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Resumo:

Objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes concentrages de cinetina e acido indol butirico na indugéo de
calos em anteras de cafeeiro, oriundas de uma populagdo segregante F, C. arabica L. O experimento foi instalado em
condigdes assépticas, utilizando o meio de cultura “IC” (indugdo de calos). Os tratamentos constituiram de diferentes
concentracdes de cinetina (0, 2, 4 e 8 m L™) e 4cido indol butirico (0; 0,5; 1 e 2 mg L™) e com acréscimo de 2 mg L™ de
2,4-D ao meio de cultura. Para controle da contamina¢do causada por microrganismos, foram acrescidos ao meio de cultura
10 mg L™ de benomyl e 50 mg.L™ de cloranfenicol. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 4 com 4 repeticGes e 30 anteras por repeticdo. A varidvel analisada foi massa fresca de calos e 0s
dados submetidos a analise estatistica. Os resultados permitiram concluir que a acdo combinada entre uma auxina e
citocinina é necessaria para a inducéo de calos em anteras, sendo que combinacGes de cinetina e AIB atuam favoravelmente
na indugdo de calogénese em anteras de C. arabica L.
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INFLUENCE OF KINETIN AND INDOL BUTYRIC ACID IN THE CALLUS INDUCTION IN

COFFEE ANTHERS
Abstract:

This work was carried out to avaliate different concentrations of kinetin and Indol Butyric Acid in the induction of
callus in coffee anthers from a C. arabica L. segregated population. The experiment was installed in asepsis conditions,
using the medium IC (callus induction). The treatments had different concentrations of kenetine (0, 2, 4 and 8 mg.L™),
indol butyric acid (0; 0,5; and 2 mg.L™) and 2 mg.L™ of 2,4-D in the medium. To control microorganisms contamination it
was added to the medium 10 mg.L™ of Benomyl and 50 mg.L™ of choramphenical. The experimental design used here was
randomized factorial scheme 4x4 with 4 repetitions and 30 anthers per repetition. The results allows us to conclude that the
combination action between the auxin and cytokine is necessary to the induction of callogenesis in anthers, and that the
combination of kinetine and AIB acts very much favorable in anthers callogenesis from Coffea arabica L.

Key-words: callogenesis, coffee, androgynies, growth regulator
Introducdo

O meio de cultura é um dos fatores mais importantes para o sucesso da cultura de anteras e sua composicdo varia
conforme a espécie. Os meios mais amplamente usados na cultura de anteras sdo o “MS” (Murashige e Skoog, 1962) e
“W63” (White, 1963) e “N-H” (Nitsch e Nitsch, 1969) ou suas modificagbes com varios aditivos. Basicamente 0 meio é
composto por sais minerais, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento e agar (Morais-Fernandes, 1990). Para
estimular o desenvolvimento e a regeneracéo sdo utilizados reguladores de crescimento, tais como as auxinas, citocininas e
giberelinas.

A embriogénese é estimulada pelos reguladores de crescimento, sendo que a presenca destes, especialmente as
auxinas e citocininas no meio de cultura, aumentam a diviséo celular. Para se obter plantas di-haploides, via antrogénese, é
necessario adaptar a composicdo do meio de cultura ao agUcar ou aminoacidos junto com os reguladores de crescimento
(Nitsch, 1981).

Em muitas espécies, por razbes ndo conhecidas, a embriogénese direta é rara e as plantas tém que ser diferenciadas
a partir de calos. Para inducao destes, geralmente é necessario uma auxina, e para regeneracdo de plantas, um simples meio
bésico é suficiente, ou 0 uso de citocininas junto com baixa concentragdes de auxinas (Maheshwari, Rashid e Tyage, 1982).
Clapham (1973) mostrou que, em cereais, altas concentragdes de auxinas como 2,4-D sdo necessarias, € que usualmente
ANA, AlA e citocininas podem ajudar na inducéo de calos.

Alguns trabalhos mostraram grande potencial na formacéao de calos ou embrides, através da cultura de anteras, tais
como: anteras de milho inoculadas e mantidas por uma semana a 14°C e depois passadas para luz continua a 28°C ( Moro,
1987 ); trigo inoculado em meio liquido contendo 2,4-D e 20g de sacarose, mantidos em condigdes de escuro, com
temperaturas variando em 26 e 28°C (Zhou, Ball e Konzak, 1992); aspargo em meio “MS” contendo caseina hidrolisada,
glutamina, ANA, BAP, 5% de sacarose e a 35°C; batata com as anteras inoculadas em meio gelatinizado contendo amido e
batata a 3% com: BAP a 0,013 mM, AIA a 0,02 mM (Calleberg e Johansson, 1993).

