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RESUMO

O melhoramento genético do cafeeiro por meio de métodos convencionais € um processo demorado para se obter umanova
cultivar. A redugdo desse tempo € possivel através da produgéo de linhagens homozigéticas, oriundas de dihapl 6ides obtidas através
da cultura de anteras. Objetivou-se aplicar a técnica da cultura de anteras em diferentes cvs. de Coffea arabica L. parainduzir a
formagdo de calos e regenerar plantulas di-hapl6ides, com uso de reguladores vegetais. Os experimentos foram conduzidos no
laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Anteras das cultivares Mundo Novo LCP-379-
19 e Catuai Vermelho H2077-2-5-44 foram inoculadas em meio MS suplementado com 2,0 mg L de 2,4-D e AAS, nasconcentragdes
de0; 8; 16; 32 e 64 mg L1, Calos de ‘ Catuai Vermelho 44" foram subcultivados em meio M S acrescido de diferentes concentragBes de
BAP(0;2;4e8mgL?) e24-D(0; 1; 2e4 mgL?). Tanto paraas cvs. Mundo Novo quanto para Catuai Vermelho 44 o0 aumento das
concentracdes de AAS diminuiu a formagdo de préembridides nos calos e somente 0 2,4-D foi capaz de promover aformagéo de calos
friaveis, porém o equilibrio da auxina e da citocinina utilizadas no trabalho, favoreceram a producéo de calos fridveis.

Termos para indexagdo: Reguladores vegetais, embriogénese direta, calosidade, Coffea aréabica.

ABSTRACT

Coffee plant breeding through conventional methods demands a long time to obtain new cultivars. The reduction of this
period is possible through the production of homozygous lines, from dihaploids obtained via anther culture. The aim of this study
was to apply the anther culture technique on different C. arabica L. cultivarsto induce calli formation and to regenerate dihaploid
seedlings with the use of plant growth regulators. The experiments were accomplished in the Plant Biotechnology laboratory at
Uberlandia Federal University (UFU). Anthers of the cultivars Mundo Novo LCP-379-19 and Catuai Vermelho H2077-2-5-44 were
inoculated on M'S medium supplemented with 2.0 mg L2 2,4-D and ASA a 0, 8, 16, 32 or 64 mg L. ‘ Catuai Vermelho 44’ calli were
subcultured on M'S supplemented with different concentrations of BAP (0, 2,4 or 8 mg L) and 2,4-D (0, 1, 2 or 4 mg L. The
increase in ASA concentrations decreased the pro-embryoid formation on calli of both cultivars and only 2,4-D promoted the
formation of friable calli. However, the balance of auxin and cytokinin used in this study favored the production of friable calli.

Index terms: Plant growth regulators, direct embryogenesis, callosity, Coffea Arabica.
(Recebido em 10 de agosto de 2007 e aprovado em 9 de julho de 2008)

INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais popul ares do mundo
e sua cultura tem grande valor para a exportacdo. As
indUstrias brasileiras exportaram, na Ultima safra, cerca de
US$18,14 milhdes, sendo o Brasil o maior exportador

O melhoramento genético do cafeeiro por meio de
métodos convencionais € um processo demorado para se
obter uma nova cultivar e também a eficiéncia da selegdo
nas primeiras geragdes de autofecundacdo é muito baixa
devido, principalmente, & ocorréncia de alelos dominantes

mundial com aproximadamente, dez milhGes de pessoas
envolvidas direta ou indiretamente com o agronegécio.
Além do aspecto econdmico, a atividade tem relevada
importéncia socia, como atividade geradora de emprego e
fixadora da méo-de-obra no campo.

em heterozigose.

A reducdo desse tempo € possivel por meio da
producéo de linhagens homozigéticas oriundas de di-
hapl ides. Existem alguns métodos para a obtencdo de di-
hapl 6ides. Uma das técnicas € a cultura de anteras, que se
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tem mostrado eficiente para diversas espécies, sendo uma
dternativa para acelerar os programas de melhoramento
genético na cultura do cafeeiro. Ela é considerada uma
ferramenta importante, permitindo a obtencdo de hapl 6ides
em geracOes segregantes, o que leva arpida producdo de
plantas homozigéticas por intermédio da duplicacédo do
nimero de cromossomos numa Unica etapa, substituindo
as geracdes de autofecundacdo.

