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RELACAO ENTRE OS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DOS
MICROSPOROS E AS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO BOTAO
FLORAL PARA O CAFEEIRO (COFFEA ARABICA L.)

RELATIONSHIP BETWEEN MICROSPORE DEVELOPMENTAL STAGES AND
MORPHOLOGIC CHARACTERISTICS OF COFFEE (COFFEA ARABICA L.) FLOWER
BUD
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RESUMO: Na cultura de anteras, ¢ necessario que se determine o estadio ideal de desenvolvimento das mes-
mas, que contenha micrésporos que respondam melhor aos processos androgenéticos. Neste sentido, foi avaliada a
relagdo entre os estadios de desenvolvimento dos microsporos e as caracteristicas morfoldgicas do botéo floral para o
cafeeiro (Coffea arabica L.). Foram utilizados 3 cultivares, Mundo Novo, Catuai Vermelho 44 e 99, os botdes florais
foram coletados e fixados. Posteriormente foram separados de acordo com o seu comprimento, € comprimento da
antera, em cinco classes, relacionando-as com as fases de desenvolvimento dos micrésporos. Verificou-se que existe
uma relagéo entre o comprimento do bot&o floral, das anteras, e destas com o estadio de desenvolvimento dos microsporos
e que o estadio ideal corresponde a fase uninucleada central, encontrada em botdes florais que variam de 4,5 a 6,0 mm
de comprimento.
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INTRODUCAO

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, na qual o
género Coffea abrange cerca de 60 espécies, apresentando
grande heterogeneidade entre elas, sendo que as cultivares
possuem caracteristicas diferenciadas quanto a forma dos
frutos e flores, e resisténcia a diversas moléstias e pragas
(GRANER; GODOY JUNIOR, 1967).

As folhas do cafeeiro apresentam coloragéo verde
escura, sdo elipticas a lanceoladas, aparecem nos ramos
laterais num mesmo plano e em posigdes opostas, inserindo-
se cada uma no ramo por um peciolo plano na parte superior
e convexo na inferior. Cada inflorescéncia compreende
duas a seis flores originadas em ramifica¢cdes de um eixo
floral formado numa axila foliar de um ramo plagiotropico.
Um a trés destes eixos florais, correspondentes a outras
inflorescéncias, inserem-se normalmente em cada axila,
formando glomérulos (CARDOSO, 1994).

Cada flor tem um pedunculo, na extremidade do qual
se situa 0 ovario; em coroa sobre este inserem-se as sépalas.
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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 namero de cinco e t€ém 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 graos de
polen, que sdo libertados por uma fenda longitudinal
(CARDOSO, 1994).

A cultura de anteras ¢ considerada uma ferramenta
importante no melhoramento do cafeeiro , pois possibilita a
obtencdo rapida de linhas homozigotas e permite acesso a
novas formas recombinantes cada antera de café possui
aproximadamente de 2.000 a 40.000 micrésporos, os quais
podem sofrer combinagdo durante a meiose (CARNEIRO,
1999). Teoricamente, através da cultura de anteras via
microsporogénese, um numero consideravel de plantas
haploides podem ser produzidas, mas infelizmente o
progresso nessa técnica tem sido lento.
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Segundo Mantell et al. (1994), sdo possiveis varios
tipos de desenvolvimento do grao de polen in vitro, sendo
que tanto o nucleo generativo quanto o vegetativo podem
se dividir continuamente originando um embridide hapldide,
ou ainda, a primeira mitose produziria dois niicleos seme-
lhantes e estes se dividiriam repetidamente resultando na
formacdo de embridides haploides. Apos obtidas as plan-
tas haploides a partir da cultura de anteras, o proximo pas-
so € restabelecer a diploidia das mesmas, levando-as a
homozigose. Ha varios métodos para duplicar os
cromossomos de plantas haploides, o mais usado € o trata-
mento com colchicina.

