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RESUMO

O Coffea arabica apresenta poucos progressos quanto a aplicagdo da cultura de anteras.
Foram avaliados o estadio ideal do explante e o efeito dos pré-tratamentos por choque
frio(4°C), de calor(35°C), e & temperatura ambiente de botdes florais e a influéncia do
regulador de crescimento 2,4-D na indugdo de embrides em anteras de cafeeiro. Foram
utilizados trés cultivares de Coffea arabica L., Mundo Novo, Catuai Vermelho 44 e 99. Os
botdes florais foram coletados e analisados citologicamente, para os pré-tratamentos, 0s
mesmos foram desinfestados e as anteras inoculadas em meio MS suplementado com 2,4-D
nas concentragdes 0,005, 0,05, 0,5 ¢ 5,0 uyM. O delineamento experimental foi de blocos
casualizados, com 4 repetigdes por tratamento, constituindo cada placa uma parcela, composta
de 20 anteras por placa. A analise das cultivares estudadas demonstrou que existe uma
relagio entre o comprimento do botdo floral com as anteras e com o estadio de
desenvolvimento dos microsporos. Em algumas, apos o intumescimento, manifestou-se uma
pequena calosidade, mas estas e as demais oxidaram e morreram. A cultivar Catuai 99

apresentou os melhores resultados.

Palavras-chave: anteras, Coffea arabica, cultivo in vitro.
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1- INTRODUCAO

1.1-O CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, na qual o género Coffea abrange cerca de 60
espécies, apresentando grande heterogeneidade entre elas. No entanto, possuem caracteristicas
diferenciadas quanto & forma dos frutos e flores, e resisténcia a diversas moléstias e pragas
(GRANER & GODOY, 1967).

Coffea arabica L. é considerada uma espécie nobre, com café de boa qualidade,
possuindo mais de 40 mutantes e muitas variedades. E tetraploide, autofértil, ocorrendo 10 a
12% de fecundagdo cruzada. Apresenta raiz pivotante profunda e raizes secundarias
ramificadas. O caule Unico e os ramos ortotropicos podem dar origem as folhas e aos ramos
plagiotropicos. Os ramos plagiotropicos dao origem as folhas ¢ aos botdes florais. Quando
maduros, os frutos sdo drupas amareladas ou avermelhadas, possuindo superficie lisa,
exocarpo delgado, mesocarpo carmoso € endocarpo fibroso. O endosperma possui uma
pelicula prateada, € na sua base aloja-se o embrido (GRANER & GODOY, 1967).

As folhas do cafeeiro apresentam coloragdo verde escura, sdo elipticas a lanceoladas,
aparecem nos ramos laterais num mesmo plano e em posigdes opostas, inserindo-se cada uma

10 ramo por um peciolo plano na parte superior e convexo na inferior. Cada inflorescéncia

compreende duas a seis flores originadas em ramificagdes de um eixo floral formado numa



axila foliar de um ramo plagiotrépico. Um a trés destes eixos florais, correspondentes a outras
inflorescéncias, inserem-se normalmente em cada axila, formando glomérulos (CARDOSO,
1994).

Cada flor tem um pedinculo, na extremidade do qual se situa o ovario, em coroa sobre
este inserem-se as sépalas, semelhantes a folhas mintsculas, que formam o calice. Acima
deste sai a corola, constituida por cinco pétalas soldadas na base, formando um tubo
cilindrico. Do ovario sai o estilete que percorre o interior do tubo da corola até sair acima da
superficie desta. Na sua extremidade contém o estigma. Os estames sdo em nimero de cinco e
tém os filetes soldados com a base das pétalas. Nas suas extremidades encontram-se as
anteras, que se apresentam sob a forma de bolsas alongadas, contendo os grios de polen, que
sdo libertados por uma fenda longitudinal (CARDOSO, 1994).

No inicio dos estudos genéticos do género Coffea tomou-se como padrdo a espécie
Coffea arabica L., sendo primeiramente denominada de C. arabica var. typica, descrita por
Linneu; atualmente denominada Coffea arabica var. arabica (CARVALHO, 1993; FAZUOLL,
1986).

Segundo ANDRADE (1998), Coffea arabica L. é nativo da regido sudoeste da Etiopia,
Sudio e Quénia. No Brasil, foi introduzido em 1727 pelo Sargento Francisco de Melo Palheta
em Belém do Para, em seguida levado para o Maranhdo ¢ Bahia, e posteriormente foi levado
para o Rio de Janeiro, expandindo-se para 0 Vale do Paraiba, Minas Gerais, Espirito Santo,
Parané, Mato Grosso € Rondonia (CARVALHO, 1993).

1.2- IMPORTANCIA ECONOMICA

Em funciio dos enormes quantitativos atingidos pela procura mundial de café e dos
seus pregos favoraveis e também da plasticidade de adaptagdo ecoldgica revelada pelas suas
espécies, variedades e formas cultivadas, o cafeeiro tornou-se, possivelmente, uma das plantas
perenes que o homem atualmente cultiva em maior amplitude de condigdes ecologicas
(CARDOSO, 1994).

As espécies mais comuns no mercado sdo Coffea arabica e Coffea canephora; segundo
FERRAO er al. (2000), o café arabica corresponde a aproximadamente 70% do café
comercializado no mundo e é produzido principalmente no continente americano.

O Brasil é o maior produtor mundial de café, sendo que a exportagao deste produto

representa uma significativa fonte de divisas para o pais. Baseados nisso, os produtores tém



adotado novas tecnologias de condugio e manejo da lavoura, a fim de aumentar a
produtividade e, consequentemente, a margem de lucro (FARIA et al. 2001).

A importéncia da cafeicultura na economia brasileira pode ser avaliada pelo fato de
abastecer o mercado interno e de contribuir com cerca de 6% do total do valor das
exportagdes. Segundo CAIXETA (1999), a economia cafeeira movimenta no Pais, cerca de
seis bilhdes de reais por ano e gera pelo menos quatro milhoes de empregos.

Minas Gerais é o maior produtor de café do Brasil, com cerca de 14 milhGes de sacas na
safra 1999/2000, que vendidas ao prego médio vigente, esse café proporcionara a Minas
Gerais uma receita superior a dois bilhdes de reais. O parque cafeeiro mineiro ja superou o
limite de 2,5 bilhdes de pés plantados em 1 milhdo de hectares, abrangendo mais de 80 mil
propriedades e aproximadamente 60% dos municipios do estado, ou seja, 510 municipios
(FLORIANI, 2000).

Nos paises onde o café assume importéncia econdmica, Instituigdes de pesquisa tém
envidado esforgos nos programas de melhoramento das espécies mais cultivadas. Segundo
MENDES et al. (1998), os programas de methoramento genético do cafeeiro tém selecionado
cultivares de elevado potencial produtivo ¢ valor agrondmico para as varias regides
produtoras do Brasil.

E o Brasil o pais que soma o maior nimero de contribui¢des ao melhoramento
genético do cafeeiro. Atuando desde o inicio da década de 1930, a Segdo de Genética do IAC
(Instituto Agrondmico de Campinas) vém desenvolvendo um vasto programa de genética ¢
de melhoramento do cafeeiro, tendo realizado quase todos os estudos de café e langado as
mais importantes cultivares plantadas nas varias regides cafeeiras do Brasil e mesmo de
outros paises. Os estudos sdo concentrados na espécie Coffea arabica. A partir da década de
1970, outras institui¢des de Ensino e Pesquisa somaram-se ao IAC, nos varios Estados, num
trabalho integrado e cooperativo. Sdo exemplos a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de

Minas Gerais (EPAMIG) e a Universidade Federal de Lavras (UFLA) (MENDES et al. 1998).
1.3 - CULTURA DE TECIDOS
O termo clonagem, hoje ja incorporado ao cotidiano das pessoas, deriva

etmologicamente do grego kl/on, que quer dizer “broto” e pressupde "qualquer grupo de

células ou organismos produzidos assexuadamente de um unico ancestral sexuadamente



produzido". Essa tecnologia permite a obtengdo de individuos geneticamente idénticos
(ENTENDENDO..., 20017).

