, os pré-
embridides observados ndo regeneraram plantulas. Este
estd sendo um ponto de estrangulamento do trabalho,
fazer o pr6-embridide se desenvolver. Portanto a
continuidade de trabalhos que visam esta linha de
pesquisa deve continuar para que esta colabore
efetivamente para os programas de melhoramento
genético do cafeeiro.

CONCLUSOES

As combinaces que melhor induziram a
formacéo de calos nas anteras inoculadas foram 2 mg L
Yde 2,4-D + 2 mg L™ de BAP, 2 mg L™ de Cinetina + 1
mg L? de 24-D, 2 mg L* de 24-D + 05 mg L™ de
TDZ e 2 mg L™ de 2,4-D. A calosidade das anteras foi
favoraecida aos 60 dias de cultivo in vitro.

As combinacdes 2 mg L™ de 2,4-D + 2 mg L™
de BAP, 2 mg L™ de Cinetina + 1 mg L™ de 2,4-D, 2
mg L™ de 2,4-D + 0,5 mg L™ de TDZ, foram aquelas
que melhor induziram a formagao de pré-embridides.

ABSTRACT: The improvement of coffee (Coffea arabica) has been done through conventional methods,

which are very cumbersome to obtain the desired genetic material, and this time can be reduced through the acquisition of
haploid in segregating generations through the culture of anthers. This study analyzed the effect of growth regulators on C.
arabica L. cv. Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 anther callus and pro-embryoid induction. First, anther inoculation on MS medium
supplemented with 2,4-D (2, 4, 6 or 8 mgL™), TDZ (0 or 0.5 mgL™) was evaluated, together with evaluation time (30, 60 or 90 days).
The experimental design was as a 4x2x3 factorial in randomized blocks and with four repetitions. Oxidation, intumescences and
callosity were evaluated. The use of 2 mgL™ 2,4-D alone was effective for callus induction. High concentrations of 2,4-D inhibited
callus formation and the longer the evaluation period, the greater was anther oxidation. Subsequently, the following treatments were
evaluated: 2 mg L™ 2,4-D + 2 mg L BAP; 8 mg L Kinetin + 1 mg L™ AIB; 2 mg L™ Kinetin + 1 mg L™ 2,4-D; 2 mg L™ Kinetin + 20
mg L GAg; 2 mg L™ 24-D + 05 mg L™ TDZ; 2 mg L™ ANA or 2 mg L™ 2,4-D. The experimental design was completely
randomized, as a 7x2 (regulator composition X in vitro cultivation time) factorial with four replications. After 30 and 60 days in vitro
cultivation, contamination, oxidation, intumescences, callus formation with the presence of pro-embryoid or not were evaluated. The
combinations of regulators 2 mg L* 2,4-D + 2 mg L * BAP, 2 mg L™ Kinetin + 1 mg L™ 24-D, 2mg L*24-D+05mg L* TDZ e 2
mg L™ 2,4-D induced callus formation. Callosity was favored after 60 days of in vitro cultivation. The combinations 2 mgL™ 2,4-D + 2
mgL™ BAP, 2 mgL™ Kinetin + 1 mgL™ 2,4-D, 2 mgL* 2,4-D + 0.5 mgL™ TDZ induced pro-embryoid formation.
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