Além dos hapl 6ides serem livres dos problemas de
dominancia e recessividade por possuirem apenas um aelo
em cada loco génico, aceleram o processo de obtencdo de
novas cultivares. Essa técnica apresenta, ainda, como
vantagem, 0 menor tempo necessario para a obtencéo de
novas linhagens quando comparada com 0s outros
métodos de melhoramento convencionais. Objetivou-se,
neste trabalho, induzir a formagdo de calos a partir de
anteras de Coffea arabica L. e regenerar plantulas di-
hapl 6ides em duas cultivares de Coffea arabica, com uso
de reguladores vegetais.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio
de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia-
MG no periodo de agosto de 2004 a dezembro de 2006.
Foram utilizadas duas cvs deC. arabical ., Catuai Vermelho
LCH-2077-2-5-44 e Mundo Novo LCP-379-19, pertencentes
aarea experimental do Campus Umuarama.

Os botdes florais foram coletados entre 8 e 9 horas
da manh&, armazenados em placas de Petri contendo papel-
filtro umedecido em agua destilada e colocados dentro de
uma caixa de isopor para evitar a dessecacéo; logo em
seguida foram levados ao laboratério. O comprimento dos
botdes florais foi medido com o auxilio de um paguimetro e
utilizaram-se botdes florais entre 4,5 a 6,0 mm de
comprimento, em todos os experimentos.

Os botGes florais foram envoltos em gaze
previamente autoclavada e desinfetados em solucdo de
alcool 70%, por alguns segundos, e por 15 minutos, em
solucéo de hipoclorito de sodio 1%, sob agitacdo. Em
camara de fluxo laminar foram lavados trés vezes em &gua
destilada e autoclavado. As anteras foram retiradas
mediante incisdo em um dos lados da antera com o auxilio
de estereomicroscopio, pinga e bisturi, sendo os Ultimos
flambados a cada novo botdo e imersas por um segundo,
antes de serem inoculadas em solug&o de &cido ascorbico,
na concentracdo de 600 mg L, hipoclorito de sddio a0,2%
e em agua destilada e autoclavada. Os meios de cultura
tiveram o pH gjustado para 5,9 e foram esterilizados a

temperatura de 121° C, sob a pressdo de 1 atm, por 20
minutos.

Para o experimento de inducdo de calos e proé-
embridides em anteras de C. arabica com o acido
acetilsalicilico (AAYS), as cvs. utilizadas foram Mundo
Novo LCP-379-19 e Catuai Vermelho H2077-2-5-44. As
anteras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com pH
gjustado em 5,9, suplementado com 2,0mgL*de2,4-D e
AAS, nas concentragdes de 0; 8; 16; 32e64 mg L. O AAS
foi obtido por meio de solucdo de aspirina, contendo 325
mg de AAS em 200 mL de &gua. Foram realizadas avaiacdes
de anteras intumescidas, oxidadas e com cal osidade aos
30, 60 e 90 dias e aos 120 dias uma Ultima avaliagdo de
calos com presenca de pro-embridides.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, em
parcelas constituidas de trés tubos, com cinco explantes
por tubo. Os tubos de ensaio foram levados a cAmara de
crescimento, envolvidos por um saco plastico preto, uma
vez que o experimento foi realizado no escuro. Os dados
obtidos foram submetidos & andlise estatistica, com a
utilizacdo do programa SANEST, aplicacdo do teste F, a
5% de probabilidade, sendo transformados em raiz
guadrada de x + V4. As caracteristicas qualitativas foram
analisadas pelo teste Tukey, a 5% e as caracteristicas
quantitativas, por regressdo polinomial.

Para o experimento de diferenciacdo de calos de C.
arabica, utilizaram-se calos da cv. Catual Vermelho H2077-
2-5-44 do experimento anterior que foram subcultivados
parao meio MS, acrescido de diferentes concentragdes de
BAP(0;2;4e8mgLY)e24D(0;1;,2ed4dmgLY e
transferidos para sala de crescimento sob condicfes de
obscuridade, com temperatura de 26°C. As avaliactes
foram realizadas aos 90 dias apds a instalacéo do
experimento, analisando-se o numero de calos
embriogénicos (CE), nimero de calos fridveis (CF) e
didmetro de calos (cm).