Com a possibilidade da clonagem de plantas a partir de células somaticas o sonho do
botanico austro-hungaro, Gottlieb Haberlandt, se tornou realidade. Em 1902, ele publicou a
sua idéia sobre o principio da “Teoria da Totipoténcia”, que profeticamente postulou que os
seres vivos tém capacidade de regenerar seus corpos inteiros a partir de células unicas. Nem
ele, nem os seus discipulos da sua época ndo calcularam que suas tentativas abririam novos
horizontes para a humanidade, o que atualmente € aplicado na Biotecnologia vegetal. A
técnica da clonagem in vitro de plantas € possivel mediante a cultura de tecidos
(ENTENDENDO..., 2001?).

Desde o inicio do século, a propagagdo de plantas in vitro tem atraido pesquisadores,
que utilizam as técnicas de cultura de tecidos vegetais (TORRES ef al 1998), que sdo
ferramentas importantes para solucionar problemas sanitarios, que ocorrem com a
propagagao e o melhoramento genético de plantas (PARANHOS et al. 1996).

A Cultura de Tecidos é uma técnica que visa obter plantas a partir de explantes, os
quais podem ser: meristemas, partes da folha, raizes, caules, anteras ou protoplastos. Essa
técnica baseia-se na totipotencialidade celular, ou seja, na capacidade de uma c€lula qualquer
da planta regenerar uma nova planta, visto que possui toda a informagdo genética necessaria
para isso (RIBEIRO, 1999).

Os explantes sdo estabelecidos em meios nutritivos conhecidos como meio de cultura,
esses podem apresentar reguladores de crescimento ou fitohormonios, substéncias que
regulam o comportamento in vifro da planta (RIBEIRO, 1999).

Na cultura de tecidos, a adicio de hormdnios no meio de cultura ¢ de suma
importancia, pois reproduz o que ocorre naturalmente na planta. Combinagbes de dosagens
dessas substincias propiciam um melhor crescimento e desenvolvimento do explante
(ANDRADE, 1998). A composi¢do do meio de cultura ¢ dos reguladores de crescimento
presentes no mesmo, estdo dentre os importantes fatores que determinam a regeneragdo de
embrides haploides (MORAES FERNANDES, 1990).

Os reguladores de crescimento s3o substdncias orgdnicas, que apresentam como
funcdo basica a sua agdo sobre o crescimento e em alguns tipos de organogénese. Os
principais grupos sio as auxinas e citocininas. Dentre as auxinas tem-se o Acido indol - 3 -
butirico (AIB) e o Acido 2, 4 - diclorofenoxiacético (2,4 - D). Com relagdo as citocininas, as
mais usadas sdo a 6 - benzilaminopurina (BA, BAP) e a Cinetina (KIN). O Thidiazuron



(TDZ) é um regulador de crescimento, derivado de uréia, sendo de composi¢do quimica N-
phenil-N"-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia, com estrutura ndo contendo anel purinico, ao contrario do
que acontece nas citocininas. Inicialmente este composto foi registrado como desfolhante de
algoddo e mais recentemente foi reportado como tendo agdo citocininica, e por isto, tem sido
cada vez mais usado no cultivo in vitro (ANDRADE, 1998).

Um dos meios basicos utilizado em diversas culturas é chamado de “MS”, em
referéncia aos seus autores, MURASHIGE & SKOOG (1962). Um meio de cultura deve
conter macro e microelementos, agua, aminoacidos, vitaminas ¢ reguladores de crescimento,
podendo ainda ser liquido ou solido através da adi¢do de 4gar (ANDRADE, 1998).

Sua composi¢do ¢ de grande importdncia para o sucesso da cultura de anteras, ndo
existindo contudo, uma recomenda¢io generalizada. Na maioria das espécies a androgénese
se verifica em meio que contém sais minerais, sacarose, vitaminas, reguladores de
crescimento ¢ agar (MORAES FERNANDES, 1990). A consisténcia do meio, normalmente ¢
solida, mas os meios liquidos estdo sendo cada vez mais usados, pois tem vantagens no
aumento do rendimento pela maior obten¢do de embrides e calos (PIERIK, 1987). Com o
continuo aumento dos estudos com o cultivo in vitro de vegetais, recentemente uma das linhas
que esta sendo explorada é a composigdo e a influéncia de gases nos recipientes de cultivo,
bem como a adigio de componentes ao meio de cultura que influenciam na formagdo e agdo
destes gases, que por sua vez irdo afetar diretamente a resposta do explante, principalmente no
que diz respeito a embriogénese.

Com relacdo as condigdes oOtimas de incubagdio, principalmente temperatura e

iluminagdo, dependem da espécie € mesmo do genotipo. Geralmente as temperaturas ideais

variam entre 20 e 28°C, sendo que a pré-incubagdo em baixas temperaturas € relatada como

benéfica para muitas espécies (MARTINEZ et al. 1989).

1.4- A CONTAMINACAO NA CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

O termo patégeno é comumente usado, segundo HERMAN (1996), para descrever
organismos que causam doengas em plantas, também prejudiciais para o cultivo in vitro.

Segundo DEBERGH & ZIMMERMAN (1991), um grande problema da cultura de
tecidos vegetais ¢ o indice de contaminagido que pode ser resultante das proprias matrizes ou

do manuseio em laboratorio. Assim, muitos pesquisadores, como HERMAN (1996), se

preocupam com a detecgdo, identificagdo ¢ caracterizagdo de contaminantes na cultura de



tecidos vegetais, tentando controla-los e, até mesmo, discutir a influéncia  desses
microrganismos.

A interacdo entre plantas e microrganismos pode estimular o crescimento vegetal, seja
por competi¢do com patOgenos ou por indugdo de efeitos de outros microrganismos uteis
ocasionando o beneficio as plantas (ARRUDA, 2000). Entretanto, DE FOSSARD (1985),
defende a idéia de que todos os contaminantes sdo potencialmente prejudiciais para cultura de
tecidos, assim, faz-se necessaria uma esteriliza¢do absoluta dos explantes.

As contaminagdes por microrganismos, em cultura de tecidos, principalmente por
fungos e bactérias, podem advir do manuseio do material em laboratorio ou dos proprios
explantes (ARRUDA, 2000).

Nesse sentido, pesquisas contribuem para a identificagdo de “vitropatogenos”, visando
a eliminagdo dos microrganismos. Varios meétodos para o controle da contaminagdo dos
explantes, tem sido apontados como a radiagdo a laser, o tratamento com 4gua corrente, agua
quente, a dupla desinfecdo, a desinfecgdo interna, o uso de antibidticos no meio de cultura, a
termoterapia, a quimioterapia e o uso de multiplos procedimentos (HERMAN, 1996).

Os antibiéticos e fungicidas sdo ocasionalmente utilizados para o controle in vitro de
patogenos. POLLOCK et al. (1983), demonstraram que o uso de certos antibioticos, sao
eficientes no controle de bactérias. Entretanto, o uso dos mesmos e de fungicidas para o

controle in vitro de bactérias contaminantes, tem sido limitado devido a grande toxicidade

para as células de plantas (ARRUDA, 2000).

1.5- CULTURA DE TECIDOS DE CAFE

STARITSKY (1970) foi o primeiro a trabalhar com a cultura de café “in vitro”, tendo
utilizado segmentos ortotropicos de duas espécies de Coffea, em meio contendo sais
inorganicos, sacarose, tiamina, cisteina € auxina. O autor obteve rapida produgdo de calos na
espécie Coffea arabica, e de embrides e plantulas na espécie Coffea canephora.

No Brasil, a primeira referéncia ¢ a de SHARP ef al. (1973), mas desde 1970,
SONDHAL e colaboradores, no IAC, ja estavam pesquisando na area. Os primeiros trabalhos
que trouxeram uma contribuigdo concreta para a biotecnologia do cafeeiro foram os de
SONDHAL & SHARP (1977) e SONDHAL et al. (1979), quando se demonstrou a

embriogénese somatica de alta e baixa freqiiéncia, ¢ com os trabalhos de regeneragdo de

embrides somaticos no comeco da década de 80 (SONDHAL ez al. 1984). A producdo de



embrides somaticos a partir de calos provenientes de explantes foliares foi a base para o
desenvolvimento de trabathos de propagacdo in vitro em larga escala em meio liquido
(ZAMAARRIPA et al. 1991; NORIEGA & SONDHAL, 1993).

