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quais foram testadas combinagbes entre concentragbes dos reguladores de
crescimento ANA e BAP, resultando em um fatonal 4x4, dispostos em um
delineamento inteiramente casuahisado. Para todas as caracterishcas avaliadas,
os melhores resultados foram observados na concentragdo de BAP igual a 7,40
mg/l, associado a concentragio de ANA igual a 1,0 mg/l.. Modelos de superficie
de resposta foram utilizados nos experimentos de micropropagacao e cuttura de
embndes, para otimizar as concentragbes dos reguladores de crescimento
utilizados. Este trabalho faz parte do programa de melhoramento do cafeeiro da
Universidade Federal de Lavras.



ABSTRACT

Optimization of techniques of tissue culture for the improvement of the
coffee culture (Coffea arabica L.).

The purpose of this work were to test tissue culture methodologies of:
the anthers culture, the micropropagation and the embryos culture for the coffe
cultures “in lives' that belong to the Universidade Federal de Lavras (UFLA).
For that. it was necessary to determine the ideal tloral bud size for the obtantion
of haploids plants through the anthers culture. Also, to determine in
micropropagation: the best concentrations of the growth regulators BAP (6-
benzilaminopunina), GA3 (giberelic acid) and TDZ (N-pheml-N-1,2,3-
thiadiazol-5-iluréia). Finally, in the embryos culture: to determine which were
the best concentrations of the growth regulators ANA (naftalenacétic acid) and

For the morphologic and cytological evaluations,
were used floral buds of 4 cultivates of Coffea arabica: cv.Mundo Novo, Catuai,
Icati and Rubi. Morphologic and cytological analyses were accomplished, by
observingthat. forall the genotipes, the microspore non vacuolated (nittwentral
mcleus, 1deal for the haploids obtained through the anthers culture), happens
frequentlv in floral buds they vary In length from 4,5 to 6,0 mm. anthers varying
from 4.5 to 5.5 mm length. For the micropropagation experiments, were used
like explants microestacas of cultivating Catuai, where several combinations
were tested among the growth regulators BAP and GA3 and of TDZ and
GA3, resulting in a factor 4x5, disposed entirely in a completely randomyzed.
To verify the effect of the different combinations of the gon#? regulators, there
were made periodic evaluations with there relationship of the total shoot
number, larger sprouts than a centimeter, total leaf number, weight of the fresh
and dry matter of the shoot. The best results for the combination of BAP and
GA3 were obtained in the absence of GA3 and presence of BAP. For the
combination TDZ and GA3, the best results were obtained when the maximum
concentration of GA3 was associated to the minimum concentrations of TDZ. In
the culture of embryos. were used embrvos of the cv. Camai, in which
combinations were tested among concentrations of the growth regulators ANA
and BAP, resulting in a fator 4x4, disposed entirely in a completely randomyzed.
For all the the best results were observed it the concentration of
BAP, the Same to 7,40 mg/l, associated ANA's concentration, the same to 1,0
mg/l.. Models of answer surface were used in the micropropagation experiments
and embryos culture, for optimize the of the used growth
regulators. This work belongs to the program of improvement of the coffee
culture of the Universidade Federal de Lavras (UFLA).



CAPITULO 1



1 GERAL

Nos programas de melhoramento, as técmcas convencionais tém
apresentado resultados promissores na cultura do café, no que se refere ao aumento
de produtividade e obteng¢fo de novos cultivares. Apés © cruzamento intervarietal
sfip necessarias cerca de 7 a 9 geragdes de autofecundagdo para se cheear a
uniformidade genotipica. O tempo, para que se chegue a um resultado satisfatorio,
€ muito longo, cercade 15 a20 anos. até se obter material superior. Sendo a
técnica de cultura de tecidos pode auxiliar no melhoramento da cultura. pois
rompe barreiras de cruzamento existentes nos métodos convencionais. Além
disso, a propaga¢do “in vitro” de café apresenta-se como um conjunto de
técmeas que podem produzir grandes quantidades de plantas em curto espaco de
tempo, se comparado com os métodos convencionais, tendo grande valor nos
programas de melhoramento para obtencdo de cultivares melhoradas e com
grande aplicabilidade na cultura de café.

Varias sdo as metodologias de cultura de tecidos que auxiham os
programas de melhoramento do café, tais como acuitura de anteras para a obtengdo
de plantas homozgotas; a cultura de para a recuperagdo de embrides
provenientes de cruzamentos interespecificos e para a antecipagdo da de
plantio; embriogénese somatica, através de explantes fohares para obtencdo da
planta inteira; cultura de meristemas, para de plantas livres de virus;
micropropagagdo, com o objetivo de realizar a rapida multiplicagdo do material
melhorado, manutengdo de bancos de germoplasma e a multiplicagdo de hibridos
mterespecificos. Neste trabalho optou-se por utilizar a cultura de anteras, a cultura
de embrides e amicropropagagdo através de microestacas. A metodologia utilizada
faz parte do programa de melhoramento do cafeeire da Universidade Federal de

Lavras. e as cultivares uitlizadas pertencem a colegdo “in vivo”da mesma



as quais foram por serem amplamente utilizadas na
cafercultura comercial.

O objetivo deste trabalho foi o de metodologias de cultura de
anteras, micropropagacdo e de cultura de embriées para as cultivares de café
pertencentes a colecio “in vivo’da Universidade Federal de Lavras.
Especificamente; buscou-se determinar ¢ tamanho do botdo floral ideal para
obtengio de hapldides através da cultura de anteras; e para a cultura de
embrides e micropropagacio, os tipos de reguladores de crescimento € as melhores

utilizadas.



2 REFERENCIAL TEORICO

 cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, na qual o género abrange
cerca de 60 espécies, apresentando grande heterogeneidade entre elas. As espécies
mais conhecidas sdo o Coffea arabica vararabica e o Coffea canephora
var.robusta. nata-se de uma cultura de grande importancia econdmica. sendo que
cerca de 70% do café cultivado em escala comercial é do tipo arabica e 30% ¢ do
tipo robusta Existem também outras espécies que sdo utilizadas exclusivamente
eam programas de melhoramento, mas que em geral possuem uma quantidade
relativamente baixa de flores e e consequentemente, baixa produgdo. No
entanto, possuem caracteristicas diferenciadas quanto a forma dos frutos e flores, e
resisténcia a diversas moléstias e pragas (Graner e Godoy 1967).