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4x4, com sei's repeticoes,
sendo cada tubo de ensaio, que continha um calo,
considerado uma parcela. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica, com a utilizacdo dos
programas PROPHET, em que os residuos néo
apresentaram distribui¢do norma e as variancias ndo foram
homogéneas e transformados em raiz quadrada de X + %%;
aplicagdo do teste Qui-Quadrado, a 5% de probabilidade e
SISVAR para o teste Tukey, na comparacdo das médias
com relagdo aos tratamentos.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Aos 30, 60 e 90 dias do estabelecimento dos explantes
in vitro, avaliou-se a oxidagdo, o intumescimento e a
caosidade das anteras. O resumo do quadro de andlise de
variancia das caracteristicas avaliadas consta da Tabela 1.

A andlise de variancia dos dados obtidos para a
oxidagdo registrou que a oxidag8o dos explantes foi
significativamente influenciada pelo tempo de
permanéncia, no meio de cultura.

Comparando as cultivares observou-se que, aos
90 dias, as anteras de ambas apresentaram maior oxidacdo
e com a diminui¢do do tempo de permanéncia no meio, o
namero de anteras oxidadas foi menor. O mesmo
comportamento foi observado dentro das cvs., sugerindo
que o tempo de estabelecimento no meio indutor
influenciou na oxidacéo das anteras de café (Tabela 2).

Figueira (2005) trabalha com as mesmas cultivares
e observou que, aos 60 dias, todas as anteras mostraram-
se oxidadas, mesmo tendo permanecido no escuro,
confirmando a hip6tese de que quanto maior o tempo de
permanéncia no meio, maior a oxidagdo dos explantes.

Giri et al. (1993) trabalharam com Aconitum
heterophyllumWall e afirmaram que a presenga de 2,4-D
no meio de cultura esta associada a maior oxidagdo do
tecido vegetal. Figueira et al. (2003), trabalharam com doses
menores de 2,4-D em subcultivo de anteras e obtiveram
100% de oxidagdo das amostras. Em outro trabalho com a
cultivar Catual Vermelho 44, Silva (2003) também observou
alto indice de oxidacdo, que atingiu o valor de 93%,
entretanto, utilizou apenas os reguladores vegetais cinetina,
thidiazuron (TDZ) e 6-benzilaminopurina (BAP).

Londe (2005), trabalhando com cotilédones de cajui
(Anacardium humile A. St-Hil.), verificou, aos 30 dias,
que a oxidag8o dos explantes foi maior quando se adicionou
5,0 mg Lt de BAP em meio isento de 2,4-D e que, paraas

concentragdesde 1,0 mg L de 2,4-D e 1,0 mg L* de BAP,
aoxidagdo foi menor. Aos 45 dias, verificou-se aumento da
média de oxidacdo, sendo que a concentracéo que
proporcionou maior oxidagéo foi ade 1,0 mg Lt de 2,4-D
sem citocinina no meio de cultura. Contudo, a concentracdo
de 1,0 mg L't de BAP em combinag&o com 1,0 mg L de 2,4-
D proporcionou a menor taxa de oxidagdo de explantes.

A andlise de variancia (Tabela 1) dos dados obtidos
para o intumescimento das anteras registrou que o nimero
de anteras intumescidas foi significativamente
influenciado, tanto pelos dias de avaliacdo quanto pela
combinacdo de 2,4-D e as diferentes doses de AAS.

A cv. Mundo Novo foi a que apresentou os
maiores indices de intumescimento de anteras e 0 maior
valor foi obtido aos 90 dias, n&o diferindo
estatisticamente da avaliacéo aos 30 dias, sendo 0 menor
valor de anteras intumescidas obtidos aos 60 dias de
avaliacdo. JAacv. Catual Vermelho 44 apresentou maior
média de anteras intumescidas aos 90 dias e a menor aos
60 dias de avaliacdo, apesar de ndo diferir estatisticamente
da média de anteras intumescidas aos 90 dias. ‘Mundo
Novo' foi a que apresentou maior nUmero médio de
anteras intumescidas, quando comparado ao ‘ Catuai
Vermelho 44’ (Tabela 3).

Torres et al. (1998) citam que o regulador vegetal
2,4-D apresenta carater indutor para o intumescimento e
calosidade. No entanto, L onde (2005) verificou que, em
explantes de cajui, o tratamento responsivo ao
intumescimento do cotilédone foi a ausénciade 2,4-D e
10,0 mg L de 6-benzilaminopurina. Os mesmos autores
demonstraram que o intumescimento do cotilédone pode
estar relacionado com a sua manutencgdo inicia no escuro.