Um importante fator para o sucesso da cultura de
anteras ¢ conhecer para cada cultura o estadio ideal de
desenvolvimento das mesmas a serem cultivadas, de
maneira que este estadio contenha os micrésporos em uma
fase de desenvolvimento de melhor resposta androgenética.
Grando e Moraes Fernandes (1993) sugerem que o
potencial embriogénico do gréo de pdlen pode ser
determinado tanto no periodo da meiose como no da
pré-mitose do micrésporo, pois nestes dois momentos o
mesmo ainda teria metabolicamente caracteristicas
esporofiticas, o que permite a diferenciagdo do grio de
pélen em embrido e posterior formagdo de uma planta.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar, através
da microsporogénese, a relagdo dos estadios de
desenvolvimento dos microsporos com as caracteristicas
morfoldgicas do botdo floral, para identificar o estadio ideal
do explante que deve ser utilizado para o cultivo in vitro de
anteras de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Citologia da Universidade Federal de Uberlandia. Foram
utilizados 3 cultivares de Coffea arabica L.: Mundo Novo
LCP-379-19; Catuai Vermelho LCH-2077-2-5-44 ¢ Catuai
Vermelho LCH-2077-2-5-99, pertencentes a area experi-
mental da Universidade Federal de Uberlandia.

Aproximadamente 200 botdes florais foram coletados
no periodo de 8 a 9 horas da manha, e em seguida, fixados
em alcool etilico e acido acético na proporg¢do de 3:1 durante
24 horas, sendo posteriormente armazenados em alcool
70% e mantidos a uma temperatura de 4°C.
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Os botoes florais foram separados de acordo com o
seu comprimento, em cinco classes distintas, de acordo com
os valores minimos, maximos e médias (sublinhado), 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 da antera e as fases
de desenvolvimento dos microsporos. Para a mensuragéo
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¢éo de duas laminas por botdo, sendo
duas anteras por lamina, cujos microsporos foram corados
com carmin acético. A contagem destes 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 lamina. Estas foram preparadas com o
auxilio de lupa e microscopio dptico sob aumento de 1.500
vezes. Ja para a mensurag@o do didmetro dos microsporos
foi utilizado uma camera acoplada & um microscopio optico
e estes a um microcomputador (CELERON 300 MHZ),
usando o software HLImage 97. Na analise estatistica foi
utilizado o teste de aderéncia (x?), os dados foram trans-

formados em ./x +1/2 .
RESULTADOS E DISCUSSAO

Existe um sincronismo no desenvolvimento das anteras,
do botdo floral e estes, estdo relacionados com os estadios de
desenvolvimento dos micrdsporos, ou seja, o diametro dos
microsporos evolui de acordo com o crescimento das anteras
e do boto floral (Tabela 1). Nas tabelas 2, 3, 4 estdo apresen-
tadas as contagens de microsporos nas diferentes fases de
seu desenvolvimento, conforme as classes de comprimento
do botao floral das cultivares Mundo Novo, Catuai Vermelho
44 e Catuai Vermelho 99, respectivamente.

Os botdes florais contém anteras que apresentam
poros em diferentes estadios de desenvolvimento, porém
para cada classe, apenas um estadio ocorre em maior per-
centagem, como ilustram as tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 1. Média do diametro (4m) 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
desenvolvimento de tétrade deslocado exina
dos micrésporos formada
Diametro 0,8 1,2 1,7 1,6 2,0

42

Biosci. J., Uberlandia, v.20, n.1, p. 41-45, Jan./Apr. 2004



Relacao entre os estadios de desenvolvimento...

SILVA, A. S. et al.

Tabela 2. Estadio de desenvolvimento dos micrésporos, de acordo com as diferentes classes de tamanho em relagéo
ao comprimento (mm) e média dos botdes florais (mm) e comprimento (mm) das anteras para a cultivar

Mundo Novo, UFU/Uberlandia-MG, 2002.