Coffea arabica é considerada uma espécie nobre, com café de boa
qualidade, possuindo mais de 40 mutantes e muitas variedades. E auto-
fértil, ocorrendo I0 a 12% de fecundagio Apresenta raiz pivotante
profunda e raizes secundarias ramificadas. O caule tnico e os ramos ortotrdpicos
podem dar origem as folhas e também aos ramos plagiotrépicos. Os ramos

dao origem as folhas e aos botdes florais. As folhas apresentam
coloragdio verde escura, sdo elipticas e apresentam ldmmnas brilhantes e domaceas
visiveis. Quando maduros, os frutos sdo drupas amareladas ou avermelhadas,
possuindo superficie lisa, exocarpo delgado, mesocarpo carnoso e endocarpo
fibroso. O endosperma possw uma pelicula prateada, e na sua base aloja-se o
embrido (Graner e Godoy, 1967). No inicio dos estudos genéticos do

Coffea, tomou-se como padrio a espécie arabica. sendo primeiramente



denominada de C. arabica var. typica, descrita por Linneu: atualmente denomina-
se Coffea arabica va. arabica 1993; Fazuoli. 1986).

Coffea canephora é nativo das regides centrais. tropicais e subtropicais do
continente africano, desde a Repiblica da Gume ate o Zaire. arabica e
nativo da regifio sudoeste da Etiopta, Sudfio e Quénia (Berthaud, 1986). No Brasil,
foi introduzido em 1727 pelo Sargento Francisco de Melo Palheta em Belém do
Para, an levado para o0 Maranhdo e Bahia, e posteriormente foi levado para
0 Rio de Janeiro, expandindo-se para o Vale do Paraiba. Minas Gerais, Espirito
Santo, Paran4, Mato Grosso e Ronddnta (Carvatho, 1993 ).

2.2 Cultura de tecidos

Staritsky {1970} foi o primeiro a trabalhar com a cultura de café “in vitro”,
tendo utilizado segmentos ortotrdpicos de duas espécies de Coffea, em meio
contenda sais inorganicos, sacarose, tiamina, cisteina e auxina. O autor obteve
rapida produgio de calos na espécie Coffea arabica. e de embrides e na
espécie  Coffea canephora.  Posteriormente, inlmeros trabalhos foram
desenvolvidos envolvendo o género et al 1975; Carvatho etal 1974,
Custer et al 1980; De Pena, 1983; Monaco & al. 1977; Owuor, 1987; Sondahl et d.,
1984 ¢ 1991, Thorpe e Patel, 1984).

Diversos trabalhos oam utilizando cultura de tecidos para
propagagdo de variedades comerciais de café, regenerando plantas através de
neoformacdo de gemas, de secg@o de entrenods verdes, de ramos ortotropicos e por
imndugdc de embriogénese somatica a partir de explantes foliares (Dublin.
1980.198 1; Herman e Ham 1975; Pierson et al 1983; Sondahl e Sharp 1977).

O meio basico utilizado em diversas culturas ¢ chamado de *MS™, em
referéncia aos seus autores, Murashige & Skoog (1962). Um meio de cultura deve

conter macro ¢ mucroelementos, agua, aminoacidos, vitaminas e reguladores de

n



crescimento, podendo ainda ser liquido ou sOlido através da adicdo de agar.
Também sdo utilizados carboidratos como a sacarose, proporcionando um
crescimento vigoroso e saudavel {Thorpe & Patel, 1984).

Na cultura de tecidos, a adicio de homnonios no meio de culturaé de suma
importancia, pois reproduz o que ocorre naturalmente na planta Combinagées de
dosagens dessas substincias propiciam um melhor crescimento e desenvolvimento
do explante, que pode ser uma folha, um embridio. broto, segmento nodal, entre
outros.

As auxinas ¢ citocininas s&o os principais reguladores de crescimento
utilizados. A combinagio desses dois reguladores promove a diferencia¢do celular
e também a organogénese (George e Shemngton, 1984). Algumas substdncias
naturais, por contemn auxinas, citocininas e giberelinas, sdo tambem
com fun¢do hormonal, tais como: agua de coco, extrates de malte, ¢ extratos de
diferentes frutas (Krikorian et al, 1987).

As auxinas, por estarem diretamente relacionadas com o crescimento e
diferenciacdo celular, crescimento caultnar, foliar e de raizes, s&o amplamente
utilizadas na micropropagagio . As principais auxinas utilizadas so: acido indol
acético (AlA), acido 2.4- diclorofenoxiacétice (2-4 D), acido indol butinico
(IBA), e acido naftaleno acético (ANA) (George, 1993).

As citocininas sfo substancias importantes na cultura de tecidos “in
vitro” para o crescimento e a morfogénese em imimeras espécies. Elas atuam
diretamente na diferenciacdo, alongamento celular, crescimento e senescéncia
foliar, dominéncia apical, germinagdo, entre outros. Este hormdnio influencia a
divisio celular, sendo necessario na regulagdo da sintese de proteinas que estio
diretamente relacionadas corn a formagao das fibras do fuso mitético (George e
Shernngton, 1984). As principais citocininas  utilizadas  sdo:  6-
benzilaminopurina (BAP), N-isopentemilaminopurina (2ip), e zeatina (Zea)

(George, 1993) .



O TbZ ¢ um regulador de
crescimento que possui agdo ciocininica. e por esta razdo ¢ muito utilizado na
cultura de tecidos como indutor “in vitro™ de calos, brotos e embrides, e na
prolifera¢50 de brotos axilares (Visser et ar., 1992; Lu. 1993).

Existem alguns métodos principais ja determinados de multiplica¢gdo “in
vitro” de café: através de ramos ou de games, cultura

de embrido e cultura de aneras (Owuor, 1987, Staritsky, 1981).

Por ser uma cultura perene, os programas de do café
demandam muito tempo. A cultura de anteras é considerada uma ferramenta
importante emprogramas de melhoramento, pois possibilita a obtengao de linhas
homozigotas em curto espaco de tempo. A obtencdo de plantas puras ern
geragdes segregantes acelera o processo de obtencdo de novos cultivares em
varios anos. As plantas hapldides, possmidoras da metade do niumero de
cromossomos caracteristico da espécie, ficam livres dos problemas de
dominancia e recessividade. Por possuirem apenas um alelo em cada loco
génico, permitem a producdo de plantas homozigotas através da
duplicac@o dos cromossomos numa tnica etapa substituindo as muitas geracoes
de autofecundagfo necessarias no processo usual de obtencdo de linhagens
{Moraes Fernandes, 1990).

