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EFEITO DE PRE-TRATAMENTOS EM BOTOES FLORAIS E INFLUENCIA DO
2,4-D NO CULTIVO IN VITRO DE ANTERAS DE CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

EFFECT OF PRE-TREATMENTS IN FLOWER BUDS AND 2,4-D INFLUENCE AT IN
VITRO ANTHER CULTURE OF COFFEE (Coffea arabica L.)

Elisdangela Rodrigues FIGUEIRA'; José Magno Queiroz LUZ?; Adelaide Siqueira SILVA®; Luciana Nogueira
LONDE?; Denise Garcia SANTANA?; Moacir PASQUAL’

RESUMO: No Brasil, Coffea arabica apresenta poucos progressos quanto a aplica¢do da cultura de anteras.
Foi avaliado o efeito dos pré-tratamentos por choque frio (4°C), de calor (35°C), e a 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, desinfestados e as anteras inoculadas em meio MS suplementado com 2,4-D nas concentragdes 0,005;
0,05; 0,5 ¢ 5,0 iM. O delineamento experimental foi de blocos casualizados, com 4 repeti¢des por tratamento, constituindo
cada placa uma parcela, composta de 20 anteras por placa. A analise das cultivares estudadas demonstrou que em
algumas, apds o intumescimento, manifestou-se uma pequena calosidade, mas estas e as demais oxidaram e morreram.
A cultivar Catuai vermelho 99 apresentou os melhores resultados. O processo de desinfestagédo utilizado nao foi
eficiente, ocorreu um alto indice de oxidagdo, os pré-tratamentos e o 2,4-D nas concentrag¢des utilizadas nao foram

eficientes na inducdo de embrides nas anteras das cultivares estudadas.

UNITERMOS: Auxinas, Anteras, Coffea arabica, Cultivo in vitro.

INTRODUCAO

Colffea arabica L. é considerada uma espécie
nobre, com café de boa qualidade, possuindo mais de 40
mutantes e muitas variedades (GRANER; GODOY
JUNIOR, 1967). Em fung¢do dos enormes quantitativos
atingidos pela procura mundial de café e dos seus pregos
favoraveis e também da plasticidade de adaptagéo
ecologica 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 condi¢des ecologicas (CARDOSO,
1994).

As espécies mais comuns no mercado s@o
Coffea arabica e Coffea canephora; segundo Ferrdo
et al. (2000), o café arabica corresponde a
aproximadamente 70% do café comercializado no mundo

e ¢ produzido principalmente no continente americano. A
importancia 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
exportacdes. Segundo Caixeta (1999), a economia
cafeeira movimenta no Pais, cerca de seis bilhdes de reais
por ano e gera pelo menos quatro milhdes de empregos.

O tempo gasto no melhoramento convencional
do cafeeiro Coffea arabica L. para que se chegue a um
resultado satisfatorio, € muito longo, cerca de 15 a 20
anos, até se obter material superior (ANDRADE, 1998).
Este tempo pode ser reduzido através da obtengdo de
hapldéides. Apesar da possibilidade da producdo dos
mesmos por diferentes técnicas como ginogénese,
androgénese, tratamento quimico, choque térmico e
irradiacdo com raios X ou luz ultravioleta e, ainda, por
outras técnicas in vitro, até o momento a melhor técnica
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in vitro para obtengdo de haploides ¢ a cultura de anteras,
pois nestas, os micrésporos estdo em grande niimero, e
podem desenvolver-se em hapldides por androgénese
direta, dando origem a embrides, ou indireta, passando
pela fase de calos (MORAES FERNANDES, 1990).

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 célula qualquer da
planta regenerar uma nova planta, visto que possui toda
a informagdo genética necessaria para isso (RIBEIRO,
1999).

Na cultura de tecidos, a adigdo de hormonios no
meio de cultura ¢ de suma importancia, pois reproduz o
que ocorre naturalmente na planta. Combinagdes de
dosagens dessas substancias propiciam um melhor
crescimento e desenvolvimento do explante (ANDRADE,
1998). A composigdo do meio de cultura e dos reguladores
de crescimento presentes no mesmo, estdo dentre os
importantes fatores que determinam a regeneracdo de
embrides hapldides (MORAES FERNANDES, 1990).

