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INTRODUCAO

A cafeicultura tem se expandido de tal forma, que cada vez mais tém se exigido
melhores padrbes na qualidade da bebida, na produtividade dos grdos, na maturacdo
uniforme em épocas diferenciadas de colheita e resisténcia e, ou, tolerdncia a doencas,
pragas e a condicdes adversas do meio ambiente e ainda a obtencdo de novos cultivares
adaptados as diferentes regifes cafeeiras e aos sistemas de cultivo. O uso de cultivares
melhoradas geneticamente pode ser a solugdo, uma vez que os programas de melhoramento
tém apresentado resultados promissores na cultura do café, no que se refere ao aumento de
produtividade e obtencdo de novos cultivares. As técnicas convencionais de melhoramento
tém sido amplamente utilizadas neste propdsito. O melhoramento genético do cafeeiro por
meio de métodos convencionais, é um processo demorado, podendo levar mais de 30 anos
para se obter uma nova cultivar.

A reducdo deste tempo é possivel por meio da produgéo de linhagens homozig6ticas
oriundas de dihaploides. Existem alguns métodos para a obtencdo de di-haplbides, cuja
eficiéncia é variavel de acordo com a espécie. Uma das técnicas € a cultura de anteras, a
gual tem se mostrado eficiente para diversas espécies, sendo uma alternativa para acelerar
os programas de melhoramento genético na cultura do cafeeiro. Para se obter plantas di-
hapléides, via androgénese, € necessario adaptar a composi¢do do meio de cultura ao aclcar
ou aminoécidos junto com os reguladores de crescimento (Nitsch, 1981).

Uma das linhas que esta sendo explorada com o continuo aumento dos estudos com
o cultivo in vitro de vegetais é a composicdo e a influéncia de gases nos recipientes de
cultivo. O etileno é um regulador de crescimento gasoso natural da planta. No cultivo in vitro,
a producdo e agdo desse gas nos recipientes de cultivo afetam diretamente a resposta do
explante, sendo ela positiva ou negativa (Pasqual et al., 2002). Por causa da acdo negativa,
h& varios estudos sobre os inibidores do etileno, como por exemplo o nitrato de prata
(AgNO3).

Neste sentido este trabalho teve o objetivo estudar o efeito do etileno e do nitrato de
prata na inducéo e regeneracao in vitro de embrides em anteras de Coffea arabica L.

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 99 plantado na area experimental da
Universidade Federal de Uberlandia.

Os botdes florais foram coletados e desinfestados. As anteras foram retiradas e
inoculadas em placas de petri esterilizadas com meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
acrescido de 2 mgL™ de 2,4-D na auséncia e presenca de 5 mgL™ de nitrato de prata. Apds a
inoculacdo foi colocada no centro de cada placa uma gota de ETHREL® com auxilio de uma
seringa previamente esterelizada. As placas foram lacradas e colocadas no escuro por
diferentes periodos (testemunha, 2, 4, 6, e 8 dias). Logo apés cada periodo, as placas foram
abertas em camara de fluxo laminar para que o ETHREL® fosse completamente evaporado e
em seguida lacradas novamente e colocadas no escuro até 8 dias. Em seguida foram levadas
para a sala de crescimento com temperatura de 26°C com 16 h de luz, onde permaneceram
até 12° dia apos a inoculacao.
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Ao final dos 12 dias, as anteras foram transferidas para um meio de regeneracao
intitulado de meio R pelos autores (Sibi et al., 1979), acrescido de 0,108 mgL™ de cinetina,
permanecendo nele por 30 dias.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), num fatorial de 5x2,
sendo o 1° fator: dias na presenca com etileno (2, 4, 6, 8 dias e testemunha) e 2° fator:
auséncia e presenca de 5 mgL™* de AgNOs, num total de 10 tratamentos, com 4 repeticées,
sendo cada placa de Petri uma parcela contendo 25 anteras por placa. Apds 12 dias da
inoculacéo, avaliou-se a percentagem de anteras oxidadas, contaminadas e com calosidades,
e aos 30 dias pés-inoculacdo no meio R fez-se outra avaliacdo considerando-se 0s mesmos
caracteres e o numero de pré-embriéides. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica, com a utilizagdo dos programas PROPHET, onde os residuos ndo apresentaram