O melhoramento de C. arabica, por métodos convencionais, tem sido
realizado através de hbridagdo, seguida da sele¢do das populagdes segregantes
pelo método genealogico, até a obtengdo de linhagens. A partir da hibridagio e

selecio sdo necessarios aproximadamente trinta anos para obtencdo de uma nova



cultivar. A cultura de anteras se apresenta como uma ferramenta importante no
melhoramento do cafeeiro pois possibilita a redugio desse tempo {Ascanio e
Arcia, 1994).

O primeiro trabalho corn sucesso em uma espécie economicamente
importante, foi obtido com arroz, Oryza sativa, por Niizela e Qono (1968),
citado por Vasil (1979). Este trabalho despertou grande interesse nos
pesquisadores chineses, que desta técnica ja produziram uma série de
cultivares de alto valor comercial.

Atualmente ja foram obtidos hapléides de 153 espécies de 52 géneros e
23 familias, incluindo as monocotiledéneas e dicotileddneas et al,,
1983). Em gramineas, os trabalhos de Schazffer et al. (1979), Ouvang et al
(1983) em trigo, Chen, Chen e Lin (1982) e Tian e Chen (1983) em arroz, sdo
apenas alguns exemplos da produgio haploide via cultura de anteras.

Segundo Nitsch (1983), alguns fatores influenciam a obtengdo de plantas
hapldides viaveis através da cultura de anteras ou de pdlens, tais como : a
viabilidade do polen, vigor que a planta apresenta no estiddio homozigoto e a

das plantas hapléides em relacio aos agentes duplicadores dos
CTOMOSSOMOS.

As plantas haploides podem ser obtidas tanto diretamente por
embriogénese quanto indiretamente, via formacdo de calos. Na
direta, o microsporo se comporta como um zigoto passando por varios estadios
de embriogenia, semelhantes ao que ocorre “in vivo”. Na androgénese indireta,
os microsporos se dividem e formam calo. As plantas derivadas de calos podem
apresentar variagdes genéticas (Pasqual e Pinto, 1988).

O meio basico utilizado ¢ o “MS”, acrescido de reguladores de
crescimento, tiamina e sacarose, sendo solidificado com &JH. As anteras

utilizadas necessitam de choque térmico. O tratamento a frie das anteras, pode



aumentar a capacidade de produzir calos ou plantas regeneradas. A temperatura
o6tima varia de espécie para espécie(Hu c Zeng, 1985).

O efeito do tratamento a frio i 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 nimero de de pdlen viaveis. os quais
sdo destinados a formar embrides (Baia), 1984).

Segundo Ascanio e Arcia (1994), o efeito do choque térmico pode estar
relacionada com o atrase do envelhecimento da parede da antera e a
desorientagdo do fuso mitético, levando a um aumento na viabilidade do
mMIcrosporo.

Nitsch (1983) observo que, ankeras de Datura tratadas a 3" C por 48
horas apresentaram uma freqiiéncia de polens de 92 %. contra 62% do
material ndo tratado. Resultado semelhante foi obtido com Nicatina, sendo que o
material ndo tratado apresentou 45% de graos de polen viaveis depois de J dias
de cultura, contra 68% das anteras tratadas por 48 horasa 5 ° C.

O choque frio em arroz proporcionou uma maior viabilidade do grdo de
polen, ativando algumas enzimas e posterior formagdio de calos (Zapata e
Torrizo, 1986). Normalmente utiliza-se botdes florais envoltos em papel
aluminio e tratamento a frio por alguns dias. Em batata, foram utilizados botdes
mantidos a 4 °C por 3 a4 dias Em aveia utilizou-se agua destilada a 4°C durante
2 a3 semanas (Callemberg e Johansson, 1993; Istam et al. 1992).

Em café, foram testados tratamento a fric e a altas temperaturas, em
varios periodos de tempo. Verificou-se que, em tratamentos corno: 5° C a 24 h.
48 h e 72h e a25° C nos mesmos tempos. os melhores resultados foram obtidos
em 5° C a48h (Ascanio e Arcia 1994).

Existe uma entre o gendtipo e o desenvolvimento da planta

hapléide através da cultura de antera. E importante observar as caracteristicas do



género, da espécie, bem como dos parentais das sementes e do polen. Zapata
1985. observou que em arroz as melhores respostas forma obtidas em hibridos
F1 do que corn seus pais endogamicos. Em verificou-se uma intera¢io
entre gendtipo, temperatura de incubagio e a data da semeadura (Wolyn e Feng,
1993).

Em trabalhos corn café os meios mais utilizados s3o meios basicos,
indutores de calos, embriogénese e meia para desen ~lvimento do embnio. U
meio basico é o “MS"” contendo basicamente 100 mg/1 de inositol, 0.4 mg/l de
tiamina. 30 mg/l de cistein, 30 g de sacarose e solidificado com agar. Para o
meio indutor de calos utiliza-se 0 meio basico acrescido de 2mg/l de IBA e
8mg/1 de BAP. Para o meio embriogénico basta adicionar 5% de agua de coco,
05 mg/l de MA e 1,0 mg/l de 21p. Para completar o desenvolvimento do embrido
propriamente dito, adiciona-se ao meio “MS”, ’: concentracdo de inositol,
ttamina, sacarose, 5% de dgua de cdco e 3 mg/l de BAP (Ascanio e Arcia, 1994).

Segundo Ascanio e Arcia 1994, os melhores resultados para indugédo de
calos e embriodides, foram obtidos quando as anteras foram mantidas em
ambiente escuro, com temperatura variando de 25°C a 26° C e umidade relativa
entre 60 a 70 %. O desenvolvimento do embrido deve ser em ambiente claro,
com fotoperiodo de 12 horas.

Para a utilizagdo dessa metodologia, € necessdrio que se determine o

de desenvolvimento da antera que contenha micrésporos que respondam
melhor aos processos Varios trabalhos indicam que am
aquela em que o microsporo foi recém liberado da tétrade meidtica até, r
seu binucleado. pois nesta fase o micrésporo ainda possui car
esporofiticas que permitem a do grdo de pélen em embri
Fernandes, 1990;Sibi et al 1979; Luz et al, 1995; Raghuramuhy, 1989).

Estudos tém demostrade que o RNA ribossdmico e de transf

grio de polen inativam-se 24 horas apos a primeira mitose. Apods este
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ndo é mais possivel reverter o desenvolvimento e a célula segue 0 sen caminho
normal para a formacdo do grio de polen. As céhlulas “in vitro”, quando em

adequadas e antes de atingirem este ponto, seriam capazes de
embrides através do processo de (Mascarenhas, 1971; Vasil et al,
1979).