Entretanto, foi somente em 1977, com a constitui¢gdo do Consércio Brasileiro de
Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D/Café), que novas perspectivas foram abertas a
biotecnologia do cafeeiro. J4 sob a influéncia do Programa Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café (PNP&D/Café), os primeiros trabalhos brasileiros em biologia
molecular foram publicados pelo grupo do BIOAGRO, na UFV (RENA & NACIF, 1999).

Hoje, varias sio as metodologias de cultura de tecidos que auxiliam os programas de
melhoramento do café, tais como a cultura de anteras para a obtengdo de plantas homozigotas;
a cultura de embrides, para a recuperagdo de embrides provenientes de cruzamentos
interespecificos e para a antecipagdo da época de plantio, embriogénese somatica, através de
explantes foliares para obtengdo da planta inteira; cultura de meristemas, para obtengdo de
plantas livres de virus; micropropagagdo, com o objetivo de realizar a rapida multiplicagio do
material melhorado, manutengdo de bancos de germoplasma e a multiplicagdo de hibridos
interespecificos (ANDRADE, 1998).

Assim como a produgdo de transgénicos, com o uso das técnicas de transformagdo
genética que podem ser de grande interesse para o melhoramento genético de plantas, pois
podem gerar novas cultivares diretamente, ou genotipos para serem utilizados em um
programa de melhoramento convencional (BRASILEIRO & DUSI, 1999).

A obtengdo de plantas transgénicas envolve a transferéncia e integragdo do T-DNA na
célula vegetal e a capacidade de diferenciagdo dessas células transformadas em uma planta. A
totipoténcia permite a regeneragdo de plantas através de técnicas de cultura de tecidos. Assim,
as ferramentas de transformagio genética podem possibilitar a introdugdo de genes
selecionados em plantas, para o desenvolvimento de novos genotipos com minima alteragdo
de sua base genética e, portanto das caracteristicas desejadas num determinado cultivar,
permitindo assim que caracteristicas agrondmicas importantes como resisténcia a doengas,
pragas, herbicidas, tolerdncia a estresse entre outras, possam ser introduzidas em plantas

cultivadas (BRASILEIRO & DUSI, 1999).



1.6- CULTURA DE ANTERAS E MELHORAMENTO GENETICO NO
CAFEEIRO

Nos programas de melhoramento, as técnicas convencionais tém apresentado
resultados promissores na cultura do café, no que se refere ao aumento de produtividade e
obtengdo de novas cultivares. Apds o cruzamento intervarietal sio necessarias cerca de7a9
geragdes de autofecundagdo para se chegar a uniformidade genotipica. O tempo, para que s¢
chegue a um resultado satisfatorio, ¢ muito longo, cerca de 15 a 20 anos, até se obter material
superior (ANDRADE, 1998). Sendo assim, a técnica de cultura de anteras pode auxiliar no
melhoramento da cultura, pois permite a obtengdo de haploides em geragBes segregantes, 0
que leva a rapida produgdo de plantas homozigoticas através da duplicagdo do namero de
Cromossomos numa unica etapa, substituindo as geragdes de autofecundagdo. Além dos
hapléides serem livres dos problemas de dominéncia e recessividade, por possuir apenas um
alelo em cada loco génico.

A maior eficiéncia de selegdo é a outra vantagem do melhoramento com uso de
haploides, especialmente quando a variagdo de dominancia é significativa. No melhoramento
convencional, linhagens de gerages iniciais, mostram diferengas fenotipicas para as quais os
efeitos aditivos e de domindncia contribuem. Por outro lado, linhagens dihaploides, tém
apenas varidncia aditiva, e consequentemente, alta herdabilidade no sentido restrito. Portanto,
menor quantidade de individuos sero necessarios para a selecio dos recombinantes
desejados. Outra possibilidade de utilizagio das plantas haploides € no estudo de heranga,
através de progénies homozigotas obtidas por androgénese (HENDY et al. 1985)

A produgdo de haploides pode ser obtida por diferentes técnicas como ginogénese,
androgénese, tratamento quimico, choque térmico e irradiagdo com raios X ou luz
ultravioleta, e ainda, por técnicas in vitro (cultura de polen isolado, protoplastos, eliminagéo
de cromossomos pela cultura de embrides jovens e partenogénese). No entanto, at€¢ o
momento a melhor técnica in vitro para obtengdo de haploides ¢ a cultura de anteras, pois
nestas, os microsporos estio em grande numero, € podem desenvolver-se em haploides por
androgénese direta, dando origem a embrides, ou indireta, passando pela fase de calos
(MORAES FERNANDES, 1990).

Apesar da obtengio de haploides in vitro através da cultura de anteras ter sido

registrada principalmente para espécies das familias Solanaceae, Graminae e Cruciferae,

recentes trabalhos mostram a possibilidade do uso desta técnica para outras familias. Mas



mesmo com o consideravel sucesso da técnica da cultura de anteras, o principal problema
continua sendo a baixa freqiiéncia de haploides obtidos na maioria das espécies trabalhadas;
outro fator que pode causar problemas nessa metodologia refere-se ao fato de que plantas
podem se originar de outros tecidos da antera, resultando em plantas com varios niveis de
ploidia (LUZ, 1995).

Um importante fator para o sucesso da cultura de anteras ¢ conhecer para cada cultura
o estadio ideal de desenvolvimento das anteras a serem cultivadas, de maneira que este
estadio contenha os microsporos em uma fase de desenvolvimento de melhor resposta
androgenética, que geralmente s30 0s microsporos recém liberados da tétrade meidtica até no
maximo, estadio binucleado. GRANDO & MORAES FERNANDES (1993), sugerem que 0
potencial embriogénico do grdo de polen pode ser determinado tanto no periodo da meiose
como no periodo da pré-mitose do microsporo, pois nestes dois momentos 0 microsporo ainda
teria metabolicamente caracteristicas esporofiticas, 0 que permite a diferenciagdo do grao de
polen em embrido e posterior formagdo de uma planta.

Varios trabalhos indicam que a melhor fase € aquela em que o micrésporo foi recém
liberado da tétrade meibtica até, no maximo, seu estadio binucleado, pois nesta fase o
microsporo ainda possui caracteristicas esporofiticas que permitem a diferencia¢do do gréo
de polen em embrido (ANDRADE, 1998).

Estudos tem demonstrado que o RNA ribossdmico e de transferéncia do grao de pdlen
inativam-se 24 horas ap6s a primeira mitose. Apos este momento, ndo ¢ mais possivel reverter
o desenvolvimento e a célula segue o seu caminho normal para a formagéo do gréo de polen.
As células in vitro, quando em condi¢des adequadas ¢ antes de atingirem este ponto, seriam
capazes de originar embrides através do processo de embriogénese (MASCARENHAS, 1971;
VASIL et al, 1979).

Em Hyoscyamus nigir foram observadas alteragdes estruturais no micrésporo, o qual
apresentou-se com nucleo e nucléolo grandes e cromatina dispersa. Essas alteragdes
ocorreram rapidamente ap6s 6 horas da inoculagéo, e referem-se ao inicio da indugdo para a
formagdo dos embrides (REYNOLDS, 1990).

A androgénese é um processo muito importante, pois permite a obtengdo de plantas
homozigotas em uma geragdo, em curto periodo de tempo, e permite acesso a novas formas
recombinantes. Anteras de café possuem aproximadamente de 2.000 a 40.000 microsporos em

cada uma, os quais podem sofrer uma combinagio durante a meiose (CARNEIRO, 1999).
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Teoricamente, através da cultura de anteras via microsporogénese, um namero
consideravel de plantas haploides podem ser produzidas. Infelizmente, o progresso nessa
técnica tem sido lento. Apesar de experimentos envolvendo cultura de anteras serem
realizados desde 1973 (SHARP et al. 1973), resultados de regeneragdo de plantas foram
conseguidos somente em 1987 (ASCANIO & ARCIA, 1987, CARNEIRO, 1987).