Em trabalhos com cafeeiro, os meios mais utilizados séo os basicos, indutores de calos, embriogénese e meio para
desenvolvimento do embri&o. O meio béasico é o “MS” contendo 100 mg.L™ de inositol, 0,4 mg.L™ de tiamina, 30 mg.L™



de cisteina e 30 g de sacarose de consisténcia sélida. Para 0 meio indutor de calos utiliza-se 0 meio basico acrescido de 2
mg.L™ de AIB e 8 mg.L ™ de 2-isopentil adenina (2ip).

Aradjo et al. (2003 a) obtiveram respostas de calogénese, em anteras de C. arabica cv. Acaia Cerrado, utilizando o
meio bésico “MS” acrescido de 2 mg L™ de 2,4-D combinado com 2 mg L™ de cinetina. Resultados promissores também
foram obtidos pelos mesmos autores, quando adicionaram ao meio “MS” 1 mg L™ de 2,4-D juntamente com 1 mg L™ AIB.

Entretanto, Araldjo et al. (2003 b), verificando calogénese em C. arabica cv. Rubi, observaram interacao
significativa entre 2,4-D e cinetina para porcentagem de inducdo de calos e peso da matéria fresca, sendo que as melhores
respostas foram obtidas quando empregaram 2 mg L™ de 2,4-D e 4 mg L™ de cinetina. Pelos resultados obtidos para
calogénese em anteras de cafeeiro, independente do material genético, puderam concluir que é necessaria uma auxina
juntamente com uma citocinina, e ainda que ambos os materiais respondem de forma diferente as concentragfes dos
reguladores de crescimento.

Além dos reguladores de crescimento, compostos organicos sdo adicionados ao meio de cultura, para suprirem as
necessidades metabdlicas, energéticas e estruturais das células. De todos os aditivos, a agua de coco é o que tem sido mais
utilizada para um grande nimero de espécies “in vitro”, ndo somente para estimular o crescimento do calo, mas também
para aumentar a formacao de embrides.

Objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes concentrag@es de cinetina e acido indol butirico na indugdo de
calos em anteras de cafeeiro, oriundas de uma populacgéo segregante F, C. arabica L.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. Plantas matrizes, mantidas pelo setor de cafeicultura da UFLA e
oriundas do cruzamento entre ‘Catucai e Catuai’, constituiram a populacdo segregante F,. Foram realizadas todas as
recomendacdes agrondmicas necessarias para o controle fitossanitario nas plantas matrizes.

Botdes florais desta populagdo segregante F, de C. arabica L., com 4,5 mm a 6 mm de comprimento, foram
coletados entre 8 e 9 horas da manha e lavados em &gua corrente durante 5 minutos, mantidos por 1 minuto em alcool 70%,
durante 15 minutos em solucéo de hipoclorito de sodio 1,4% e, finalmente, em cdmara de fluxo laminar, lavados trés vezes
com agua destilada autoclavada. Em camara de fluxo laminar, os experimentos foram instalados em placas de petri de
poliestireno de 100 mm de diametro, previamente desinfetadas com formol, nas quais 20 ml do meio de cultura ap6s ser
autoclavado foram adicionados. As anteras foram extraidas dos botdes ainda fechados, por meio de uma incisdo em um dos
seus lados. O experimento foi instalado em condigdes assépticas, utilizando meio de cultura “IC” proposto por Berthouly e
Michaux-Ferriere (1996) suplementado com diferentes concentracdes de cinetina (0, 2, 4 e 8 mg.L™), 4cido indol butirico
(0;0,5; 1 e 2 mg.L™ e acrescido de 2 mg.L™ de 2,4-D.

Ao meio nutritivo sélido “IC”, foi acrescido de 600 mg.L™ de 4cido ascérbico e o pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes
de ser autoclavado a 120°C, 1,2 atm, durante 20 minutos. Apés a autoclavagem, quando o meio apresentava a temperatura
de aproximadamente 40°C, acrescentaram-se 50 mg.L™ de cloranfenicol e 10 mg.L™ de benomyl.

As anteras de C. arabica foram inoculadas assepticamente em meio nutritivo e transferidas para estufa tipo BOD,
com temperatura de 27 + 1°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 4, com 4 repeti¢des
e 30 anteras por repeticao.

Aos 90 dias apo6s a instalagdo do experimento, analisou-se 0 peso da massa fresca dos calos.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, com aplicacdo do teste de F a 5% de probabilidade e as
médias analisadas por regressdo polinomial.