Em Hyoscyamus nigir foram observadas alteragdes estruturais no
microsporo, o qual apresentou-se com nucleo e nucléolo grandes e cromatina
dispersa. Essas ocorreram rapidamente apds 6 horas da inoculagdo, e
referem-se ao inicio da mdugfo para a formagao dos embrides (Reynolds, 1990).

Os embrides hapldides podem tanto ser originados do nicleo vegetativo,
quanto do micleo reprodutivo apds a divisdo continua destes: ou ainda, a partir dos
dois nucleos originados da mitose (Mantell, Mathews e Mckei. 1994).

Segundo Calleberg e Johansson (1993), em batata (Solanum mberosum L.),
a melhor fase para que ocorra regenerag@o, corresponde dquela em que os
micrésporos encontram-se unirnucleados e recém liberados de tétrades. de
botdes com tamanhos variando entre 4 e 6 mm. Em couve-de-bruxelas, a fase ideal
corresponde a botdes que variam de 4 a 5 mm (Ockendo, e McClenaghan, 1993).

A fase de tétrade, a qual corresponde a um microsporo unmucleado, foi o
melhor estadio observado em amendoim para a nducio e regeneracio de plantulas
(Willcox etal, 1991).

Em milho, Moro (1987) verificou que 0 melhor estadio do botdo € aquele
em que ¢ apresentava-se com um nicleo central. o qual corresponde &
fase em que o pendio encontrava-se como cartucho. Pretova et al (1993) também
observaram que nesta espécie somente ocorre regeneragdo quando se utiliza
MmiCTOSPOro com um central. Na cultura do trigo, a melhor fase também
correspondeu ao MIcrdsporo em uninucleado ( Zhow, Konzak 1992; Zhow.
Ball e Kozank 1992).



Em arroz, o ideal ¢ aquele que apresenta micrésporo uninucleado
apos a fase de tétrade, pois, durante esta fase o micrdsporo € prematuro, podendo
ocorrer  deficiéncias durante o processo, ndo respondendo, portanto,
satisfatoriamente a indu¢do (Chen, Chen e Lin 7982, Karin et al 1985, Mercy e
Zapata 1986).

Segundo Yang, Chauvin e Herve (1992). 0 maior nimero de embrides
obtidos an anteras de diferentes gendtipos de couve flor. ocorre a partir dos
microsporos uninucleados de botdes que possuiam pétalas e anteras cormn
comprimentode 0,5 e 0.8 mm, respectivamente.

Em pimentio annum L.), foram observados
unnucleados proximos da primeira mitose em anteras de botdes com pétalas e
sépalas de mesmo tamanho (Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet 1979). Nervo &
al (1994) utilizaram anteras cujos botdes florais e pétalas apresentavam 0 memo
tamanho. Luz {1995} utilizou 3 genotipos de pimentdo, sendo que o ideal para a
cultura de anteras foi a utilizagdo de botdes que apresentavampétalas e sépalas com
comprimentos aproximadamente iguais e que continham micrésporos em
uninucleado.

Wolyn e Feng (1993) trabalharam com aspargos e verificaram que as
anteras que apresentavam microsporos uninucleados e proximos da primeira mitose
foram as que proporcionaram maior indice de

As anteras submetidas a uma condi¢do de estresse podem sofrer uma
alteragdo na divisdo celular, favorecendo a de dois nucleos iguats depois
da primeira mitose, ao invés da ocorréncia da formacgdo de um nucleo vegetativo e
um reprodutivo. Os gamet6fitos que apresentam dois niicleos iguals possuem uma
capacidade maior para o processo (Swanson, 1990).

Em trabalhos com Coffea ardbica L. variedade Ascanio e Arcia

(1994) obtiveram a regeneracao a partir de anieras de botdes florais que mediam
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ao meio, 0 qual funcionou como um mecanismo de absorgio e diluigdo das

substancias fendlicas liberadas Na cultura do café, os embrides “in vitro™ passam

por um processo de onde sdo liberadas substincias fendlicas que
impedem o e crescimento do embnic.Essas substincias podem
atuar como ibidores do metabolismo pois no processo de oxidacao ocorre
queda na quantidade de desponivel ao embrido, inibindo o seu

desenvolvimento(Bewley e Black, 1982).

A composi¢ao do meio de cultura C extremamente importante para o

desenvolvimento do embrido “n vitro”. E necessirio que se determine as

étimas dos componentes do meio de tais como os macro e
microclementos, a sacarose e 0s reguladores de crescimento. Segundo Monnier
(1978), a concentracao otima de sacarose para embrides imaturos e de 60 g/,
atingindo alta osmolaridade no meio “MS”;, s 0 meio estiver deficiente em
sacarose, formam-se plantulas disformes com baixa probabilidade de
sobrevivéncia, ou a ndo germinacao dos embrides.

Os reguladores de crescimento sdo amplamente utilizados na de
embrides, quando estes sdo muito jovens. Estas substincias possuem a capacidade
de supnir as necessidades para a desenvolvimento e crescimento do
embrido. Krasnyanski et al {(1992) cultivaram embrites de Heliantus L,
em meio contendo “MS” com e sem a adig@o dos reguladores de crescimento,
constatando a importincia dessas substancias no microcultivo dessa espécie, que se
mostraram essenciais para o seu desenvolvimento.

Os diferentestipos de auxinas apresentam respostas diferentes quanto a sua
agdo, e se mostram instaveis emrelagdo a da organogénese. Ya cultura
do café este hormdnic se mostrou muito eficaz na formacao de embrides e na
formagdo de calos {Guevara 1987). George (1993) que altas
concentragdes de auxinas induzem a formacdo do embrifo, porém o seu

desenvolvimento se da com baixas concentragdes de auxinas.
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As giberelinas atuam no de germinagfo, quebra de dorméncia e

no crescimento de embrides. As mais conhecidas e utilizadas séo: acido giberélico

GA; eo Virios trabalhos mostram o efeito positivo das giberelinas quando
adicionadas ao meio de cultura, proporcionando a e 0 desenvolvimentoda

zona meristematica radicular, e ainda estimulando o desenvolvimento da radicula ja
existente (Raghavan, 1976; Ackerson. 1984).

Segundo Vdlio {1976), na cultura do café, baixas de acido
giberélico e altas de citocininas promovem a de embrides. Este mesmo
autor verificou que altas de actdo giberélico podem causar a morte
do embrido.