Segundo MANTELL ef al. (1994), s3o possiveis varios tipos de desenvolvimento do
grio de polen in vitro, sendo que tanto o niicleo generativo quanto o vegetativo podem se
dividir continuamente originando um embridide haploide, ou ainda, a primeira mitose
produziria dois nacleos semelhantes e estes se dividiriam repetidamente resultando na
formagdo de embridides haploides. Apos obtidas as plantas haploides a partir da cultura de
anteras, o proximo passo € restabelecer a diploidia das mesmas, levando-as a homozigose. Ha
varios métodos para duplicar os cromossomos de plantas haploides, o mais usado € o
tratamento com colchicina.

A endomitose é a duplicagio dos cromossomos sem que haja a divisdo do nicleo
celular, o que é freqilente em calos haploides. Segundo MANTELL et al. (1994), os nucleos
idénticos, resultantes de uma primeira divisdo do micrésporo fundiriam-se produzindo um
embrido dipléide homozigoto. A diploidizagdo in vitro pode ser explorada na obtencdo de
plantas diploides homozigotas, ela pode ser confirmada através da homogeneidade da
descendéncia das plantas dipléides autofecundadas. No entanto, em alguns experimentos a
técnica ndio se mostra adequada visto que varios fatores podem influenciar a resposta das
anteras cultivadas. Entre estes, os mais importantes s3o o genotipo do material a ser cultivado,
o estagio ideal do explante, as condi¢des de cultivo e idade das plantas doadoras, meio de
cultura e condigtes fisicas da cultura pré e pos inoculagio (MORAES FERNANDES, 1990).

Segundo NITSCH (1983), alguns fatores influenciam a obtengdo de plantas haploides
viaveis através da cultura de anteras ou de polens, tais como: a viabilidade do pélen, vigor que
a planta apresenta no estadio homozigoto e a rea¢do das plantas hapléides em relacdo aos
agentes duplicadores dos cromossomos.

Duas abordagens gerais tém sido adotadas na tentativa de aumentar a resposta a cultura
de anteras. A primeira envolve a selegdo de genotipos mais responsivos, porém esta sele¢do
pode restringir a variabilidade genética disponivel para o melhorista. A outra abordagem diz
respeito a identificagdo dos fatores fisiologicos e ambientais que tenham influéncia sobre a
resposta das anteras cultivadas in viftro. E desejavel, na obtengdo de hapléides, um protocolo

que seja aplicavel a um largo espectro de genotipos (PETERS et al. 1999).



11

No Brasil, o C. arabica ainda apresenta poucos progressos com relagdo a aplicag@o da
cultura de anteras, tendo como trabalho inicial a determinagdo do estadio ideal de
desenvolvimento do micrésporo (ANDRADE, 1998). Em outros paises os resultados
apresentam um pouco mais de sucesso. Em um trabalho envolvendo o estagio do microsporo
aliado a estudos com choque térmico, verificou-se que os melhores resultados ocorreram com
tratamento frio por 48 horas (ASCANIO & ARCIA, 1994). Outras linhas de agdo estdo em
andamento na Coloémbia e Portugal. O presente trabalho faz parte de uma linha de pesquisa de
apoio ao melhoramento do cafeeiro, aplicando a técnica da cultura de anteras em fungéo dos
fatores envolvidos na mesma, para obter plantas dihaploides em diferentes gendtipos de
cafeeiro. Para isso, foram avaliados:

1- O estagio ideal do explante;

2- A relagio dos estadios de desenvolvimento dos microsporos com as caracteristicas
morfologicas do botdo floral,

3- O genotipo do material cultivado;

4- A composi¢do do meio de cultura;

5- O efeito do pré-tratamento de botdes florais e do regulador de crescimento 2,4-D na

indu¢do de embrides em anteras de cafeeiro.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1- RELACAO ENTRE OS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DOS
MICROSPOROS E AS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO BOTAO
FLORAL

Esta fase foi constituida de um experimento realizado no Laboratério de Citologia da
Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de Agosto 4 Novembro de 2001,

Foram utilizados 3 cultivares de Coffea arabica L.: Mundo Novo LCP-37919; Catuai
vermelho L.CH-2077-2-5-44 ¢ Catuai vermelho LCH-2077-2-5-99, pertencentes a area
experimental da Universidade Federal de Uberlandia.

Aproximadamente 200 botdes florais foram coletados no periodo de 8 a 9 horas da
manhi, e em seguida, fixados em alcool etilico e acido acético na propor¢do de 3:1 durante 24
horas, sendo posteriormente armazenados em alcool 70% e mantidos a uma temperatura de
4°C.

Os botGes florais foram separados de acordo com o seu comprimento, em cinco classes
distintas, de acordo com os valores minimos, maximos ¢ médias, a saber: classe 1 (1,5; 1,72,
2,0 mm); classe 2 (2,5; 2.98; 3,5 mm); classe 3 (4,0, 4.48; 5,0 mm); classe 4 (4,5; 5.30; 6,0
mm); classe 5 (6,5; 7.20; 8,0 mm); as quais foram correlacionadas com o comprimento do

botdo floral, comprimento da antera ¢ as fases de desenvolvimento dos microsporos. Para a



13

mensuragdo do comprimento dos botdes florais, bem como do comprimento de suas anteras
foi utilizado um paquimetro. Procedeu-se a analise de 3 botdes de cada classe para todas as
cultivares.

O estadio de desenvolvimento dos microsporos foi avaliado pela confec¢do de duas
laminas por botdo, sendo duas anteras por ldmina, cujos microsporos foram corados com
carmin acético. A contagem dos microsporos foi feita nas fases de tétrade , microsporo recém
liberado de tétrade, micrésporo com nucleo deslocado, com nucleo central e com camada de
exina a partir de amostras de 100 microsporos por limina. Estas foram preparadas com o
auxilio de lupa e microscopio optico sob aumento de 1.500 vezes, Ja para a mensuragio do
didmetro dos microsporos foi utilizado uma cimera acoplada a um microscopio Optico e estes
a um microcomputador (CELERON 300 MHZ), usando o software HLImage 97.

2.2-AVALIACAO DOS PRE-TRATAMENTOS DE BOTOES FLORAIS E DO
REGULADOR DE CRESCIMENTO 24-D NA INDUCAO DE EMBRIGES EM
ANTERAS DE CAFEEIRO.

2.2.1- CONSIDERACOES GERAIS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de cultura de tecidos vegetais da
Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de outubro de 2000 4 janeiro de 2002. Foram
utilizados os genétipos de cafeeiro plantados na 4rea experimental do Campus Umuarama
dessa Universidade. Foram coletados botdes florais das cultivares Mundo Novo, Catuai
Vermelho 44 e Catuai Vermelho 99. Estes foram armazenados em placas de Petri contendo
papel de filtro umedecido em agua destilada, dentro de uma caixa de isopor para evitar a
dessecacdo, até serem conduzidos ao laboratério. O comprimento dos botdes florais foi
aferido com o auxilio de um paquimetro; utilizou-se botdes florais entre 4,5 a4 6,0 mm de
comprimento em todos 0s pré- tratamentos.

Os botdes florais foram envoltos em gaze previamente autoclavada e desinfestados em
uma solugdo de alcool 70% por 1 segundo e por 15 minutos em uma solugdo de hipoclorito de
sodio 1% sob agita¢gdo. Em camara de fluxo laminar foram lavados 3 vezes em 4gua destilada
€ autoclavada. As anteras foram retiradas dos botdes florais com o auxilio de um

estereomicroscopio, pinga e bisturi; sendo os tltimos flambados a cada novo botio.
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Ap0s esse processo, as anteras foram inoculadas em placas de Petri, contendo 25 ml do
meio Murashige e Skoog (MURASHIGE & SKOOG, 1962) (Tabela 1), com pH ajustado para
5.9, suplementado com 2,4-D, nas concentragdes 0,005; 0,05; 0,5 e 5,0 uM e previamente
esterilizados em autoclave vertical a temperatura de 121°C, sob a pressdo de 1 atm por 20
minutos. Apos a inoculagio, as anteras permaneceram em sala de crescimento com 25 + 2°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz com intensidade luminosa de 2500 lux. O delineamento
experimental foi de blocos casualizados, com 4 repetigdes por tratamento, para cada
concentragio de 2,4-D e gendtipo. Cada placa constituindo uma parcela, composta de 20
anteras por placa. Na analise estatistica os dados foram transformados em raiz (x+0,5).