No Brasil, o Coffea arabica ainda apresenta
poucos progressos com relacéo a aplicagdo da cultura de
anteras. Neste sentido, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito dos pré-tratamentos por choque
frio, choque de calor e temperatura ambiente
(experimento controle) de botdes florais e analisar a
influéncia do 2,4-D na indugfo de embrides em anteras
de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
laboratdrio de cultura de tecidos vegetais da Universidade
Federal de Uberlandia. Foram utilizadas as cultivares de
cafeeiro plantadas na area experimental do Campus
Umuarama dessa universidade. Foram coletados botdes
florais das cultivares Mundo Novo, Catuai Vermelho 44
e Catuai Vermelho 99 de 4,5 a 6,0 mm de comprimento,
aferidos com o auxilio de um paquimetro e colocados em
geladeira (4°C) por 48 horas, em estufa (35°C) por 24
horas e no ambiente do laboratério (21°C) por 24 horas.
Os mesmos foram desinfestados com alcool 70% por 1
segundo e hipoclorito de Na (1%) por 15 minutos sob
agitagdo e em fluxo laminar foram lavados 3 vezes em
agua destilada e autoclavada. No pré- tratamento por
choque frio, foram evidenciados altos indices de
contamina¢do quando comparado aos demais
experimentos; na tentativa de resolver tal problema, a
metodologia durante o processo de inoculacéo foi alterada
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para a realizacdo dos experimentos controle e do pré-
tratamento por choque de calor; onde as anteras, apds
serem retiradas dos botdes florais, eram imersas, antes
de serem inoculadas, em uma solug¢@o de hipoclorito de
sodio a 0,2% e em uma solugéo de acido ascorbico a 3,4
mM, na tentativa de diminuir a oxida¢do. As anteras foram
retiradas dos botdes florais com lupa, pinga e bisturi. Logo
apos, foram inoculadas em 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, nas concentrac¢des 0,005; 0,05;
0,5 e 5,0 uM. Apods a inoculagdo, 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 em esquema fatorial com 4 repeti¢des sendo
a parcela constituida por uma placa com 20 anteras. Na
analise estatistica, os dados foram transformados em .

X +1/2 Os dados foram submetidos a analise de

variancia e conforme a significancia foi feita a regressao
para as concentragdes do 2,4-D e teste de Tukey para
cultivares e pré-tratamentos.

Aos 30 dias apos a inoculagdo, procedeu-se o
transplante das anteras, provenientes do experimento
controle e do pré-tratamento por choque de calor, para
doses de 10 e 15 uM de 2,4-D. Foram realizadas trés
avaliagGes parciais dos indices de oxidagdo, contaminago
e intumescimento, em intervalos de 10 dias cada, para
ambos os pré-tratamentos, inclusive apos as anteras terem
sido transplantadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 30 dias apos a inoculagdo das anteras do
pré-tratamento por choque frio, a média geral de
contaminagdo foi de 66 % das anteras inoculadas,
verificou-se também uma média de 56 % de anteras
oxidadas (Tabela 1). Esses indices de contaminagéo e
oxidagdo s@o bem superiores aos relatados por Carneiro
(1999), em trabalho com anteras de Catuai cultivadas em
meio MS com diferentes auxinas, mas a autora nio relata
qual processo de desinfestacdo foi efetuado, bem como
se usou ou nao algum antioxidante. Em todas as trés
avaliagdes, a cultivar mais responsiva ao intumescimento
foi a Catuai vermelho 99 (Tabela 2). Segundo Andrade
(1998), o pré-tratamento a frio das anteras, pode aumentar
a capacidade de produzir calos ou plantas regeneradas.
Ocorreu a formacdo de um calo para a cultivar Mundo
Novo na concentracdo de 0,05 UM 2,4-D. Carneiro (1999),
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em trabalho com anteras de Catuai cultivadas em meio
MS com diferentes auxinas, usou concentra¢des de 2,4-
Dde9,1 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.

Tabela 1. Percentagem de oxidagdo e contaminagio 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)

0,005 0,05 0,5 5,0
Cultivares

%cont. %oxi. %cont.  %o0xXi. % cont. %o0xi.  %cont.  %o0xi.
MN 375 37,5 50,0 37,5 85,7 85,7 80,0 80,0
714 714 75,0 50,0 57,0 57,0 83,4 50,0

CV 44
CV 99 66,7 66,7 100,0 57,0 375 25,0 50,0 50,0

Média de oxidagdo 56,0

Média de contaminagdo66,0

Tabela 2. 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
Avaliacao 1 Avaliacio 2 Avaliacio 3
MN 0.7071b 0.7071b 0,0000 b
CV 44 0.7071b 0.7071b 0,0000 b
CV 99 1.4235 a 1.4235a 1,5263 a