Silva (2003) trabalhou com a cultivar Catuai Vermelho
44 e observou maior indice de intumescimento, quando os
explantes florais foram incubados no escuro.

Tabela 1 — Resumo das andlises de variancia do nimero médio de anteras oxidadas (OXID.), intumescidas (INTUM.) e
com calosidade (CALOS) das cvs. Mundo Novo e Catuai Vermelho 44, inoculadas em meio de cultura“MS” sob acdo de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e concentragdes de acido acetilsalisilico (AAS) aos 30, 60 e 90 dias. UFU/Uberlandia-

MG, 2007.
Causas da Variagd Grau de Liberdade Quadrados Médios
Oxid. Intum. Calos
CULTIVAR (CUL) 2 1,341* 0,687* 0,325™
AVALIACAO (AVA) 1 0,394* 1,557+ 0,086™
AAS 4 0,060™ 0,282* 0,800™
AVA*CUL 2 0,161* 0,271* 0,030™
AVA*AAS 8 0,066™ 0,023* 0,041®
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Tabela 2 — Porcentagem média de anteras oxidadas das cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho 44 em fungéo das
avaliagBes realizadas aos 30, 60 e 90 dias. UFU/UberlandiaM G, 2005.

AvaliagOes (Dias) Médias (%)
Mundo Novo Catuai Vermelho 44
30 58,80 cD 78,20 Bc
60 85,40 bB 95,20 aA
20 99,00 aA 98,20 aA

Médias seguidas por |etras minusculas distintas na coluna e | etras mai Giscul as distintas na linha diferem significativamente entre si, pelo

teste Tukey.

Tabela 3 — Médias em porcentagem de anteras intumescidas das cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho 44 em funcdo das
avaliagOes realizadas aos 30, 60 e 90 dias.UFU/UberlandiaM G, 2005.

Avaliactes (Dias) Médias (%)
Mundo Novo Catual Vermelho 44
30 86,20 aB 74,60 aC
60 67,00 bD 57,20 bE
90 99,00 aA 98,20 ab

M édias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna e por letras maiUscul as distintas na linha diferem significativamente entre si,

pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

De acordo com a Figura 1 observa-se que, a medida
gue aumentaram as concentracdes de acido acetilsalicilico
(AAS), houve diminuicéo em média de 0,46% de anteras
intumescidas para a cultivar Catuai Vermelho 44.

Resultados andlogos foram obtidos por Figueira
(2005) onde, aos 30 dias, 0 numero médio de anteras
intumescidas diminuiu a medida que aumentaram-se as
doses de AAS e aos 60 dias houve interacdo entre as doses
de AgNO, e AAS, sendo que na auséncia de AgNQO,, o
nimero médio de anteras intumescidas também decresceu
com o0 aumento das doses de AAS.

A andlise de variancia para formagdo de calos
indicou que a inducéo de calos foi significativamente
influenciada pela combinagdo de 2,4-D, com diferentes
concentragdes de AAS.

A presenca de &cido acetilsalicilico (AAS) nas
concentragOes utilizadas mostrou-se prejudicia aformacdo
de calosidade, uma vez que com 0 aumento das
concentragbes de AAS no meio de cultura, observou-se
decréscimo, em média de 0,08%, em cal os formados em
anteras da cultivar Catuai Vermelho 44 (Figura 2).

Para a cv. Mundo Novo, os dados ndo foram
significativos. O maior nimero de anteras com calos foi
observado quando da auséncia de AAS, no meio de cultura
e 0 menor valor foi obtido quando da presenca de 64,0 mg
Lt deAAS.

Figueira (2005) analisou o efeito do subcultivo de
calosem ‘Catuai Vermelho 44’, em relagdo aos niveis de
AgNO, e AAS, ndo obtendo resultados significativos.
Entretanto, quando avaliou ainfluénciado 2,4-D, AgNO, e
AAS na indugdo de calosidade em anteras de ‘Mundo
Novo' e Catuai Vermelho 44', concluiu que o nimero médio
de anteras com calos foi maior na cv. Mundo Novo, na
ausénciade AgNO,. Em relagéo as doses de AAS obteve
resultados semelhantes aos do presente trabalho, uma vez
gue houve decréscimo do ndmero de calos formados com
0 aumento das doses de AAS. Em contrapartida, Luz (1995)
obteve melhor porcentagem de anteras de pimentdo com
embridides na presencade AAS, na concentragéo de 88,9
mM. Resultado semelhante é citado por Herman & Hass
(1975). Segundo o autor, 0 AAS estimula a embriogénese
em suspensdo de células de cenoura, huma faixa de
concentrago de 10 @ 100 mM, sem causar nenhum prejuizo
a0 crescimento e sobrevivéncia das células.