Aos 30 dias apés a inoculagdo das anteras, 50% provenientes do experimento controle
(temperatura ambiente) e 50% das anteras provenientes do pré- tratamento por choque de
calor foram transplantadas para placas de Petri, contendo 25 ml do meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), com pH ajustado para 5.9 e previamente autoclavado, suplementado com
2,4-D, na concentragdo de 10 pM. Os 50% das anteras restantes de ambos tratamentos citados
acima, também foram transplantadas da maneira citada anteriormente, entretanto, o meio foi
acrescido de 2,4-D, na concentragdo de 15 pM.

Foram realizadas trés avaliages parciais dos indices de oxidagdo, contaminagdo €
intumescimento em intervalos de 10 dias cada, para ambos pré- tratamentos, inclusive apos as

anteras terem sido transplantadas.

2.2.2- PRE-TRATAMENTO POR CHOQUE FRIO

Neste pré- tratamento, apos a coleta, os botdes florais foram colocados em geladeira
(4°C) por 48 horas. Os processos de desinfestagdo, inoculagio e avaliagdo foram os mesmos

descritos anteriormente.

2.2.3- PRE-TRATAMENTO POR CHOQUE DE CALOR

Para a realizac@o deste pré- tratamento, os botdes florais, apos a coleta, permaneceram
em uma estufa a 35°C durante 24 horas. Os processos de desinfestagio e avaliagdo utilizados
foram os mesmos descritos nas consideragdes gerais, entretanto, durante o processo de

inoculagdo, apos as anteras terem sido retiradas dos botdes florais, foram imersas rapidamente
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em solugdes de acido ascorbico na concentragdo de 3,4 mM, hipoclorito de sodio 0,2% e agua

destilada e autoclavada, respectivamente.
2.2.4- TEMPERATURA AMBIENTE (EXPERIMENTO CONTROLE)
Neste experimento controle, os botdes florais foram mantidos no ambiente do

laboratorio por 24 horas. Os processos de desinfesta¢do, inoculagio e avaliagdo foram os

mesmos descritos para o pré- tratamento por choque de calor.



Tabela 1: Composig¢do do meio de cultura de MURASHIGE & SKOOG (1962).

CONSTITUINTES QUANTIDADES (mgL™)
INORGANICOS
NH4NO; 1650,00
KNOs 1900,00
CaCl; 2 H,O 440,00
MgSO0, 7 H,O 370,00
KH;PO, 170,00
KI 0,83
H;BO; 6,20
MnSO4 2 H20 22,30
ZnS04 7 H;O 4,086
NaMoQO4 2 H,0 25,00
CuSOs4 5 H;O 2,50
CoCl, 6 H,0O 2,50
FeSO4 7 H;0O 27,80
Na; EDTA 2 H,0 37,408
ORGANICOS
Glicina 2,00
Tiamina HCI 0,10
Sacarose 3000,00
Agar 0,7%
Inositol 100,00
Acido nicotinico 0,50
Piridoxina HCI 0,50
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3.1- RELACAO ENTRE OS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DOS
MICROSPOROS E AS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO BOTAO

FLORAL.

Existe um sincronismo no desenvolvimento das anteras, do botdo floral e estes, estdo

relacionados com os estadios de desenvolvimento dos micrésporos, ou seja, o didmetro dos

mesmos evolui de acordo com o crescimento das anteras € do botdo floral (Tabela 2). Nas

tabelas 3, 4, 5 estdo apresentadas as contagens de microsporos nas diferentes fases de seu

desenvolvimento, conforme as classes de comprimento do botdo floral das cultivares Mundo

Novo, Catuai Vermelho 44 e Catuai Vermelho 99, respectivamente.

Tabela 2: Média do diametro (um) dos microsporos nos seus diferentes estadios de

desenvolvimento para a cultivar Catuai vermelho 99, UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Estadios de Tétrade Recém liberado Nucleo Nucleo central | Com exina
desenvolvimento de tétrade deslocado formada
dos micrésporos

Didmetro 0,8 1,2 1,7 1,6 2,0
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Tabela 3: Estadio de desenvolvimento dos micrésporos, de acordo com as diferentes classes

de tamanho em relagio ao comprimento (mm) e média dos botdes florais (mm) e

comprimento (mm) das anteras para a cultivar Mundo Novo, UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Mundo Nove
Classe | Botdo Floral Antera Estagios dos microsporos Total
Comprimento | comprimento | Tétrade =~ Recém Nucleo Nucleo Com
liberado deslocado central exina
de tétrade * formada
1 1,50;1,72;2,00 1,2----==- 1,6 87 12 1 0 0 100
2 2,50:2,983,50 21— 33 52 48 0 0 0 100
3 4,00;4,48,5,00 3,1----—- 4.2 18 57 25 0 0 100
4 450530600 4 5-—-—- 49 2 5 54 39 0 100
5 6,50;7,20;8,00 4,3-------- 5,0 0 2 0 7 91 100
* Estadio ideal para a utilizacio da cultura de anteras
Tabela 4- Estadio de desenvolvimento dos micrésporos, de acordo com as diferentes classes
de tamanho em relagio ao comprimento (mm) e média dos botdes florais (mm) e
comprimento (mm) das anteras para a cultivar Catuai Vermelho 44, UFU/Uberlandia-MG,
2002.
Catuai Vermelho 44
Classe| Botdo Floral Antera Estagios dos microsporos Total
Comprimento | comprimento | Tétrade  Recém Nucleo Nucleo  Com
liberado deslocado central  exina
de tétrade * formada
1 1,50;1,72;2,00 1,0-------- 1,5 65 25 3 7 0 100
2 250298350 1,0---—--—--- 2,5 52 35 13 0 0 100
3 400448500 2,9--—-- 40 20 11 68 2 0 100
4  450;530,6,00 3,5-—---5,5 5 31 49 15 0 100
5 6,50,7,20,8,00 5,2-----m- 60 2 17 32 2 47 100

* Estadio ideal para a utilizaco da cultura de anteras
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Tabela 5 Estadio de desenvolvimento dos micrésporos, de acordo com as diferentes classes
de tamanho em relagio ao comprimento (mm) e média dos botdes florais (mm) e
comprimento (mm) das anteras para a cultivar Catuai Vermelho 99, UFU/Uberlandia-MG,

2002.

Catuai Vermelho 99

Classe| Botdo Floral Antera Estagios dos microsporos Total
Comprimento | comprimento | Tétrade ~ Recém Nucleo Nucleo  Com
liberado de deslocado central  exina

tétrade * formada

1 1,50;1,72;2,00 1,0 ------ 1,6 46 33 15 6 0 100

2 2,50;2,98;3,50 1,5 -=---- 2,6 31 55 14 0 0 100

3 4,00.4,48,5,00 3,0 -—---- 3.4 16 24 55 5 0 100

4 4,50,5,30,6,00

5 6,50,7,20;8,00

* Estadio ideal para a utilizagdo da cultura de anteras

Os botdes florais contém anteras que apresentam microsporos em diferentes estadios de
desenvolvimento, porém para cada classe, apenas um estadio ocorre em maior percentagem,
como ilustram as tabelas 3, 4 € 5.

Os botdes florais da classe 1 com comprimento de 1,50 a 2,00 mm apresentaram anteras
de 1,2 4 1,6 mm de comprimento. Nestas, a maioria dos microsporos, cerca de 87%,
encontravam-se envolvidos pela calose, formando a tétrade meiotica, e os 12% restantes,
encontravam-se recém liberados da tétrade para a cultivar Mundo Novo (Tabela 3). Ja para a
cultivar Catuai vermelho 44, as anteras dos botdes florais pertencentes a mesma classe
apresentaram comprimento de 1,0 a 1,5 mm. Estas apresentaram microsporos
predominantemente na fase de tétrade meiotica, cerca de 65%, e os demais distribuidos nos
outros estadios de desenvolvimento (Tabela 4). Para a cultivar Catuai Vermelho 99, tais
anteras apresentaram comprimento de 1,0 a 1,6 mm. Nestas, a maioria dos microsporos, cerca
de 46%, encontravam-se na fase de tétrade meiotica (Tabela 5).