Mundo Novo

Classe| Botao Floral | Antera Estagios dos microsporos Total

Comprimento | comprimento Tétrade Recém Nucleo Nucleo Com

liberadode deslocado  central exina

tétrade * formada

1 1,50;1,72;2,00  1,2---------- 1,6 87 12 1 0 0 100
2 2,50;2,98;3,50  2,1---------- 3.3 52 48 0 0 0 100
3 4,00;4,48;5,00  3,1---------- 4,2 18 57 25 0 0 100
4 4,50;5,30;6,00  4,5---------- 4,9 2 5 54 0 100
5 6,50;7,20;8,00  4,3---------- 5,0 0 2 0 9 100

* Estadio ideal para a utilizagdo da cultura de anteras
x*¢=911.279 (P <0,05)

Tabela 3. Estadio de desenvolvimento dos micrdsporos, de acordo com as diferentes classes de tamanho em relagdo
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 | Botao 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-------m---- 1,5 65 25 3 7 0 100
2 2,50;2,98;3,50 1,0-------m---- 2,5 52 35 13 0 0 100
3 4,00;4,48;5,00  2,9------------ 4,0 20 11 68 2 0 100
4 4,50;5,30;6,00  3,5------------ 5,5 5 31 49 15 0 100
5 6,50;7,20;8,00  5,2-------m-——- 6,0 2 17 32 2 47 100

* Estadio ideal para a utilizagdo da cultura de anteras
x’c =428.629 (P < 0,05)

Tabela 4. Estadio de desenvolvimento dos micrdsporos, 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| Botao 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 --------- 1,6 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

* Estadio ideal para a utilizagdo da cultura de anteras
x%c =72.849 (P < 0,05)
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Os botdes florais da classe 1 com comprimento de
1,50 22,00 mm apresentaram, para a cultivar Mundo Novo,
anteras de 1,2 a 1,6 mm de comprimento. Nestas, a maioria
dos micrdsporos, cerca de 87%, encontravam-se envolvidos
pela calose, formando a tétrade meidtica, e os 12%
restantes, encontravam-se recém liberados da tétrade
(Tabela 2). Ja para a cultivar Catuai Vermelho 44, as anteras
dos botoes florais pertencentes a classe 1 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 3). 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 meidtica (Tabela 4).

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 mesma classe,
onde foram encontrados microsporos nas fase de tétrade,
recém liberado de tétrade, micrésporo com nucleo
deslocado ou vacuolado e microsporo com nicleo central
ou ndo vacuolado.

Para a cultivar Mundo Novo, na classe 2 que
corresponde aos botdes que variam de 2,50 a 3,50 mm de
comprimento e anteras de 2,1 a 3,3 mm, houve presenca
de cerca de 52% dos microsporos na fase de tétrade
meiotica e cerca de 48% dos microsporos recém liberados
da tétrade (Tabela 2). Para a cultivar Catuai Vermelho 44,
as anteras da mesma classe, variaram de 1,0 a 2,5 mm de
comprimento, sendo que estas apresentaram cerca de 52%
dos micrésporos na fase de tétrade meidtica, e os demais
distribuidos nos outros estadios de desenvolvimento
(Tabela 3). Ja para a cultivar Catuai Vermelho 99, tais
anteras mediam de 1,5 a 2,6 mm de comprimento, com
predominéncia de microsporos recém liberados de tétrade,
cerca de 55% (Tabela 4).

Os micrdsporos 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 relag@o aque-
les observados por Andrade (1998), onde foi verificada a
predominéncia de micrésporos na fase recém liberado de
tétrade. Para a cultivar Mundo Novo, os microsporos en-
contravam-se somente nas fases de tétrade meidtica e re-
cém liberado de tétrade; ja na cultivar Catuai Vermelho 44,
estes foram encontrados nas duas fases citadas acima; além
da fase de micrésporo com nticleo deslocado ou vacuolado.
Na cultivar Catuai Vermelho 99, os microsporos também
foram encontrados nestas trés fases, entretanto houve
predominéancia 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
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que os microsporos encontravam-se de forma predominante,
com cerca de 68% na fase de micrdésporo com nucleo
deslocado ou vacuolado (Tabela 3).

