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Introducéo

Alelopatia sdo interacBes bioquimicas entre organismos de uma mesma comunidade,
onde a interferéncia entre plantas se processa por meio de compostos (aleloquimicos) auto
elaborados e liberados no ambiente por seus tecidos vivos ou pela decomposicao de tecidos
mortos (RICE, 1984; ALMEIDA, 1991; LORENZI, 2000).

Os aleloquimicos podem atuar em processos relacionados ao crescimento (divisao
celular, sinteses organicas, interacdes com hormonios, efeitos na sintese ou atividade de
enzimas); ao metabolismo respiratério; a fotossintese (movimento estomatico, contetdo de
clorofila, area foliar, fotofosforilacdo, atividade de ATPase da membrana do cloroplasto) e a
absorcdo de nutrientes (acimulo mineral, absorcdo de ions, efeitos nas membranas e nas
relagdes hidricas) (DURIGAN e ALMEIDA, 1993). E importante lembrar que os efeitos
benéficos de uma planta sobre outra ndo devem ser desvinculados do conceito de alelopatia,
uma vez que um dado composto quimico pode ter efeito inibitdério ou estimulante,

dependendo da concentracdo do mesmo no meio ambiente (RICE, 1984).

A cultura do cafeeiro, plantada sobre restos ou consorciada com a cultura do milho
(Zea mays), pode sofrer interferéncias devido aos efeitos alelopaticos, provavelmente pela
existéncia de um composto chamado 2-benzoxazolinona (BOA) (FRANCA, 2007), que
provoca danos nas células, e a enzima benzoxazinone glicosidase, que promove a hidrélise do
glicosideo (NAIR et al., 1990). Uma maneira de avaliar o modo de a¢do de um aleloquimico
especifico € por meio do monitoramento do efeito deste sobre as principais funcbes das
plantas. As pesquisas tém permitido concluir que os aleloquimicos interferem em processos

metabolicos primarios no sistema de crescimento das plantas.

Dentre os tipos de técnicas biotecnologicas, a micropropagacédo de plantas in vitro € a
mais antiga aplicada ao melhoramento de plantas, e a sua importancia em algumas espécies é
indiscutivel (CARVALHO, 2008). A cultura de tecidos (CT) consiste em cultivar tecidos



vegetais (explantes) em meio altamente controlado (nutrientes e reguladores de crescimento)
e asséptico, mantendo condicGes controladas de luminosidade e temperatura.

Os métodos de CT permitem a producdo de plantas relativamente uniformes em
grande escala, em menores periodos de tempo em relacdo aos métodos convencionais. Em
cafeeiro, os estudos com CT foram iniciados por Staritsky (1970), através da inducdo de
embrides somaticos a partir de internddios de Coffea canephora. Atualmente trés diferentes
métodos podem ser usados: microestacas, embriogénese somatica direta ou embriogénese
indireta (SONDAHL, 1985).

Matiello et al. (2005) recomendam a utilizacdo do milho como cultura intercalar,
salientando sua importancia como protecdo contra ventos em lavouras jovens, como renda
extra e por fornecer palhada (matéria organica) ao solo.

O efeito inibitério de palhada do milho no desenvolvimento das mudas recém-
transplantadas é dependente do genotipo do milho, podendo estimular ou reduzir o
desenvolvimento do cafeeiro. A implantagdo da cultura de café em areas plantadas com milho
em anos anteriores tem mostrado efeitos negativos sobre o desenvolvimento das mudas
transplantadas, provavelmente devido aos alelogquimicos do milho deixados no solo
(SANTOS et al., 2003; ALVES, 2003; FRANCA et al., 2007).

Foi proposto o desenvolvimento de técnicas laboratoriais de CT vegetais que possam
auxiliar na identificacdo dos efeitos aleloquimicos entre os diferentes cultivares de milho e de
café, uma vez que a identificacdo em campo poderia acontecer numa cultura perene, somente
apos 1 a 2 anos de plantio.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus Machado. Extratos
aquosos de diferentes partes do milho foram adicionados ao meio de cultura para
micropropagacao do cafeeiro.

Obtencéo de extratos aquosos

A técnica utilizada foi a de extracdo a frio preconizada por Barnes et al. (1987).
Amostras de matéria fresca do material vegetal de milho (50 g da cultivar AG-1051) foram
colocadas em estufa com circulagdo de ar forcada a temperatura de 55°C até a obtencéo de
peso constante, padronizado em 7 g para cada amostra. Posteriormente, cada amostra foi
imersa em agua destilada até a cobertura das folhas e deixada em repouso sob temperatura



ambiente (20 °C) durante 24 h. Os extratos foram obtidos por filtragem em papel tipo
Whatman 2 e a parte solida foi descartada (ALVES, 2007). O volume do extrato previamente
filtrado foi aferido para 100 mL em cada tratamento e adicionado ao meio de cultura. O
volume do extrato aquoso representou 40% do meio.