Para a cultivar Mundo Novo, as anteras dos botdes florais pertencentes a classe 1,
apresentaram microsporos nas fases de tétrade, recém liberado da mesma e nucleo deslocado,

diferentemente do que ocorreu para as cultivares Catuai vermelho 44 e 99, considerando-se a
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mesma classe, onde foram encontrados microsporos nas fase de tétrade, recém liberado de
tétrade, microsporo com nucleo deslocado ou vacuolado e micrésporo com nucleo central ou
ndo vacuolado.

A classe 2 corresponde aos botdes que variam de 2,50 a 3,50 mm de comprimento €
anteras de 2,1 a 3,3 mm, sendo que estas apresentaram cerca de 52% dos microsporos na fase
de tétrade meiotica e cerca de 48% dos microsporos recém liberados da tétrade para a cultivar
Mundo Novo (Tabela 3). As anteras da mesma classe, variaram de 1,0 a 2,5 mm de
comprimento para a cultivar Catuai vermelho 44, sendo que estas apresentaram cerca de 52%
dos micrasporos na fase de tétrade meidtica, € 0s demais distribuidos nos outros estadios de
desenvolvimento (Tabela 4). Ja para a cultivar Catuai vermelho 99, tratando-se da mesma
classe, as anteras encontradas mediam de 1,5 a 2,6 mm de comprimento. Houve
predominincia de microsporos recém liberados de tétrade, cerca de 55% (Tabela 5).

Os microsporos foram predominantemente encontrados na fase de tétrade meidtica,
com cerca de 52% para as cultivares Mundo Novo e Catuai vermelho 44. Estes dados
apresentam divergéncias em relagdo aqueles observados por ANDRADE (1998), onde foi
verificada a predominancia de microsporos na fase recém liberado de tétrade. Para a cultivar
Mundo Novo, 0s microsporos encontravam-se somente nas fases de tétrade meidtica e recém
liberado de tétrade; ja na cultivar Catuai vermelho 44, estes foram encontrados nas duas fases
citadas acima; além da fase de microsporo com niicleo deslocado ou vacuolado. Na cultivar
Catuai vermelho 99, os microsporos também foram encontrados nestas trés fases, entretanto a
predominancia dos mesmos foi na fase de recém liberado de tétrade.

Para a cultivar Catuai vermelho 44, na classe 3, as anteras variaram de 2,95 a 4,00 mm
de comprimento, sendo que Os Microsporos encontravam-se de forma predominante, com
cerca de 68% na fase de micrésporo com nucleo deslocado ou vacuolado (Tabela 4).

Para a cultivar Catuai vermelho 99, ainda na classe 3, o comprimento das anteras
oscilou de 3,0 a 3,4 mm. Cerca de 55% dos microsporos foram encontrados com nicleo
deslocado, ou seja, na fase de microsporo vacuolado (Tabela 5).

Para a cultivar Mundo Novo ainda na classe 3, foram encontrados microsporos nas
fases de tétrade, recém liberado de tétrade e microsporo com nicleo deslocado. Para as
cultivares Catuai vermelho 44 e 99, foram encontrados microsporos nas fases de tétrade,
recém liberado da tétrade, microsporo com niicleo deslocado e micrésporo com nicleo
central, sendo esta Gltima em pequena percentagem. Os botdes na classe 4, variaram de 4,50 &

6,00 mm de comprimento e apresentaram anteras de 4,5 a 49 mm de comprimento para a
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cultivar Mundo Novo (Tabela 3); 3,5 a 5,5 mm de comprimento para a cultivar Catuai
vermelho 44 (Tabela 4) e para a cultivar Catuai vermelho 99 nio foram encontrados botdes
florais de comprimentos pertencentes as classes 4 e 5. Na cultivar Mundo Novo,
considerando-se a classe 4, os microsporos foram predominantemente encontrados, cerca de
54%., na fase com nucleo deslocado e cerca de 39% dos microsporos em estadio com nticleo
central (Tabela 3). Para a cultivar Catuai vermelho 44, foram encontrados cerca de 49% dos
microsporos no estadio com nucleo deslocado e 15% dos microsporos em estadio com nucleo
central (Tabela 4).

Na classe 5, os botdes variaram entre 6,5 a 8,0 mm de comprimento ¢ suas anteras de
43 a 5,0 mm de comprimento para a cultivar Mundo Novo (Tabela 3) e de 5,2 a 6,0 mm de
comprimento para a cultivar Catuai vermelho 44 (Tabela 4). Nesta fase os microsporos ja se
encontravam maduros, com a exina completamente formada, e corresponde a uma fase
inadequada para a cultura de anteras, pois ja se inicia a formagdo do grao-de-polen
(ANDRADE, 1998; ASCANIO & ARCIA, 1994). Cerca de 91% dos microsporos estavam no
estadio onde a exina ja estava formada para a cultivar Mundo Novo. Ja para a cultivar Catuai
vermelho 44, cerca de 47% dos microsporos encontravam-se nesta fase.

Segundo ANDRADE (1998), na classe 4 sdo encontrados os botdes florais que devem
ser utilizados para a cultura de anteras. Entretanto, sio esperadas algumas diferengas na
percentagem dos microsporos predominantes em cada classe; uma vez que a mesma autora
trabalhou com 4 cultivares, sendo apenas duas semelhantes a este trabalho, além do fato dela
ter disponibilizado os dados referentes as quatro cultivares em uma tnica tabela.

A fase uninucleada responde positivamente ao processo embriogénico porque, nesta
fase, os microsporos apresentam uma parede celular delgada, o que a torna mais receptiva aos
fatores externos. Em estadios mais avangados da microsporogénese, Ocofre um
engrossamento da parede celular, sendo esta uma caracteristica do grdo de polen maduro do
café, prejudicando o processo de regeneragio (ASCANIO & ARCIA, 1994).

Varios trabalhos indicam que a methor fase ¢ aquela em que 0 microsporo foi recém
liberado da téirade meidtica até, no maximo, seu estadio binucleado, pois nesta fase o
microsporo ainda possui caracteristicas esporofiticas que permitem a diferenciacio do gréo
de polen em embrido (ANDRADE, 1998).

LUZ (1995), utilizou 3 genétipos de pimentdo (Capsicum annum L.), onde foram

observados microsporos uninucleados proximos da primeira mitose, sendo que o ideal para a
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cultura de anteras foi a utilizagio de botdes que apresentavam pétalas e scpalas com
comprimentos aproximadamente iguais.

Em trabalhos com Coffea arabica L. variedade Garnica, ASCANIO & ARCIA (1994)
obtiveram a regeneragdo a partir de anteras de botdes florais que mediam entre 3 a 4 mm de
comprimento, contendo microsporos uninucleados.

NEUENSCHWANDER & BAUMANN (1995), em um trabalho com Coffea arabica L
cultivares Catuai e Catimor, demonstraram que o estagio crucial durante a microsporogénese,
adequado para a androgénese in Vifro comprovou ser o uninucleado, presente em botoes
florais medindo de 13 — 15 mm de comprimento, dois ou trés dias antes da antese.

Determinar o tamanho do botdo floral, bem como de suas anteras que contenham o
estadio uninucleado, se faz necessario, pois otimiza o processo para a obtengdo de plantas
haploides através da cultura de anteras (ANDRADE, 1998).