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

Aos 30 dias apos a inoculagdo das anteras do
pré-tratamento por choque de calor, a média geral de
oxidacdo foi de 84,42%, e a de contaminagdo foi de
15,44%. A média geral de intumescimento foi de 3,87%;
apos o transplante, a média geral de oxidagéo foi de 100%,
ade contaminagdo 14, 79% e a de intumescimento 7,84%
(Figura 1). Analisando-se as doses de 2,4-D, para a

cultivar Mundo Novo, verificou-se que a medida que se
aumenta essas concentragdes, ha um acréscimo em média
de 2,83 anteras oxidadas por parcela (Figura 2). Ja para
a cultivar Catuai vermelho 99, a oxidagéo decresce com
o aumento das dosagens até 0,5 UM; quando a dosagem
foi 5,0 UM, o contrario aconteceu (Figura 3).
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Choque de calor
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Figura 1. Média geral de oxidag&o, contaminacéo e intumescimento de anteras de cafeeiro antes e apds o transplante
no pré-tratamento por choque de calor. UFU/Uberlandia-MG, 2002.
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Figura 2. Primeira avaliacdo da oxidag@o de anteras de cafeeiro em diferentes doses de 2,4-D (LM) 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 oxidagio de anteras de cafeeiro em diferentes doses de 2,4-D (UM) para a cultivar
Catuai vermelho 99 no pré-tratamento por choque de calor. UFU/ Uberlandia-MG, 2002.
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Aos 30 dias apos a inoculagdo das anteras do
experimento controle (temperatura ambiente), a média
geral de oxidagdo foi de 76,23 %, a de contaminagéo foi
de 11,23%; verificou-se também uma média de 18,10%

FIGUEIRA, E.R. et al.

de anteras intumescidas; apos o transplante, a média geral
de oxidagdo foi de 96,86%, a de contaminagdo foi de
19.82% e a de intumescimento foi de 32,66% (Figura 4).

Temperatura ambiente
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transplante transplante

Figura 4. M¢édia geral de oxidag@o, contaminagéo e intumescimento de anteras de cafeeiro antes e apds o transplante
no experimento controle (temperatura ambiente). UFU/Uberlandia-MG, 2002.

De qualquer forma, ¢ de se esperar que ocorra
uma contamina¢do maior na cultura de anteras em
cafeeiro, ja que as plantas fornecedoras dos botdes florais
se encontram em condi¢des de campo. No presente
trabalho em algumas anteras, apds o intumescimento,
manifestou-se uma pequena calosidade, mas em seguida

estas e as demais oxidaram e morreram. Se for
considerado o intumescimento das anteras como um
possivel inicio de formacio de calos, a diferenga de
manifestag@o entre os genotipos, ¢ comum na técnica de
cultura de anteras, prevendo-se entdo que o Catuai seja
mais responsivo (tabela 3).

Tabela 3. 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 Avaliacgido 2 Avaliacio 3
MN 0,3777b 0,0468 b 0,0468 b
CV 44 0,1328 b 0,0000 b 0,1761b
CV 99 9,4680 a 6,5074 a 3,7279 a

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

No pré-tratamento por choque de calor e no
tratamento controle, ou seja, a temperatura ambiente do
laboratério (21°C), as anteras apresentaram
intumescimento a partir da 1* avaliac@o, entretanto, a partir
da 2% estas também estavam oxidadas. Apds o
transplante, a partir da 1 avaliagdo, todas as anteras que
estavam intumescidas também encontravam-se oxidadas.

A partir dos resultados obtidos, notou-se que os

maiores valores de oxidagcdo 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. O tratamento controle
(temperatura ambiente) foi mais eficaz quando comparado
ao pré-tratamento por choque de calor.
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CONCLUSOES e Os pré- tratamentos e o 2,4-D nas concentragdes
utilizadas ndo foram eficientes na inducéo de embrides
e O processo de desinfestagdo utilizado néo foi eficiente; nas anteras das cultivares estudadas.

e Ocorreu um alto indice de oxidagio;

ABSTRACT: In Brazil, Coffea arabica L. has had little progress in anther culture. The effect of pre-
treatments by cold shock (4°C), heat shock (35°C) and environmental temperature in flower buds and 2,4-D influence
at induction of embryo formation in coffee anthers was evaluated. The cultivars used were Mundo Novo, Catuai
vermelho 44 and Catuai vermelho 99. Flower buds were collected and desinfested, after whichthe anthers were
inoculated in basal MS medium, suplemented with 2,4-D (0.005, 0.05, 0.5 or 5.0 uM). The experimental design was of
randomized blocks with 4 replications per treatment. Each Petri dish had 20 anthers and was one plot. The cultivar
analysis demonstrated that, after the anthers intumesced, there was some callus formation, however these anthers
oxidated and died. The cultivar Catuai vermelho 99 had the best results. The desinfestation process wasn’t efficient,
it had a high level of oxidation, the pre-treatments and 2.,4-D concentrations used were not efficient at induction of
embryos in anthers of the cultivars evaluated.

UNITERMS: Auxins, anthers, Coffea arabica, In vitro culture.
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