Raghuramulu (71989) utilizou frutos imatures da cultivar Sam Ramon cv.
573 ( C.arabica 1..), esterelizados com 0,5% de por dois minutos. com
embrides na fase de torpedo. O meio basico continha “MS™ suplementadocom 1,0
mg/l de BAP e 1,0 mgA de AIA. O processo de esterilizagdo apresentou 100% de
eficiéncia e foi similar ao utilizado en gemas axilares de Coffea arabica cv.catuai.
realizado por Sondahl & al (1984). Observou-se a presenga de folhas na segunda
semana de desenvolvimento e 0 primeiro par de folhas apds a sétima semana.
Colona (1972) e Sondahl et al (1984) obtiveram grande sucesso com embrides de

robusta, dewerei, ardbica e arabusta

A micropropagacio do cafeeiro se perfila como sendo umatecnologta para
a conservagido dos recursos genéticos através de bancos de germoplasma e
propagagdo e distribuigdio do material hibride selecionado. Segundo Berthouly e
Echeveri, (1987), a partir de uma microestaca pode-se obter de 7 a 9 micronds a
cada 80 dias, totalizando cerca de 20.000 por ano. O sucesso na

esta diretamente relacionado com os componentes utilizados no
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meio de sendo que o regulador de crescimento utilizado € considerado fator
preponderante.

Zok e Dublin (1991) venficaram que as citocininas atuam diretamente no
metabolismo fisiolégico da planta, promovendo o inicio das brotagdes em
diferentes espécies de Estes autores constataram que as citocininas BAP e
IBA sdo mais eficazes que as cinetinas no que se refere 4 formacgio e ao
crescimento de gemes por explante.

Altas concentragdes de citocininas, an café, inibem o desenvolvimento de
raizes e proporcionam o crescimento de gernas axilares, existindo uma

maxima para que se tenha uma resposta satisfatoria no
desenvolvimento de brotos, igual a 10 mg/l, segundo Guevara ( 1987). Acima deste
valor ocorre uma inibi¢io no desenvolvimento.

Segundo Raghuramulu (1989), o maior problema na cultura “in vitro” de
café e a oxidac@o provocada por fendis, que induzem a produgio de substancias
inibidoras do desenvolvimento celular, sendo necessaria a utilizagio de substancias

tais como: carvdo ativado e o polivinilpirrolidone (PVP).
Este mesmo autor, trabalhando com ramos ortotrépicos de aproximadamente 2 a 3
mm de comprimento de cultivares de C. arabica L. e C. canephora, verificou que
as melhores combinagées dos de crescimento foram, 1,0 mg/l de BAP
e 1,0 mg/l de AIA, promovendo um maior crescimento e desenvolvimento do
explante.

Dublin (1980} verificou um aumento no numero de brotasses, quando

BAP em concentragdes que variaram de 10 a 10,0 mg/l. sendo eficiente na
multiplicagdo do hibrido de Arabusta

Segundo Lu (1993), o TDZ tambem pode ter uma agdo auxinica:
trabalhando com hipocotilo de gerdnio, verificou bons resultados na embnogénese
sornatica, utilizando este horménio em substitui¢doa auxina utilizada. Este mesmo

autor verificou que ao adicionar TDZ ao meio de cultura o nimero de brotos foi
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maior que o observado em meio contendo citocining, e as concentragdes
necessdrias foraun minimas, variando de 0,002 mg/1 a 0,09 mg/l. Zhou et al (1994)
verificaram que, utilizando meio contendo 0,02 mg/l de TDZ e 0,50 mg/l a 1,01
mg/l de 2,4-D, ocorriaum aumento na de calos embriogénicos, e quando
os calos transferidos para meio contendo TDZ ou TDZ+ANA, observaram
um aumento de 25% na formagdo de embrides em relagio ao meio utilizado sem a
TDZ.
Inmeco

cotilédone de p
efeito que 4,00

poi

mais ativo.
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CAPITULO 2

DETERMINACAQO DO TAMANHO DO BOTAO FLORAL PARA A
CULTURA DE ANTERAS NO CAFEEIRQ (Coffea arabica L.)



1 RESUMO

ANDRADE, LM.C.O. Determinagic do tamanho do botdo floral para a
cultura de anteras do cafeeiro (Coffea arabica L.}. Lams: UFLA, 1998,
(Dissertagdo- Mestrado em Genéticae Melhoramento de Plantas),

Em programas de melhoramento de plantas perenes sdo necessarias
varias geragOes para se atingir a homozigose. A cultura de anteras em café i de
suma pois possibilita a redu¢do desse tempo, O objetivo deste
trabalho foi verificar a 1 entre 0 tamanho do botdo floral e da antera e o
estadio de desenvolvimento dos microsporos para obtencdo de plantulas
haploides através da cultura de anteras. Foram utilizados botdes florais de 4
cultivares de Coffea arabica, sendo: cv. Novo LCP-37919, Catuai LCH-
2077-2-5-44, Rubi MG-1192 e Icati LC-3252, pertencentes a colegdo “in vivo”
da Universidade Federal de Lavras. Os botdes florais foram fixados em alcool
70%, e o estadio de desenvolvimento do foi analisado através da
coloragdo do mesmo com carmin propidmico a 1%. A andlise citoldgica
evidénciou a existéncia de um sincronismo entre ¢ desenvolvimento da antera, o
comprimente do hotde floral e 0s estadios de desenvolvimento do micrasporo.
Nes 4 cultivares avaliadas, verificou-se que a maior percentagem de microsporos
apresentando um nucleo central, ideal pasa a obtencao de plantas haploides “in

encontra-se em anteras que variam de 4,5 4 5,5 mm de comprimento,
presentes ern botdes florais que variam de 4,5 a6,0 mm de comprimento.



2 ABSTRACT

DETERMINATION OF THE SE E OF THE FLOWERS BUD FOR THE
CULTURE OF ANTHERS IN COFFEE CULTURE
(Coffea arabica L.)..

In improvements programs of perennial plants, it is necessary several
generations to reach the homozigose. The anthers culture in coffe is very
important, because it facilitates the reduction of the time, to reach the
homozigose. The objective of this work was to verify the relationship among the
size of the flowers bud, the anther and the microspore development stadiumn,
aiming to obtaining haploids plantlets through the culture of anthers. Flowers
buds of 4 cultivate sECoffea arabica:cv Mundo novo LCP-37919, Catuai LCH-
2077-2-5-44, Rubi MG-1192 and Icata LC-3282, belonging to the collection “in
lives™ of the Universidade Federal de Lavras. The flowers buds were fastened in
alcohol 70%, and the microspore development stadium was analyzed through
the coloration of the same with propionic carmin at 1%. The cvtological analysis
shows the existence of a sincronismo in the anther development and 1 the
length of the flowers bud, This is related to the microspore development
stadtum. Inthe 4 cultivate appraised, it was verified that the largest microspore
percentage present in the central nucleus ideal for the obtaining of haploids
plants “in vitro”, meets in anthers that varies in length from 4,50 to 5,00 mm and
present in flowers buds ranging In length from 4,50 to 6,00 mm.