Em um trabalho com hibridos F; de tomate, botdes florais com comprimento de 5,0 a
9.0 mm, oriundos do cruzamento IPA 5 x Rotam 4, foram utilizados com o objetivo de
estabelecer a relagdo entre comprimento do botdo floral, comprimento e estadio de
desenvolvimento sobre a formagio de calos no cultivo in vitro de anteras de tomate.
Verificou-se que, apesar da formag3o de calos ter sido induzida em todos os estadios de
desenvolvimento, a freqiiéncia de calos produzidos decresceu com o avango destes e se
apresentou de forma semelhante nos trés meios testados. Tanto o comprimento da antera
quanto o do botdo floral apresentaram correlagdo significativa com o estadio de
desenvolvimento. As amplitudes de classes de comprimento de anteras de 2,0 - 2,3; 2,3 - 29%e
2.9 - 4,1 mm, representativas para os estadios de meiose, tétrade e microsporo mononucleado,
respectivamente, foram tomadas como base para o0s experimentos subsequentes
(BRASILEIRO et al. 1999).

Anteras contendo mei6citos em estadio de profase I, predominantes em botdes com
aproximadamente 5,0 mm de comprimento, contendo anteras com cerca de 2,0 mm,
apresentaram a maior freqiéncia de formagdo de calos (27%). GULSHAN et al. (1981)
observaram que apenas anteras contendo microsporos mononucleados em estadios iniciais

apresentaram resposta androgenética.



23

3.2- AVALIACAO DOS PRE-TRATAMENTOS DE BOTOES FLORAIS E DO
REGULADOR DE CRESCIMENTO 24-D NA INDUCAO DE EMBRIOES EM
ANTERAS DE CAFEEIRO

3.2.1- PRE-TRATAMENTO POR CHOQUE FRIO

Aos 30 dias apos a inoculagio, a média geral de contaminagio foi de 66 % das anteras
inoculadas, prevalecendo bactérias, verificou-se também uma média de 56 % de anteras
oxidadas (Tabela 6). Estes indices de contaminagio e oxidagdo sdo bem superiores aos
relatados por CARNEIRO (1999), em trabalho com anteras de Catuai cultivadas em meio MS
com diferentes auxinas, mas a autora ndo relata qual processo de desinfestagdo foi efetuado,

bem como se usou ou ndo algum antioxidante.

Tabela 6: Percentagem de oxidagdo e contaminagdo nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) para o pré-tratamento por choque frio.
UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Doses de 2,4-D (uM)

Cultivares 0,005 0,05 0,5 50
% cont. %oxi. %cont. %oxi. %cont. %oxi. % cont. %0xi.
MN 37,5 37,5 50,0 37,5 85,7 85,7 80,0 80,0
CV 44 71,4 71,4 75,0 50,0 57,0 57,0 83,4 50,0
CV 99 66,7 66,7 100,0 57,0 37,5 25,0 50,0 50,0
Meédia de oxidagdo 56,0
Média de contaminagdo 66,0

Em todas as trés avaliagdes a cultivar mais responsiva ao intumescimento foi o Catuai

Vermelho 99 (Tabela 7).
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Tabela 7- Intumescimento de anteras de cafeeiro nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) para o pré-tratamento por choque frio.
UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Intumescimento
Cultivares Avaliacido 1 Avaliacio 2 Avaliacdo 3
MN 0.7071 b 0.7071 b 0,0000 b
CV 44 0.7071 b 0.7071 b 0,0000 b
CV 99 1.4235a 1.4235a 1,5263 a

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

Aos 60 dias apos a inoculagdo verificou-se um intumescimento das anteras restantes,
sendo que, ocorreu a formag3o de um calo para a cultivar Mundo Novo na concentragdo de
0,05 uM 2,4-D. CARNEIRO (1999), em trabalho com anteras de Catuai cultivadas em meio
MS com diferentes auxinas, usou concentragdes de 2,4-D de 9,1 e 13,6 uM, bem maiores que
o presente trabalho, conseguiu 95,0 e 59,2% de anteras com calos e embriogénicas,
respectivamente, mas estes resultados foram conseguidos em 12 semanas de cultivo.

Em trabalhos com Coffea arabica L. variedade Garnica, ASCANIO & ARCIA (1994),
obtiveram a regenerago a partir de anteras de botdes florais que mediam entre 3 a 4 mm de
comprimento, contendo microsporos uninucleados, submetidos a uma temperatura de 5° C
por um periodo de 48 horas. O efeito do choque térmico pode estar relacionado com o atraso
do envelhecimento da parede da antera e a desorientagio do fuso mitotico, levando a um
aumento na viabilidade do microsporo.

De acordo com ANDRADE (1998), as anteras utilizadas para o cultivo in vifro
necessitam de choque térmico, sendo que o tratamento a frio das mesmas, pode aumentar a
capacidade de produzir calos ou plantas regeneradas. Entretanto, o efeito desse tratamento €
indireto. O aumento na androgénese ¢ atribuido principalmente ao fato de que a baixa
temperatura retém, a viabilidade do polen por mais tempo, retarda a senescéncia, sincroniza as
células e previne o aborto do polen, portanto, aumenta o namero de graos de polen viaveis, os

quais sdo destinados a formar embrides.
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A pré-incubagdo em baixas temperaturas ¢ relatada como benéfica para muitas espécies,

como por exemplo para o arroz, o qual em geral é pré-incubado a 8°C, o que proporciona uma
maior viabilidade do grio de polen, ativando algumas enzimas e posterior formagdo de calos.
Com relagdio as condigdes 6timas de incubagdo, principalmente temperatura e iluminag@o,
dependem da espécie e mesmo do genodtipo, geralmente as temperaturas ideais variam entre
20 e 280C (MARTINEZ ef al. 1989).

NITSCH (1983) observou que, anteras de Datura tratadas a 3°C por 48 horas
apresentaram uma freqiiéncia de polens vidveis de 92%, contra 62% do material ndo tratado.
Resultado semelhante foi obtido com Nicotina, sendo que o material ndo tratado apresentou
45% de grios de polen viaveis depois de 5 dias de cultura, contra 68% das anteras tratadas por
48 horas a 5°C.

3.2.2- PRE-TRATAMENTO POR CHOQUE DE CALOR

Aos 30 dias ap6s a inoculagdo das anteras provenientes do pré-tratamento por choque
de calor, a média geral de oxidagdo foi de 84,42%, a de contaminagdo foi de 17,89%, sendo

que houve predominio de bactérias. A média geral de intumescimento foi de 3,87% (Figura

1).

Choque de calor
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transplante transplante

Figura 1: Média geral de oxidagdo, contaminagdo e intumescimento de anteras de cafeeiro
antes e apoOs o transplante no pré-tratamento por choque de calor. UFU/Uberlandia-MG,
2002.
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Na primeira avaliagio deste pré-tratamento para a oxidagdo, houve interagdo entre as
doses de 2.4-D ¢ as cultivares analisadas, sendo que a cultivar Catuai vermelho 44 apresentou
os maiores indices de oxida¢do nas doses de 0,005; 0,5 e 5,0 pM. Além desta, a cultivar
Mundo Novo também obteve altos indices de oxidagdo para a dose de 5,0 uM. No entanto, a
cultivar Mundo Novo, obteve o menor indice de oxidagio, nas doses de 0,005 e 0,05 uM, e a

oxidagdo foi menor para a cultivar Catuai vermelho 99 na dosagem 0,5 uM (Tabela 8).

Tabela 8: Primeira avaliacio da oxidacdo de anteras de cafeeiro em diferentes doses de 2,4-D
(uM) e nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai vermetho 44 (CV44) ¢ Catuai vermelho 99
(CV99) no pré- tratamento por choque de calor. UFU/Uberlandia, 2002.

Doses Cultivares Oxidacio
MN 2,2631 ¢

0,005 CV 44 19,4904 a
CV 99 19,2412 b

MN 6,3508 ¢

0,05 CV 44 19,2277 b
CV 99 20,0000 a

MN 12,2631 b

0,5 CV 44 16,9593 a
CVv 99 2,2631 ¢

MN 20,0000 a

5,0 CV 44 20,0000 a
CV 99 19,2277b

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

Analisando-se as doses de 2,4-D, para a cultivar Mundo Novo, verificou-se que a
medida que se aumenta essas concentragdes, hi um acréscimo em média de 2,83 anteras
oxidadas por parcela (Figura 2). Ja para a cultivar Catuai vermelho 99, a oxidagdo decresce
com o aumento das dosagens até 0,5 M, quando a dosagem foi 5,0 UM, o contrario

aconteceu (Figura 3). Na scgunda avaliagdo, a cultivar Catuai vermelho 900 obteve a maior



27

oxidagio, entretanto, esse indice foi menor para a cultivar Mundo Novo, o mesmo ocorreu na
terceira avaliagdo (Tabela 9).