A induc&o de formac&o de calosidade pode ter sido
influenciada pela auséncia de luz, fato também ja proposto
por Jaramillo & Summer (1991) e Nascimento et al. (2003)
que trabalharam com inducdo de calos em carqueja e
obtiveram maior formag&o de calos em anteras mantidas no
escuro. Ascanio & Arcia (1994) citam que as anteras devem
ser mantidas no escuro para que ocorra o desenvolvimento
de cal osidade e, apos sua formagéo, para o desenvolvimento
do embrigo, os calos devem ser mantidos no claro.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, n. 5, p. 1205-1212, set./out., 2009



BAP, 2,4-D e acido acetilsalicilico nainducéo e diferenciacéo de calos... 1209
100 ~
jb
= 80 .
M Y
b
é 60 - .
Q_j y =-0,4125x + 76,7 ¢
£ 40 1 R2 = 50,6%
5
20
O T T T

0 8 16 24

32 40 48 56 64

Concentragdes de AAS(mg L-1)
Figura 1 —Porcentagem média de anteras intumescidas da cultivar Catuai Vermelho 44,em func&o das diferentes concentragdes

de &cido acetilsdlicilico (AAS). UFU/Uberlandia-M G, 2005.

100 -

Intumescimento (%)

32 40 48 56 64

Concentragdes de AAS (Mg L'l)

Figura 2 — Porcentagem média de anteras com calosidade da cultivar Catuai Vermelho 44, em fungéo das diferentes
concentragOes de acido acetilsdicilico (AAS). UFU/UberlandiaM G, 2005.

A avaiagdo de presenca de pré-embrioides foi
realizada aos 120 dias, nos tubos que restaram ao final das
trés avaliagdes (30, 60 e 90 dias) e que apresentavam calos
friaveis. Dessa forma, os dados obtidos para essa variavel
ndo foram suficientes para gerar um quadro de andlise de
variancia.

A formagao de pro-embridides foi influenciada pela
combinacdo de 2,4-D com as diferentes concentragtes de
AAS no meio de cultura, uma vez que, a medida que

aumentam as concentrages de AAS, a presenca de pro-
embridides nos calos diminui, tanto para a cultivar Mundo
Novo quanto para Catuai Vermelho 44.

Trabalhando com as mesmos cultivares, Figueira
(2005) verificou que 19,8 % das anteras que formaram
calosidade apresentavam pré-embridides, sendo 21,5 %
pertencentes acv. Mundo Novo e 17,6 % a Catuai Vermelho
44, Observou-se que 0 nimero médio de anteras com pro-
embridides diminui com o aumento das concentragdes de
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AASatéovalor de42 mg L. A partir desse valor o nimero
meédio de anteras com pré-embriGides tendeu a aumentar.

Luz et al. (1997) obtiveram resultados divergentes
aos aqui encontrados, quando avaliaram a influéncia de
AAS, na androgénese de piment8o. As anteras foram
inoculadas em meio C suplementado com AAS em
concentragdes idénticas as do presente estudo e mantidas
no escuro. Verificaram que a concentracdo de 16 mg Lt de
AAS induziu melhor a embriogénese e que em
concentracGes maiores a necrose das anteras erainduzida