Por ser uma cultura perene, os programas de melhoramento do cafeeiro

demandam muito tempo. A de anteras ¢ considerada uma ferramenta
importante no melhoramento, pois possibilita a obtengdo de linhas
homozgotas.

Moraes Femnandes (1990), a obten¢do de plantas haploides
seguida pela dos cromossomos através da utilizagdo de colchicina
resuita em linhas emcurto espago de tempo, se comparada com 03
métodos convencionais. Além daredugio de tempo, esta técnica pode ser utilizada

em estudos genéticos, pela obtengdo de recessivos e indugdo de mutagdes. A

cultura de anteras para a obtengao de plantas homozigotas em segregantes
acelera o de de novos cultivares em varios anos, além de facilitar
a andlise genética, a complexidade do estado heterozigoto. As plantas

hapléides, possuidoras da metade do mimerc de cromossomos caracteristico da

espécie, ficam livres dos problemas de domindncia e recessividade por possuirem

apenas um alelo em cada loco génico, permitindo a rapida de plantas
homozigotas através da duplicagdo dos mmma unica etapa,
substituindo as muitas de necessarias no processo usual

de obtengdo de linhagens.

Para apratica de cultura de anteras, é necessario que se determine o estadio
ideal de desenvolvimento das mesmas, sendo que o estadio utilizado deve conter
microsporos que respondam methor aos processos androgenéticos. Imiimeros
trabalhos indicam que a methor 82 € aquela em que ¢ estd rec€m

do da tétrade metdtica ate, no maximo, ¢ estadio hinucleado. Nesta fase, o

1$poro ainda possui caracteristicas esporofiticas que permitem a diferenciagio



do grio de pdlen a@m embridides “in vitro” (Moraes Fernandes, 1990; Sibi et al,
1979: Luz, 1995, 1989).

As células “in vitro” s@o capazes de originar embrides através da
embriogénese, quando submetidas a adequadas, antes da primeira
mitose. Apos esse periodo ocorre a inativagdo dos RNAs mbossémicos e de
transferéncia e o desenvolvimento segue 0 caminho normal para a formacio do
grdo de polen (Mascarenhas, 1971; Vasil et & 1479).

O objetivo deste trabalho foi © de relacionar os estadios de
desenvolvimento dos micrésporos com as caracterisiticas morfologicas do botdo
floral, determinando o tamanho do botdo floral ideal para obteng@o de haploides

através da cultura de anteras de cafeeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Citologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram utilizados 4 cultivares de Coffea arabica L.: Mundo Novo LCP-
37919 ; Catuai LCH-2077-2-5- 44; Rubi MG-1192 e Icatdt LC-3282,
pertencentes ao Banco de Germoplasma da Universidade Federal de Lavras.

Aproximadamente 200 botdes florais foram coletados no periodo de § a
9 horas damanhi, em seguida form fixados em dlcool etilico e acido acético na
propor¢50 de 3:1 durante 24 horas, sendo posteriormente armazenados em alcool
70% e mantidos a uma temperatura de 4°C.

Us bhotdes florais foram separados de acordo com o seu comprimento,
em cinco classes de acordo com os valores minimos, e
meédias, a saber: classe 1 (1,5; 1,72; 2.0 mm); classe2 (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 e as fases de desenvolvimento do microsporo.

Foi utilizado um paquimetro para a medi¢ao do compnmento dos botdes
florais, bem corno do cumprimento de suas anteras. Foram analisados 3 botdes
de cada classe para todos os gendtipos.

O estadio de desenvolvimento dos micrdsporos foi avaliada pela

de duas ldminas por botfo, sendo duas anteras par lamina,
micrésporos foram corados com carmin propiénico 1%. Determinou-se a
contagem de micrdsporos nas fases de tétrade, recém liberado de tetrade, nucleo
central, nicleo deslocado e espessa camada de exina, a partir de amostras de 200

micrdsporos por [dmina por cultivar.



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

A evolugio da antera, em relagdo ao comprimento do botdo floral,
evidenciou a existéncia de um sincronismo no desenvolvimento e que este estd
relacionado corn o3 estadios de desenvolvimento do microsporo. Na Tabela 1,
estio apresentadas as contagens de microsporos nas diferentes fases de sen
desenvolvimento, conforme as classes de comprimento da botdo floral. O teste
de contingéncia () foi altamente significativo, evidenciando que o estadio de
desenvolvimento do microsporo estd cormrelacionado com as classes de botdes
florais.

Os botoes florais contém anteras que apresentam microsporos em difere
estadios de desenvolvimento, porém para cada classe, apenas um estadio o«
ern maior percentagem (Tabela 1).

Os botoes florais da classe 1apresentaram comprimento de 1,50 a 2,00
contendo arteras de 1,00 a 2,00 mm de comprimento. Nestas, a maioria

cerca de 88%, encontravam-se envolvidos pela calose, forman
tétrade meidtica, e o restante, recém liberado da tétrade, para todas as cultiv
(Tabela I e Figura 1A e 1B). A classe 2 corresponde aos botdes que variar
2,50 a 3,50 mm de comprimento e anteras de 2,00 a 3,50 mm, senda que |
apresentaram microsporos predominantemente recém liberados da tétrade, com
cerca de 65% dos microsporos nesta fase, e os demais distribuidos nos outros
estadios de desenvolvimento (Tabela I e Figura 1B). A classe 3, na qual os
botdes florais mediam de 4,00 a 5,00 mm de comprimento e anteras variando de
3.50 24,00 mm de comprimento, as 4 cultivares apresentaram cerca de 66% dos

micrésporoes vacuolados e com nicleo ndo central.
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Figura 1. Diferentes fases da microsporogénese: A) ictrude meidtica, B) micrésporo
recém liberado da tétrade, C) micréspore vacuolado, D) micrdsporo