Apos 30 dias de inoculagdo, as anteras provenientes deste experimento foram
transplantadas para meios contendo doses maiores de 2,4-D (10 uM e 15 uM). A média geral

) de oxidagdo foi de 100%, a de contaminagio 14, 79% e a de intumescimento 7,84% (Figura

1).

Oxidagao
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Figura 2: Primeira avaliacdo da oxida¢do de anteras de cafeeiro em diferentes doses de 2,4-D

(uM) para a cultivar Mundo Novo no pré-tratamento por choque de calor. UFU/Uberlandia-

MG, 2002.
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Figura 3: Primeira avaliagdo da oxidagdo de anteras de cafeeiro em diferentes doses de 2,4-D

(LM) para a cultivar Catuai vermelho 99 no pré-tratamento por choque de calor. UFU/

- Uberlandia-MG@G, 2002.
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Tabela 9: Segunda e terceira avaliagdes da oxidagdo de anteras de cafeeiro nas cultivares
Mundo Novo (MN), Catuai vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) para o pre-
tratamento por choque de calor. UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Oxidacio
Cultivares Avaliacio 2 Avaliacido 3
MN 40788 ¢ 5,1578 ¢
CV 44 17,4630 b 17,4630 b
Cv 99 19,8055 a 17,8947 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Considerando-se a contamina¢io, na cv. Mundo Novo foi observado os menores
valores em todas as avaliagdes; para a cv. Catuai vermelho 44, esses valores foram maiores
na primeira e segunda avaliagdes; ja para a cv. Catuai vermelho 99, a terceira avaliagdo

obteve a maior contaminagdo (Tabela 10).

Tabela 10: Contaminagdo de anteras de cafeeiro nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) para o pré-tratamento por choque de calor.
UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Contaminacio
Cultivares Avaliacdo 1 Avaliacio 2 Avalia¢do 3
MN 1,0718 ¢ 0,7664 ¢ 0,7664 ¢
CvV 44 4,3052 a 3,7697 a 3,7697 b
CV 99 1,5435b 2.4087 b 44707 a

Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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3.2.3 - TEMPERATURA AMBIENTE (EXPERIMENTO CONTROLE)

Aos 30 dias apos a inoculagdo das anteras provenientes deste experimento controle, a
média geral de oxidagdo foi de 76,23 %, a de contaminagio foi de 11,23%, prevalecendo

bactérias, verificou-se também uma média de 18,10% de anteras intumescidas (Figura 4).

Temperatura ambiente
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Figura 4 Média geral de oxidagdo, contaminagdo € intumescimento de anteras de cafeeiro
antes ¢ apos o transplante no experimento controle (temperatura ambiente). UFU/Uberlandia-

MG, 2002.

Decorridos 10 dias da inoculagdo deste experimento, apoés o intumescimento,
manifestou-se uma pequena calosidade para a cultivar Catuai vermelho 99 na dose de 0,5 uM
de 2,4-D, entretanto niio houve formagio de calo propriamente dito.

Os valores de oxidagdo, foram maiores para a cv. Catuai vermelho 44 na primeira e
segunda avaliagdes (Tabela 11).

Para a contaminagdo, os menores valores foram observados na primeira e segunda
avaliagOes para a cv. Mundo novo (Tabela 12). De qualquer forma € de se esperar que ocorra
uma contaminagdo maior na cultura de anteras em cafeeiro, ja que as plantas fornecedoras dos
botdes florais se encontram em condi¢des de campo. Deve-se entdo, em trabalhos posteriores,
tentar aumentar a eficiéncia da desinfesta¢do, e testar outros antioxidantes neste processo ou

mesmo no meio de cultura.
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Tabela 11: Oxida¢do de anteras de cafeeiro nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermetho 99 (CV99) a temperatura ambiente (experimento
controle). UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Oxidacio
Cultivares Avaliacio 1 Avaliacio 2 Avaliacéio 3
MN 4,9835 ¢ 3,7123 ¢ 6.3508 a
CV 44 12,9095 a 15,9035 a 122132 a
CV 99 7,3935b 12,7838 b 14.5865 a

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

Tabela 12: Contaminac¢do de anteras de cafeeiro nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) a temperatura ambiente (experimento
controle). UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Contaminacio
Cultivares Avaliacdo 1 Avaliacio 2 Avaliacio 3
MN 0,7743 ¢ 0,1596 ¢ 0,6045 a
CV 44 4,8589 a 2,4590 a 2,8035a
CvV 99 0,9766 b 0,8726 b 1,0843 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

No presente trabalho em algumas anteras, ap0s o intumescimento, manifestou-se uma
pequena calosidade, mas em seguida estas e as demais oxidaram e morreram. As anteras logo
apos o transplante, embora estivessem oxidadas, voltaram a intumescer, entretanto ndo houve
formagdo de indicio de calosidade. A cultivar Catuai vermelho 99 apresentou os melhores

resultados (Tabela 13), se for considerado o intumescimento das anteras como um possivel
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inicio de formagdo de calos, a diferenca de manifestagio entre os genotipos é comum na
técnica de cultura de anteras, prevendo-se entdo que o Catuai vermelho 99 seja mais

responsivo.

Tabela 13: Intumescimento de anteras de cafeeiro nas cultivares Mundo Novo (MN), Catuai
vermelho 44 (CV44) e Catuai vermelho 99 (CV99) a temperatura ambiente (experimento
controle). UFU/Uberlandia, 2002.

Intumescimento
Cultivares Avaliacio 1 Avaliacio 2 Avaliacio 3
MN 0,3777b 0,0468 b 0,0468 b
CV 44 0,1328b 0,0000 b 0,1761 b
CV 99 9,4680 a 6,5074 a 3,7279 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Apos 30 dias de inoculagfo, as anteras provenientes deste experimento controle foram
transplantadas para meios contendo doses maiores de 2,4-D (10 uM ¢ 15 uM). A média geral
de oxidagdo foi de 96,86%, a de contaminagio foi de 19,82% e a de intumescimento foi de
32,66% (Figura 4).

No pré-tratamento por choque de calor e no tratamento controle (temperatura
ambiente), as anteras apresentaram intumescimento a partir da 1* avaliagdo, entretanto, a
partir da 2°, estas também estavam oxidadas. Apos o transplante, a partir da 1° avaliago,
todas as anteras que estavam intumescidas também encontravam-se oxidadas.

A partir dos resultados obtidos, notou-se que os maiores valores de oxidagdo e os
menores de intumescimento ocorreram para o pré-tratamento por choque de calor quando
comparados ao tratamento controle (temperatura ambiente), provavelmente, isso esta ligado
ao fato da maior temperatura (35°C) ao qual as anteras foram submetidas. Provavelmente, o
tratamento controle (temperatura ambiente) foi mais eficaz quando comparado ao pré-
tratamento por choque de calor.

No pré- tratamento por choque frio, foram evidenciados altos indices de contaminacio

quando comparado aos demais experimentos, na tentativa de resolver tal problema, a
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metodologia durante o processo de inoculagdo foi alterada para a realizagdo dos experimentos
controle e do pré- tratamento por choque de calor; onde as anteras, apos serem retiradas dos
botdes florais, eram imersas antes de serem inoculadas em uma solu¢do de hipoclorito de
s6dio a 0,2% e em uma solugdo de acido ascérbico a 3,4 mM, na tentativa de diminuir a

oxidagdo.
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4- CONCLUSOES

e O estadio uninucleado central dos microsporos foi encontrado em botdes florais de
4,5 a 6,0 mm de comprimento;

e o processo de desinfestagio utilizado no cultivo in vitro ndo foi eficiente;

e ocorreu um alto indice de oxidagdo;

e 0s pré- tratamentos e o 2,4-D nas concentracdes utilizadas nio foram eficientes na

indugdo de embrides nas anteras das cultivares estudadas.
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