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 micrésporos foram encontrados com
nucleo deslocado, ou seja, na fase de microsporo vacuolado
(Tabela 4).

Para a cultivar Mundo Novo ainda na classe 3,
foram encontrados micrésporos nas fases de tétrade,
recém liberado de tétrade e microsporo com nucleo
deslocado. Para as cultivares Catuai Vermelho 44 ¢ 99,
foram encontrados micrésporos nas fases de tétrade,
recém liberado da tétrade, micrésporo com nucleo
deslocado e micrésporo com nucleo central, sendo esta
ultima em pequena percentagem. Os botdes na classe 4,
variaram de 4,50 a 6,00 mm de comprimento e
apresentaram anteras de 4,5 a 4,9 mm de comprimento
para a cultivar Mundo Novo (Tabela 2); 3,5a 5,5 mm de
comprimento para a cultivar Catuai Vermelho 44 (Tabela
3) e para a cultivar Catuai Vermelho 99 ndo foram
encontrados botdes florais de comprimentos pertencentes
as classes 4 e 5; devido a inexisténcia de botdes florais
de tais comprimentos na area onde foram coletados
(Tabela 4). 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 micrésporos em estadio com nucleo
central (Tabela 2). 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 3).

Na classe 5, os botdes variaram entre 6,5 a 8,0 mm
de comprimento e suas anteras de 4,3 a 5,0 mm de
comprimento para a cultivar Mundo Novo (Tabela 2) e de
5,2 2 6,0 mm de comprimento para a cultivar Catuai Ver-
melho 44 (Tabela 3). Nesta fase os microsporos ja se en-
contravam maduros, com a exina completamente forma-
da, e corresponde a uma fase inadequada para a cultura de
anteras, pois ja se inicia a formagéo do grdo — de — polen
(ANDRADE, 1998; ASCANIO; ARCIA, 1994). Cerca de
91% dos micrdsporos 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 micrdsporos
encontravam-se nesta fase.

Segundo Andrade (1998), na classe 4 sdao encontra-
dos os botdes florais que devem ser utilizados para a cultu-
ra de anteras. 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 avancados da microsporogénese, ocorre um
engrossamento da parede celular, sendo esta uma caracte-
ristica do gréo de pdlen maduro do café, prejudicando o
processo de regeneragdo (ASCANIO ; ARCIA, 1994).
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Em trabalhos com Coffea arabica L. variedade
Garnica, Ascanio e Arcia (1994) obtiveram a regeneragéo
a partir de anteras de botdes florais que mediam entre 3 a
4 mm de comprimento, contendo micrésporos uninucleados.

Neuenschwander e 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 botdes florais medindo de 13 — 15

SILVA, A. S. et al.

suas anteras que contenham o estadio uninucleado, se faz
necessario, pois otimiza o processo para a obtencao de plantas
haploides através da cultura de anteras (ANDRADE, 1998).

CONCLUSOES
O estadio ideal dos microsporos que devem ser

utilizados na cultura de anteras in vitro corresponde a fase
onde estes ainda estejam de forma uninucleada central, e

tais sdo encontrados em botdes florais que variam de 4,5 a
6,0 mm de comprimento.

mm de comprimento, dois ou trés dias antes da antese.
Determinar o tamanho do botéo floral, bem como de

ABSTRACT: In anther culture, it is necessary to determine the ideal developmental stage of anthers, which
should have microspores that show a better response to the androgenesis process. The relationship between microspore
developmental stage and morphologic characteristics of coffee flower bud (Coffea arabica L.) was evaluated. Cultivars
Mundo Novo, Catuai Vermelho 44 and Catuai Vermelho 99 were evaluated. Flower buds were collected and fixed.
Subsequently, they were separated by length, in 5 categories of flower bud length and anther length, relating them with
the phase of microspore development. Cultivar analysis demonstrated that there is a relationship between flower bud
length, anther length with microspore development stage. The ideal stage is the central unique nucleus, which was found
in flower buds from 4.5 to 6.0 mm of length.

UNITERMS: Microspores, Anthers, Coffea arabica.
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