Para o experimento de diferenciacdo de calos de C.
arabica, o teste de significancia estatistica do Qui-
Quadrado, realizado para calos friaveis da cv. Catuai
Vermelho 44 indicou que, aos 90 dias de cultivo, os
tratamentosO mg L* de BAP+2mg L*de2,4-D; 2mg L de
BAP+2mgL'de24-De8mgL*deBAP+1mgL'de24-
D foram os que apresentaram nimero maior de calos
friaveis, ndo diferindo estatisticamente de 0 mg L de BAP
+4mgL'de24-D;2mgLtdeBAP+0mgL1de24-D; 2
mgL*deBAP+1mgL*de24-D;4mgL*deBAP+2mg
L*de24-D;8mgL*deBAP+2mgL*de24-De8mgL"
1deBAP+4mgLde24-D. Assim, é possivel dizer que as
concentragBes de citocinina (BAP) e auxina (2,4-D), iguais
ou préximas, promovem de fato uma produgdo maior de
calos fridveis. Com relacdo ao nimero de cal os com proé-
embridides no teste de significancia estatistica do Qui-
Quadrado, foram registradas diferencas significativas aos
90 dias de cultivo paraO mg L de BAP+1 mg L' de 2,4-D,
em relacdo aos tratamentos 2 mg L1 de BAP+ 0 mg L1de
24-D;2mgLtdeBAP+1mgL'de24-D; 4mgL*deBAP
+1mgL'de24-D;8mgL'deBAP+0mgL1de24-D;8
mgL*deBAP+1mgL*de24-D; 8mgL*deBAP+2mg
L1de 24-D e8 mg L* de BAP + 4 mg L'de 2,4-D,
apresentando maior nimero de calos com pré-embridides.
Isso mostra que, na auséncia de citocinina e baixas
concentracdes de 2,4-D (T2), € possivel obter calos com
maior nimero de pro-embridides. Ja os tratamentosO mg L-
1deBAP+0mgL*de24-D;0mgL*deBAP+1mgLde
2,4-D;4mgL*deBAP+0mgL*de24-DedmgL*de
BAP + 4 mg Lde 2,4-D foram estatisticamente diferentes
de OmgL*deBAP+2mgL*de24-D; 0mgL*deBAP+
4mgLtde24-D;2mgL*deBAP+0mgLtde24-D;2mg
L*deBAP+1mgL'de24-D;2mgL*deBAP+2mgL"
1de2,4-D;4mgL*deBAP+2mgLde24-D;8mgL*de
BAP+1mgL'de2,4-D;8mgL*deBAP+2mgLtde24-
De8mgL*deBAP+4mgL*de24-D, indicando que a
auséncia de citocinina e 4,0 mg L de BAP, combinadas
com as doses da auxina utilizada, foram favoraveis quanto
a0 nimero de calos friaveis. E os tratamentos 4 mg L™ de
BAP+1mgL*de24-De8mgL*deBAP+0mgL*de24-

D apresentaram diferencas significativas de 0 mg L* de
BAP+2mgL'de2,4-D;2mgL*deBAP+2mgLtde24-
De8mgL*deBAP+1mgLde?24-D, indicando que os
baixos niveis de 2,4-D presentesem4mg L deBAP+ 1
mg L1de2,4-D e0Omg L1de BAP+ 2 mgL*de 2,4-D
combinados com baixas doses de BAP (O mg Lt de BAP +
2mgLtde24-D;2mgL*deBAP+2mgLde24-D;2mg
L2 deBAP+4mgL'de2,4-D) eadtadose decitocininaem
8 mgL1deBAP+1mgLde24-D também foram favoréveis
ao surgimento dos calos fridveis. (Tabela 4).

Segundo Ammirato (1993), o balanco de auxina/
citocinina em alta/baixa concentragdo favorece o
enraizamento e o balanco inverso promove aformacdo da
parte aérea e concentragdes iguals promovem a producéo
de calos. Resultados semelhantes ao desse experimento
podem ser encontrados em Marques (2005), que estudou o
efeito dos reguladores vegetais 2,4-D, TDZ, Cinetina, BAP,
IBA, GA, e NAA naindugdo de calos em anteras de C.
arabicacv. Catual Vermelho LCH-2077-2-5-44 e obteve como
mel hor resposta na formag&o de calos as combinagBes de 2
mgL124-D+2mgL*BAP,2mgL:Cinetina+1mgL*24-
D;2mgL124-D+05mgL*TDZ e2mgL?24-D, quanto
a resposta a inducéo de pré-embridides as melhores
combinagBes foram: 2mg L2 2,4-D + 2mg L2 BAP,2mg L?
Cinetina+1mgL*24-D,2mgL*24-D+05mgL1TDZ.

Os dados do trabalho concordam com os de Boxtel
& Berthouly (1996), quando afirmam que, no gera, trésa
quatro meses é um tempo requerido para se obter calos
amarelos friaveis de explantes foliares, podendo depois
serem usados na obtencdo de alta frequéncia de
embriogénese somética.