Micropropagacao in vitro

Folhas recém expandidas do cultivar Catuai 15, cultivadas em vasos de 18 litros,
mantidas na casa de vegetacdo, oriunda do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus Machado, foram coletadas como fontes de
explantes para inducdo da calogénese e da embriogénese somética. O controle fitossanitario
das plantas foi realizado sete dias antes com fungicida da classe dos triazois (Priori Xtra), e 48
horas antes com fungicida da classe das estrobilurinas (Amistar) a fim de controlar a infeccao
por fungos, sendo as dosagens utilizadas conforme recomendacdo do fabricante. As folhas
foram coletadas no inicio da manha, conduzidas ao laboratério, onde foram lavadas para
retirar residuo e contaminacdo existente na epiderme. Apos este processo foram levadas para
camara de fluxo laminar e submetidas a desinfestacdo superficial com alcool etilico a 70% por
um minuto. Em seguida, foram tratadas com hipoclorito de célcio a 4% contendo Tween 20
0,04% (v/v) por 10 minutos. Novamente as folhas foram introduzidas em alcool etilico a 70%
por 1 minuto e tratadas com hipoclorito de sédio a 2,4% contendo Tween 20 0,04% (v/v) por
10 minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes em agua deionizada autoclavada e cortados
explantes com cerca de 7 x 7 mm, excluindo-se a nervura central, sendo entéo inoculados com

a superficie adaxial em contato com o meio de cultura (SONDAHL et al., 1985).

Apds a desinfestacdo, os explantes foram cultivados em placas de Petri de poliestireno
cristal estéreis (90 x 15 mm de didmetro) contendo 25 a 30 mL de meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) adicionado de vitaminas de Gamborg, cisteina 0,272 mM, BAP 5,0 uM, 2,4-D

10 uM, Phytagel® 2,6 mgL'l. O meio foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 1,1 atm

de pressdo. O pH foi ajustado para 5,7, anteriormente a autoclavagem. As placas continham
sete explantes em cada, sendo mantidas em cadmara de germinagédo do tipo B.O.D, a 25 °C
com fotoperiodo de 16 horas de escuro.

Os tratamentos foram: T1: testemunha sem a adigéo de extrato aquoso; T2: extrato da
Raiz; T3: extrato do caule; T4: extrato da folha; T5: extrato da flor: T6: extrato do fruto.

A avaliacdo foi realizada no 25° dia, utilizando lupa estereoscopica para contagem do
numero e o tipo de calo em desenvolvimento como descrito por Barbosa (2003).



O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 10 repeticdes por
tratamento.

Resultados e Discussao

As plantas apresentaram o inicio da calogénese ao sexto dia apds inoculagdo dos
explantes. O primeiro tratamento a apresentar o aparecimento de calos foi o tratamento que
possuia a adi¢do de extrato aquoso do fruto do milho, sugerindo a presenca de substancia que
induziu a aceleracdo na formacéo de calos.

No 25° dia foi possivel observar a presenca de calos cicatriciais, nodulares e calos
mistos. N&o foi observada formacdo de embrides, sendo que o surgimento desses sé foi
constatado por Barbosa (2003) aos 114 dias ap6s a inoculagéo.

Tabela 1: Porcentagem de explantes foliares de café arabica, cultivar Catuai 15 com presenca
de calos.

Tratamentos % de explantes com calogénese
Testemunha 100

Raiz 94,28

Caule 93,61

Folha 28,57

Flor 9,09

Fruto 93,61

Tabela 2: Numero médio de calos por explante foliar de café em funcédo de diferentes extratos
aquosos de milho.

Tratamentos Meédias
Testemunha 14,829 a
Fruto 9,041 b
Raiz 7436 b
Caule 6,958 b
Folha 0,854 c
Flor 0,084 c

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os tratamentos que apresentaram menor frequéncia calogénica (28,57% para folha e
9,09% para flor) e menor média de explantes com calos (0,85 para folha e 0.084 para flor)
podem ser observados nas tabelas 1 e 2. Explantes cultivados em meio contendo extrato de
Folha (Figura 1C) e Flor (D) apresentaram menores niveis de calogénese. Os tratamentos
Raiz (E), Caule (B) e Fruto (F) apresentaram reducdo na frequéncia calogénica e na média de
calos por explantes se comparados com a testemunha (Figura 1A), porém um nivel maior se
comparados aos tratamentos contendo extratos da folha e do fruto. I1sso nos mostra que a

substancia alelopatica encontrada no milho apresenta maior concentracéo nestes tecidos.



Apesar dos altos niveis de oxidacdo em alguns explantes, ndo ocorreu a inibicdo da

formacéo de calos.

Figura 1: Explantes foliares de café arabica inoculados em meio de cultura sem extrato
aquoso (A). Explantes inoculados em meio de cultura com a adi¢éo de extrato aquoso oriundo
do caule do milho (B); folha (C); Flor (D); Raiz (E) e Fruto (F).

Conclustes
Com os resultados desse trabalho, pode-se concluir que:
Todos os 6rgdos da cultura do milho possuem substancias alelopaticas com a cultivar
de Catuai 15 quando cultivados por meio de cultura de tecidos;
Os extratos aquosos da flor e folha do milho proporcionaram maior inibicdo a

calogénese em explantes foliares de café.
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