distribuicdo normal e as variancias ndo foram homogéneas e transformados em X +1/2; e
SISVAR, com aplicacdo do teste de F, a 5% de probabilidade e teste de Tukey para

comparacdo das médias e regressao polinomial para estudo do etileno nos diferentes dias
avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A oxidacdo e contaminacdo das anteras foram menores no tratamento que nao
continha etileno (Tabela 1), que provavelmente contribuiu para maior oxidacédo e necrose das
anteras.

Tabela 1. Percentagem de anteras oxidadas e contaminadas da cultivar Catuai Vermelho 99
em funcédo dos dias em meio de cultura em contato com etileno (ETHREL®).

Tempo de contato com o Etileno (Dias) Média
N 0 2 4 6 8
OXIDACAO
11,74b 2365a 20,63a 22,36 a 21,52 a 19,96
CONTAMINA(;AO 3461b 1731la 17,70 a 16,52 a 13,96 a 20,01

Médias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A contaminacdo também foi influenciada significativamente pelo nitrato de prata,
sendo 41,6% e 58,4% na presenca e auséncia de nitrato de prata, respectivamente. Uma
hipbtese para este resultado € que a presenca de nitrato inibiu a proliferagcdo de
contaminantes, como fungos ou bactérias. Marques (2005) também obteve uma
contaminacéo considerada alta, equivalente a 35,87%, quando comparada a 2% obtidos por
Pali (2002) com o uso de solucao de PPM ™ a 25% (v/v). Aradjo (2004) visando a
calogénese em anteras oriundas de uma populacdo segregante F2 de C. arabica L. verificou
que a adicdo de fungicida e bactericida ao meio de cultura reduziu consideravelmente a
contaminacdo causada por microrganismos. Entretanto, o uso destes produtos in vitro tém
sido limitados devido a grande toxicidade para as células de plantas (Arruda, 2000).

De maneira geral os melhores resultados para a formacdo de calos nas anteras
ocorreram nos tratamentos que tinham AgNO3 e com relacdo ao etileno, a auséncia e os
primeiros dias de inoculagdo em contato com este, no meio de cultura, mostraram-se mais
responsivos quanto a formacao dos calos e a medida que o tempo de permanéncia no etileno
aumentou o nimero de calos (Figura 1). Segundo Figueira (2005), o etileno, provavelmente,
exerce um efeito benéfico na sua inducdo em cultura de anteras em café.
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Figura 1. Nuomero de calos formados, em contato com etileno em diferentes dias de
inoculacéo.

Aos 30 dias de cultivo em meio R foi observado uma possivel embriogénese direta nas
anteras provenientes dos tratamentos com e sem AgNO; e que ndo tiveram contato com o
etileno. De acordo com Kumar et al. (2006) os efeitos do nitrato de prata na embriogenese
somética sustenta a hipotese de que este composto age como um agente promotor da
embriogénese somética direta e da formacdo de calos na embriogénese somatica indireta,
gue podem estar atribuidos na regulacéo do etileno durante a agdo em estégios especificos
na embriogénese de Coffea. De acordo com os resultados, provavelmente, o AgNO;
juntamente com o 2,4-D foi quem ocasionou a embriogénese direta em anteras que nao
tiveram contato com o etileno, ao contrario dos outros resultados que mostram que o etileno é
um bom agente indutor da embriogénese, sendo o nitrato de prata benéfico em alguns casos
e contrarios em outros. Trabalhos como os de Figueira (2005) e Gurel et al. (2000), relatam
esta discordancia da acao do nitrato de prata na inducéo de pré-embriéides, ndo conseguindo
induzir a formag&o dos mesmos.

CONCLUSOES

O AgNO; age como inibidor de contaminantes e juntamente com etileno, favorece a
calosidade das anteras da cv. Catuai Vermelho 99.

O AgNO; juntamente com 2,0 mg L™ de 2,4-D podem promover embriogénese direta.
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