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crescimento 2,4-D e TDZ.
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INTRODUCAO

Por se tratar de cultura perene propagada via semente, os programas de
melhoramento do cafeeiro Coffea arabica demandam aproximadamente 25 anos desde a
hibridacdo até a obtencdo de uma nova variedade. Sendo assim, a cultura de anteras é
considerada uma ferramenta importante, uma vez que pode auxiliar no melhoramento da
cultura, pois permite a obtencéo de haploides em geracdes segregantes, o que leva a rapida
producdo de plantas homozigoéticas através da duplicagdo do nimero de cromossomos
numa unica etapa, substituindo as geracdes de autofecundacdo. Além dos haplbides serem
livres dos problemas de dominancia e recessividade, por possuir apenas um alelo em cada
loco génico, acelerando drasticamente o processo de obtencdo de novas cultivares
(Andrade, 1998).

No Brasil, o C. arabica apresenta poucos progressos com relacdo a aplicacdo da
cultura de anteras. Com isso objetivou-se com este trabalho avaliar, em diferentes épocas, 0
efeito dos reguladores de crescimento 2,4-D e TDZ na indugdo de calos em anteras de
Coffea arabica.

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 botbes foram
medidos e selecionados com o auxilio de um paquimetro e enrolados em uma gase para
posterior desinfestagdo que foi feita em alcool 70% por 20 segundos e hipoclorito de sodio
(2%) por 10 minutos sob agitacéao.

Em camara de fluxo laminar foram lavados trés vezes em &gua destilada e
autoclavada. As anteras foram retiradas dos bot6es florais através de uma incisdo em um
dos seus lados com o auxilio de estereomicroscopio, pin¢a 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 ascorbico na concentracdo de 600
mgL™, em hipoclorito de sodio & 0,2% e por fim em agua destilada e autoclavada,
respectivamente.

As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo 20 ml do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com pH ajustado para 5.9, adicionado de 7 g/L de agar e
previamente autoclavado, suplementado com os reguladores de crescimento 2,4-D e TDZ
nas combinacdes das concentracdes 2, 4, 6 e 8 mgL™' x 0 e 0,5 mgL™, respectivamente. As
inoculacdes das anteras ocorreram a partir das 1° semanas com florada. O material foi
mantido em sala de crescimento com 25 + 2°C e presenca de luz.

Apo6s 30, 60 e 90 dias da inoculacado dos explantes, foram avaliadas as variaveis
oxidacéo e calosidade assim como a interferéncia dos dias nas mesmas.

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, em esquema
fatorial 4 x 2 x 3 (concentracBes de 2,4-D e TDZ, respectivamente e época de avaliagao)
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com quatro repeticdes por tratamento, sendo cada trés tubos uma repeticdo, com cinco
anteras por tubo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, com a utilizacdo do
programa SANEST e as médias das concentraces de TDZ foram analisados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade e as concentracbes de 2,4-D e o fator época de avaliacao
foram analisadas por regressao polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminacdo se manteve baixa em todo o experimento ndo interferindo nos
resultados. Com relacdo a varidvel oxidacdo, as combina¢gBes dos reguladores de
crescimento 2,4-D e TDZ néo diferiram estatisticamente. Porém a que apresentou o maior
ndmero de anteras oxidadas foi a concentracdo de 8 mgL™ de 2,4-D associada & 0,5 mgL™
de TDZ.

A alta concentracdo do regulador 2,4-D pode ter influenciado numa maior oxidacéo.
Giri et al. (1993) afirmaram que a presenca de 2,4-D no meio de cultura estid associada a
uma maior oxidacédo do tecido. Figueira (2002), trabalhando com subcultivo de anteras de
cafeeiro em doses menores de 2,4-D também obteve 100% de anteras oxidadas. A
presenca do regulador de crescimento TDZ no meio de cultura também pode influenciar no
processo de oxidacao das anteras.

A época de avaliagdo também interferiu significativamente, sendo que quanto maior
o periodo de avaliacdo, maior foi 0 nimero de anteras oxidadas (Figura 1)
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Figura 1: Numero de anteras oxidadas aos 30, 60 e 90 dias ap0és a inoculagédo das anteras
da cultivar Catuai vermelho 44.

Houve diferenga significativa entre as concentragées de 2,4-D em relagdo a variavel
calosidade de forma que a concentracdo de 2mgL™ resultou em uma maior média de
calosidade. A partir desta, foi observado um decréscimo significativo de calosidade nas
concentracdes de 4 e 6mgL™, seguido de um aumento da mesma na concentracio de 8mgL®
! porém ainda se mantendo abaixo da primeira (Figura 2).

A interacdo entre as concentracdes de 2,4D e TDZ foi significativa na inducédo de
calos em anteras. Em termos de valores absolutos a combinacdo dos reguladores 2,4-D e
TDZ nas concentracdes de 2,0 mgL™ e 0,0 mgL™, respectivamente, foi a que resultou no
maior nimero de anteras com calos, apesar de nao diferir das demais combinacfes, com
excecdo daquela em que se utilizou 6,0 mgL™ de 2,4-D e 0,0 mgL” de TDZ, a qual
estatisticamente proporcionou uma menor calosidade nas anteras inoculadas (Tabela 1).
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Calosidade em diferentes concentracdes de 2,4-D
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Figura 2: Numero de anteras com calos sob diferentes concentracdes de 2,4D, cultivar
Catuai Vermelho 44.

Tabela 1. % de calosidade de anteras, cultivar Catuai vermelho 44, submetidas a diferentes
concentracdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e TDZ,

Reguladores de Crescimento Médias Originais Média(%)
2,4-D (mgL™) | TDZ (mgL™)
2 0 4,66 a 93,2

0,5 451 a 90,2
4 0 4,05 a 81

0,5 3,71a 74,2
6 0 3,28 Db 65,6

0,5 4,37 a 87,4
8 0 4,35a 87

0,5 3,63 a 72,6
Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

De acordo com Figueira et al (2005), os reguladores de crescimento 2,4-D (6 mgL™)
e TDZ (0,5 mgL™) foram eficientes na inducdo de calos; porém ndo promoveram a
regeneracdo dos mesmos para a cultivar Catuai Vermelho.

Maciel (2001) e Palu (2002) citam que pelos resultados obtidos para a indugédo de
calogénese em anteras de cafeeiro, observa-se que é necessaria uma auxina juntamente
com uma citocinina. Dentre as auxinas sintéticas, o 2,4-D é sem dlvida a mais adequada a
inducdo e manutencéo do calo (Gamborg et al., 1976).

Essas citagbes confirmam os resultados do presente trabalho onde a interacdo dos
reguladores de crescimento 2,4-D, que é uma auxina, e o TDZ, que é um regulador de
crescimento com agéo citocininica, mostrou-se eficiente a indugdo de calos. Além disso, o
regulador de crescimento 2,4-D apresenta carater indutor para o intumescimento e
calosidade conforme proposto por Torres et al. (1998).
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CONCLUSOES

2,4-D na concentracdo de 2,0 mgL™ sem TDZ foi a que resultou no maior
namero de anteras com calos.

O aumento do periodo de avaliagdo proporcionou um maior niamero de anteras
oxidadas.
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