Calosfridveis e formagao de pré-embridides também
foram encontrados por Figueira (2005) em anteras de café,
que obteve 19,8% de pro-embridides, sendo 21,5%
pertencentes a cv. Mundo Novo e 17,6% ao Catuai
Vermelho 44, tendo essas estruturas maiores indices
quando estavam na ausénciade AgNO,.

Concordando com Aratljo (2004), a agdo combinada
entre uma auxina e citocinina &, de fato, necesséria paraa
inducdo de calos em anteras de cafeeiro. No estudo do
diémetro das anteras da cv. Catuai Vermelho 44, ndo foi
detectada diferenca significativa entre os tratamentos,
tendo, portanto, comportamento similar em todos os
tratamentos, ao final dos 90 dias de cultivo (Tabela5).

Segundo Silva (2003), os melhores resultados com
relacdo ao didmetro dos calos foram quando houve
interacdo entre 2,4-D e BAP nas concentrag@es utilizadas
para a inducdo de calos em C. arabica. Tais resultados
discordam dos encontrados nessa pesquisa, umavez que
ndo foi detectada interacdo nos tratamentos e ambos o0s
trabalhos encontravam-se na condi¢do de escurid&o.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, n. 5, p. 1205-1212, set./out., 2009



BAP, 2,4-D e acido acetilsalicilico nainducéo e diferenciacéo de calos... 1211

Tabela4 — Valores de Qui-Quadrado para os calos fridveis e calos com pré-embriGides de anteras da cultivar Catuai Vermelho
44, a0s 90 dias de cultivoin vitro. UFU/Uberlandia-M G, 2006.

Tratamentos (BAP + 2,4- NUmero de calos fo-fe/fe* Ndmero de calos com fo-feffex*
D/mg L% fridveis pré-embridides
T1(0+0) 1 0,796053 1 0,017857
T2(0+1) 1 0,796053 3 5,160714
T3(0+2) 4 1,111842 2 1,446429
T4(0+4) 3 0,164474 1 0,017857
T5(2+0) 3 0,164474 0 0,875
T6(2+1) 3 0,164474 0 0,875
T7(2+2) 4 1,111842 1 0,017857
T8(2+4) 0 2,375 1 0,017857
T9(4+0) 1 0,796053 2 1,446429
T10(4+1) 2 0,059211 0 0,875
T11(4+2) 3 0,164474 1 0,017857
T12(4+4) 1 0,796053 2 1,446429
T13(8+0) 2 0,059211 0 0,875
T14(8+1) 4 1,111842 0 0,875
T15(8+2) 3 0,164474 0 0,875
T16 (8 +4) 3 0,164474 0 0,875
38 10 14 15,71429

*[** Os val ores de Qui-Quadrado em negrito indicam diferencas significativas, * Apenas diferengas > ou = a 2 sdo significativas; ** Apenas
diferencas > ou = a 3 sdo significativas.

Tabela5 — Resumo da andlise de variancia do didmetro de anteras da cultivar Catuai Vermelho 44, em relacéo aos tratamentos
utilizados. UFU/ UberlandiaM G, 2007.

Causas da Variagéo Grau de Liberdade Quadrados Médios Oxid.
Tratamento 15 0,4362"™
Residuo 80 0,3845*
CV (%) 19,5

* ens = Significativo e ndo significativo, a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Ja os autores Silva & Ferreira (2006) obtiveram
resultados semel hantes ao deste trabalho, com a utilizag&o
de BAP na indugdo a embriogénese somatica em calos
oriundos de anteras de café; os autores também n&o
verificaram diferenca significativa entre seus tratamentos
quanto avariavel didmetro; mas ao contrario desse trabal ho,
€les tiveram embriBes somaticos que posteriormente foram
regenerados.

CONCLUSOES

Tanto para ‘Mundo Novo' quanto para ‘ Catuai
Vermelho 44’, o aumento das concentracfes de acido

acetilsalicilico (ASS) diminuiu a formagdo de pro-
embrioides nos calos.

O é&cido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) sozinho € capaz
de promover aformacéo de caos fridvels, e o equilibrio da
auxina e dacitocinina, 6-benzilaminopurina (BAP), utilizadas
no trabalho favoreceram a producgo de calos friavels.
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