Resultados e Discussao

O resumo da andlise de variancia estd apresentado na Tabela 1. Pode-se observar que a interacdo entre os fatores
foi significativa a 5% de probabilidade para a varidvel analisada.

TABELA 1. Resumo da andlise de variancia para a caracteristica peso da massa fresca de calos (mg). UFLA, Lavras, MG,
2004,

Causas de variaco GL Quadrado médio (massa fresca de calos em mg)
Cinetina 3 0,003637 ns
AlIB 3 0,000384 ns
Cinetina*AIB 9 0,005338 *
Residuo 48 0,002287

C.V.(%) 15,32
Média geral: 0,3121406

ns - ndo significativo
* significativo a 5 % de probabilidade, pelo teste de F.



O resultado da anélise de variancia para o desdobramento de cinetina dentro de cada concentracdo de AIB esta
apresentada na Tabela 2. Observa-se a significancia nas concentracdes de 0 e 1 mg L™ de AIB, sendo que para a
concentragdo de 1 mg L™ foi significativo a 6% de probabilidade.

TABELA 2. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentragdes de cinetina dentro de cada concentracéo
de AIB. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Causas de Conc. de AIB GL Quadrado médio
variagéo mg L-*
Cinetina (0) 3 0,009794 **
Cinetina (0,5) 3 0,002199 ns
Cinetina (1,0) 3 0,006189" *
Cinetina (2,0) 3 0,001471 ns
Residuo 48 0,002287

ns - ndo significativo
Lx @ ** significativo a 6 e 1% de probabilidade respectivamente pelo teste de F.

O resultado da analise de variancia para o desdobramento de AIB dentro de cada concentragdo de cinetina esta
apresentado na Tabela 3. Observa-se que foram significativas apenas as concentragdes de 0 e 8 mg L™ de cinetina.

Analisando-se a Figura 1 observa-se que a maior resposta no aumento da massa fresca de calos ocorreu até a
concentracdo de 8 mg L™ de cinetina, sendo esta a concentracdo maxima utilizada no experimento, combinada com 1 mg L~
! de AIB. Contudo, neste experimento empregaram-se 2 mg L™ de 2,4-D, partindo-se do pressuposto que esta é a melhor
concentracdo deste regulador de crescimento, conforme analisado por Maciel (2001), Pald (2002 ) e Pald et al. (2002). A
presenca desta auxina ajuda a explicar a pouca variacdo do peso dos calos, quando se utilizou 0 mg L™ de AIB, combinado
com as diferentes concentrac@es de cinetina.

TABELA 3. Resumo da analise de variancia do desdobramento de concentracfes de AIB dentro de cada concentracdo de
cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Causas de Conc. de cinetina GL Quadrado médio
variagéo mg L-*
AlIB 0) 3 0,006527 *
AlIB 2 3 0,001162 ns
AlIB (4) 3 0,001476 ns
AlB (8) 3 0,007234 *
Residuo 48 0,002287

ns - ndo significativo

* significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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FIGURA 1. Massa fresca de calos em anteras de C. arabica L. populagdo segregante F, em diferentes concentracGes de
cinetina e AIB. UFLA, Lavras - MG, 2004.



Observacgdes semelhantes podem ser feitas na Figura 2, quando houve o desdobramento de concentracfes de AIB
dentro de cada concentragdo de cinetina. Cabe ressaltar que a melhor resposta foi obtida quando se combinou 1 mg L™ de
AIB com 8 mg L™ de cinetina. Entretanto, pode-se observar baixa variacdo no peso dos calos. Estes dados, discordam
daqueles encontrados por Palu et al. (2002) e Aradjo et al. (2003a), os quais verificaram que a maior porcentagem de calos
ocorreu na presenca de 2 mg L™ de AIB, na auséncia de 2,4-D e com 1 mg L™ de 2,4-D combinado com 1 mg L™ de AIB e
com 2 mg L™ de 2,4-D, na auséncia de AIB. Verificaram, ainda, que concentragdes de AIB acima de 2 mg L™ promoveram
uma diminui¢do no peso da massa fresca dos calos, principalmente quando combinadas com concentracBes crescentes de
2,4-D.
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FIGURA 2. Massa fresca de calos em anteras de C. arabica L. populacao segregante F, em diferentes concentracdes de AlB
e cinetina. UFLA, Lavras — MG, 2004.

Conclusoes

Combinacdes de citocinina e AIB atuam favoravelmente na inducéo de calogénese em anteras de C. arabica L.
sendo que as melhores respostas foram obtidas quando adicionou 8 mg L™ de citocinina combinada com 1 mg L™ de AlB.
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