uninucleado, ndo vacuolado, E) microsporo com espessa camada de
exina. (A. T.=1376X)
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Observou-se também a presenca de micrasporos nos estadios recém liberado da
tétrade, até o estadio onde o microsporo jai apresentava camada de exina
formada, porém, em pequena percentagem (Tabela 1 e Figura 1C). Os botdes,
na classe 4, variaram de 4.50 a 6,00 mm de e apresentando anteras
de 4,50 a 5513 mm de comprimento, apresentaram cerca de 70% dos
Mmcrdsporos em uninucleado central (Tabela 1 e Figura 1D). Esta é a
classe, cujos botdes deverdo ser utilizados para a cultura de anteras. Estes dados
apresentam divergéncias em relagdo aqueles observados por Ascanio e Arcia
(I994), para anteras de Coffea arabica var. Garnica, onde venficaram a presenca
da fase uninucleada central em botdes com tamanho de 3,00 a 4,00 mm de
comprimento. Na classe 5, os botdes variaram entre 6,50 a 8,00 mm de
comprimento e suas anteras de 6,50 a 8,00 mm de comprimento. Nesta fase os
microsporos ja se encontravam maduros, com a exina completamente formada
(Tabela 1 e Figura IE). Este resultado também foi verificada por Ascanio e
Arcia (19943, e corresponde a uma fase inadequada para a cultura de anteras,
pois ja se imicia a formagdo do grdo de polenm. Nesta fase. o processo de
desenvolvimento n3o pode ser mais revertido, pois ocorre uma inativagio dos
RNAs ribossdmicos e de transferéncia do grdo de pélen. O micrdsporo ja
apresenta uma grossa camada de exina que corresponde a um estadio mais
avangado da microsporogémese, onde ocormre um engrossamento da parede
celular, prejudicando o processo de regeneragdo (Mascarenhas, 1971; Vasil ef 4,
1979; Ascanio e Arcia, 1994).

Uma vez definido o tamanho do botdo floral ideal para a cultura de
anteras, procedeu-se os experimentos. Estes foram realizados segundo
metodologia utilizada por Ascanio e Arcita, 1994. Os botdes florais foram
submetidos ao processo de desinfeccdo e posteriormente passaram por um pré-
tratamento a frio, sendo de 0;24:48 e 72 horas, foi utilizado como antioxidante, a

solu¢do de PVP(polivinilpirrolidone), para minimizar o efeito das substancias
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fendlicas liberadas. O meio basico utilizado foi o “MS acrescido de reguladores
de crescimento. As anteras foram inoculadas em 3 meios especificos, sendo
meio para indu¢do de calos; meio embriogénico e meio para desenvolvimentc
dos embrioides. Apesar da metodologia ser bem definida a cultura de anteras
ndo apresentou resultados satisfatorios, mesmo quando se testou 0s Oulros
tamanhos diferentes de botdo floral. O problema de oxidagdo for o fator
limitante para 0 desenvolvimento das anteras. Trabalhos estdo sendo conduzidos
para se determinar uma metodologia especifica para eliminar ou reduzir os

efeitos das substancias fendlicas liberada?.
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Nas 4 cultivares de C.arabica avaliadas, verificou-se que a maior
percentagem de microsporos apresentando um micleo central, ideal para a
obtengdo de plantas hapldides “in encontra-se em anteras que varniam de
4,5 a 5,5 mm de comprimento, presentes em botdes florais que variam de 4,5 a

6,0 mm de comprimento.
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ANDRADE, L M.C.Q. Influéncia dos reguladores de crescimento na cultura
de embriées “In vitro” da cultivar catuar vermelho LCH 2077-2-5-44.
Lavras: UFLA, 1998.

A cultura de embnGes “in vitro” permite a recuperagdo de embrides
provenientes de cruzamentos interespecificos, multiplicagdo rapida do material
selecionado e com isso antecipar a ¢poca de plantio. Neste trabalho, foi
determinado metodologia de cultura de embrides ‘invitro” do arabica
cv.Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44, pertencente a cole¢do “in vivo“ da
Universidade Federal de Lavras. Especificamente, buscou-se determinar as
melhores concentragdes dos reguladores de crescimento ANA (acido
naftalenoacético) e BAP (acido 6-benzilaminopurina). Para isso, foram testadas
todas as combina¢es possiveis entre as dosagens utilizadas, resultando em um
fatorial 4x4, disposto em um delineamento inteiramente casualisado. Form
também utilizados modelos de superficie de resposta, onde pode-se determinar
as concentragdes ideais para as caracteristicas. miumero total de brotagées,
numerc de brotos maiores que 1¢m, nimero total de folhas, peso da maténa
fresca e seca das brotagdes. Para todas as caracteristicas avaliadas, observa-se
que os melhores resultados foram obtidos utilizando-se BAP na concentragao de
7,40 mg/l e ANA na de 1,00 mg/l. Este trabalho participa do
programa de melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de Lavras—MG.



2 ABSTRACT



3 INTRODUCAQO

A cultura de embndes “m vitro” € uma técnica importante pois, tanto
possibilita o estudo mais detalhado dos problemas nuiricionats ¢ fisiologicos do
embrifo. como tambem promovem o desenvolvimento de hibridos mterespecificos
que normalmente ndo sobrevivem: permite realizar a clonagem de plantas
selecionadas com o objetivo de antecipar a época de plantio. e também obter
plantas a partir de embrides imaturos, ou seja, em estagio precoce do fruto.

O embrido originado de um processo normal de fecundagio pode ser
facitmente separado e cultivado em condighes assépticas em meio de cultura
adequado. Este mantem-se geneticamente estavel. produzindo descendentes
idénticos a ele. Para a remogao do embnfo, basta desinfetar apenas a superficie
externa da semente. devido ao fate de que o embrido esta alojado em regifio estéril
da semente. Assim o indice de contaminagdc “in vitro”é muito baixo em relagdo as
demais cuituras (Tlg. 1985).

O mejo de cultura adequado, tanto para propagacio, quanto para a cultura
de embrides deve ser adaptado para cada espécie. Trabalhando com tabaco.
Murashige & Skoog (1962) determinaram urn melo complexo ¢ rico em nutrientes.
Este meio possibiliton um desenvolvimento das culturas cinco a sete vezes mais
ativo que outvos utilizados.

Os primeiros estudos envolvende meio de cultura para embrifes usaram
amplamente a solugdo de Snop (Andreol, 1985). Embora diferentes meios sejam
capazes de manter os microcultivos de embrides, o mais fregiientemente utilizado €
o “"MS” {Murashige & Skoog, 1962). embora outros melos tenham mostradoe
arande eficiéncia

O cafeeiro, como outras culturas, libera substincias fendlicas no meie de

cultura ¢ por esta razio deve-se adicionar ac melo de cultwa substancias



antioxidantes, tais como: carvdo ativado, Polivinilpirrolidone (PVP), 4cido
aschrbico e acidoe citrico.

