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INTRODUCAO

O Brasil é o maior exportador mundial de café com aproximadamente dez milhfes de
pessoas envolvidas direta ou indiretamente com este agronegocio (USDA/FNP, 2005). O
melhoramento genético do cafeeiro por meio de métodos convencionais, € um processo
demorado, podendo levar mais de 30 anos para se obter uma nova cultivar, e 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 extensdo da area
experimental necessarios para o desenvolvimento de variedades (Almeida et al., 2000).
Além de ser um processo demorado e trabalhoso, a eficiéncia da selecdo nas primeiras
geracOes de autofecundacdo é muito baixa devido, principalmente, a ocorréncia de alelos
dominantes em heterozigose.

A reducao deste tempo é possivel por meio da producao de linhagens homozigéticas
oriundas de dihapléides (Aradjo, 2004). Existem alguns métodos para a obtencdo de di-
hapléides, cuja eficiéncia é variavel de acordo com a espécie. Uma das técnicas é a cultura
de anteras, a qual tem se mostrado eficiente para diversas espécies, sendo uma alternativa
para acelerar os programas de melhoramento genético na cultura do cafeeiro. Ela é
considerada uma ferramenta importante, uma vez que pode auxiliar no melhoramento da
cultura, permitindo a obtencéo de hapléides em geracdes segregantes, o que leva a rapida
producdo de plantas homozigéticas através da duplicacdo do numero de cromossomos
numa Unica etapa, substituindo as gerac¢des de autofecundacao.

Diante do exposto, por meio da cultura de anteras, o objetivo deste trabalho foi
regenerar calos em anteras de Coffea arabica L. com o uso dos reguladores de crescimento
BAP e 2,4-D.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Biotecnologia/Cultura de Tecidos do
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia. Foi utilizado o
gendtipo de cafeeiro de Coffea arabica Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 plantado na area
experimental da Universidade Federal de Uberlandia.

Os botdes florais foram coletados por volta de 8:00 horas quando estavam com
tamanho de 4,5 a 6,0mm correspondendo a anteras contendo micrésporos uninucleados,
segundo Silva et al. (2004), depois foram mantidos em placas de Petri com papel de filtro
umedecido para evitar a desidratacdo dos mesmos. Ja no laboratério, os botdes foram
medidos e selecionados com o auxilio de um paquimetro e enrolados em uma gase para
posterior desinfestacdo que foi feita em alcool 70% por 20 segundos e hipoclorito de soédio
(2%) por 10 minutos sob agitacéo.

Em camara de fluxo laminar foram lavados trés vezes em 4gua destilada e
autoclavada. As anteras foram retiradas dos botdes florais através de uma incisdo em um
dos seus lados com o auxilio de estereomicroscopio, pinca e bisturi; sendo os ultimos
flambados a cada novo botdo. Posteriormente as anteras eram imersas por 1 segundo,
antes de serem inoculadas, em uma solucdo de &acido ascérbico na concentracdo de 600
mgL™, em hipoclorito de sédio & 0,2% e por fim em agua destilada e autoclavada,
respectivamente.

Para a obtencdo dos calos, as anteras foram inoculadas em tubos de ensaio,
contendo 20 ml do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com pH ajustado para 5.9,
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adicionado de 7 g/L de agar e previamente autoclavado, suplementado com o regulador de
crescimento 2,4-D na concentracdo de 2 mgL™ As inoculacbes das anteras ocorreram a
partir das 1™ semanas com florada. O material foi mantido em sala de crescimento com 25 +
2°C na auséncia de luz.

ApOs 90 dias da inoculacao, os calos obtidos foram sub-cultivados para o meio de
cultura sélido MS, acrescido de diferentes concentragdes de BAP (0,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mgL'l)
e 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mgL™") e foram transferidos para sala de crescimento sob
condi¢Ges de obscuridade, com temperatura de 26°C. As avaliagGes foram realizadas aos
90 dias ap0s a instalagdo do experimento, analisando as seguintes caracteristicas: numero
de calos embriogénicos (CE), numero de calos friaveis (CF), e diametro de calos (cm).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial de
4x4, com 6 repeticbes, sendo cada tubo de ensaio contendo um calo, considerado uma
parcela. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, com a utilizacdo dos
programas PROPHET, onde os residuos ndo apresentaram distribuicdo normal e as

variancias ndo foram homogéneas, e transformados em +/x +1/2; aplicacédo do teste Qui-

Quadrado, a 5% de probabilidade e SISVAR para o teste de Tukey na comparacdo das
médias com relagdo aos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teste de significAncia estatistica do quiquadrado realizado para calos fridveis da
cv. Catuai Vermelho 44 mostrou que de maneira geral aos 90 dias de cultivo o 2,4-D
sozinho ou combinado com concentracdes iguais ou proximas de BAP, foram os que
apresentaram um numero maior de calos fridveis, com excec¢do dos tratamentos com alta
concentracdo de BAP (8 mgL™ (Tabela 1). No entanto, estes Ultimos tratamentos ndo
induziram a formacéo de pré-embridides nos calos (Tabela 1). Calos fridveis e formacao de
pré-embridides também foram encontrados por Figueira et al. (2005) em anteras de café em
meio MS com 2 mgL'l de 2,4-D, obtendo 19,8% de pré-embridides, sendo 21,5%
pertencentes ao cv. Mundo Novo e 17,6% ao Catuai Vermelho 44, tendo estas estruturas
maiores indices quando estavam na auséncia de AgNOs.

Com relagédo ao didmetro dos calos néo foi detectada diferenca significativa entre os
tratamentos. Silva & Ferreira (2006) obtiveram resultados semelhantes ao deste trabalho
com a utilizacéo de BAP na inducdo a embriogénese somatica em calos oriundos de anteras
de café; os autores também nao verificaram diferenca significativa entre seus tratamentos
guanto a variavel didmetro; mas ao contrario deste trabalho, eles tiveram embrides
somaticos que posteriormente foram regenerados.
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Tabela 1. Valores de qui-quadrado para os calos friaveis e calos com pro-embridides em
anteras da cultivar Catuai Vermelho 44 aos 90 dias de cultivo in vitro.

Tratamentos Ndmero de fo-fe/fé* | Numero de fo-fe/fe**
(BAP + 2,4-D/mgL™) | calos friaveis calos com pro-
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

* Apenas diferengas > ou = a 2 sao signiicativas
** Apenas diferencas > ou = a 3 séo significativas

CONCLUSOES

2,4-D sozinho ou combinado com BAP em concentracdes iguais ou proximas, é
capaz de promover a formacgao de calos friaveis com pré-embridides.

Os reguladores BAP e 2,4-D nao foram eficientes no desenvolvimento dos pré-
embridides.
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