O objetivo deste trabalho fui determinar as melhores concentragtes dos
reguladores de crescimento ANA(dcido naftalenoacéhco) e BAP(6-
benzilammopurina), utilizados na cultura de embrides “in vitro™ da cultivar Catuai

LCH 2077-2-5-44,
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4 MATERIAL E METODOS

Os experunentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA. em Lavras - Minas Geras.

O matenial vegetal utilizado foi Coffea ardbica L. cv. Catuai Vermelho
LCH 2077-2-5-44, sendo utilizados frutos no estadio de cereja para a extragdo de
sementes.

O meio nutriivo basico utilizado foi o de Murashige € Skoog (1962), sendo
que o pH foi ajustado para 5.9. utilizando hidroxido de sédio (NaOH) e acido
cloridrico (HCL). Para a solidificacdo do meio foi utilizado agar na proporc¢io de
7e/l

Apos o preparo. foram distribuidos cerca de 10 ml de meio por tubo de
ensalo (2.5 x 15 cm ), os quats foram vedados com tampa de polipropileno. O meto
for estenilizado utlizando-se autoclavagem i temperatura de 121 °C | durante 20
minutos € 1 atm de pressédo.

O processo de inoculagdo fot realizado assepficamente em camaras de
fluxo laminar horizontal. Apos o processo de inoculagio, o material foi transferido
para sata de crescimento com temperatura igual a 26 = 1°C, fotoperiodo de 16
horas ¢ intensidade luminosa de 2500 lux. suprida por lampadas Grow-lux e
Branca-fnia, na proporcdo de 1:1. permanecendo nestas condigdes por um periodo
de 60 dias. Em todos os experimentos foram realizadas avaliagbes visuals nos
primeiros 30 dias apos a mnstalagio, e foram avaliadas as vanavels numero total de
brotos, niumero total de folhas, comprimente dos brotes (em), peso da maténa

fresca e peso da mateéria seca (mg).



41 Preparacio dos embrides:

Os embrides foram extraidos de sementes oriundas de frutos em estadio
de cereja Apos aretirada do pergaminho, as sementes permaneceram &m agua
destilada por 15 horas. Apés este periodo elas forammergulhadas emhipoclorito
de soédio por 1 minuto, € posteriormente em alcool 70% por meia hora. Os
embndes foram extraidos sobre placas de petri, sob estereomicroscapio,
mantendo-os intactos. Em seguida foram inoculados no meio, colocando-se um
embrido por tubo de ensaio, correspondendo a parcela experimental.

O meio utilizado foi o “MS” acrescentado de 6mg/l de GA; Os
tratamentos foram constituidos de todas as combinages possiveis entre as
concentracoes de ANA (0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mue/l” e de BAP (0,0; 3.0; 6,0 9,0

resultando num fatorial 4 x 4, utilizando-se delineamento inteiramente

casualisado (DIC) corn 4 repeti¢des..

Para a analise cstatistica, foram duas maneiras de decompor a

entre tratamentos. A primeira delas correspondeu ao desdobramento em

fatores principais e interagdio entre eles, tipico de ensaios fatoriais. A outra maneira
fez uso do ajustamento a modelos de superficie de resposta (Box e Draper, 1987).
quando as diferencas entre os tratamentos significativas pelo teste F.
O método de ‘backward’ (Draper e Smith, 1981) foi utthzado para a selegiio de
modelos de regressde multipla envolvendo os fatores testados no experimento,
utilizando-se o residuo da analise de vandincia para testar a significdncia dos
coeficientes de regressdo. Uma vez determinado o modelo, testava-se a

sigmificancia dos desvios de regressao pata verificar a adequabitidade do modelo.
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Y :valor observado na parcela que recebeu o tratamento i na repetigio;

o :intercepto:
By :coeficientede regressdo k;
Xy 1 concentragdo de ANA presente na repeticaoj do tratamentoi,

X de BAP presente narepeti¢ioj do tratamento i;

2y -

3; :desvio de regressao associado a parcela que recebeu o tratamento i na repeticao

J =
e,,: erro experimental associado a parcela que recebeu o tratamento i na J-
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5RESULTADOS E DISCUSSAQ



significativos,evidenctando que os modelos ajustados utilizados foram

(Tabela?2). elevadas de auxina, associadasa elevadas
de citocinina, promoveram um aumento no mimero de brotagdes. O contrario foi
observado por George (1994}, em cujo trabalho, elevadas de auxina,
inibiam o desenvolvimento do embrido. Raghuramulu (1989), também obteve
grande éxito em C. arabica, quando utilizou concentragdes de 1,00 mg/1 de ambos
regdadores de crescimento. Concentragdes acima ou abaixo destas nfo foram
satisfatorias. As concentragdes acima de 1,00 mg/l de auxina fian consideradas

promovendo morte do embrido.

No. Brotos
3.05
2.03
1.02
FIGURA 2 — Superficie de para a caracteristica namero total de
brotos em resposta as dosagens de ANA e BAP. Lavras,
MG, 1998
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1.00 77— R

0.75

N
A
n 0.50 z=
2 A
: |
0.00 -
0.60 2.6S 4.50 6.75 9.00
BAP nmo/1
Mo. Brotas ——— 0.617 ——1,001 1.385 —1.769
2.153 ——2.,536 2.920

FIGURA 3 — Diagrama de contorno para a caracteristica niimero total de
brotos ern resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lams,
MG, 1998

5 2 Niamero de brotos maiores que um centimetro

O modelo de superficie de resposta ajustado demostrou que © niimero
maximo de brotacdes maiores que 1,00 cm foram obtidas com concentragies

hormonais em sua dosagem (ANA = 1,00 mg/l e BAP = 9,00 mg/l) como
pode ser observado na Figura 4, em um periodo de 60 dias de Para esta
caracteristica houve entre os fatores (Tabela 2), o que pdde ser

confirmado pela presenca de termos no modelo envolvendo os dois fatores.
simultaneamente (Figura 4). O mesmo pode ser observado pelo diagrama de
contornos (Figura 5), em que se evidencia uma relacio de dependéncia entre os
fatores, pela tendéncia dos eixos dos ebpsdides manterm-se ndo paralelos ao..
eixos das variaveis independentes. Infimeros trabalhos mostram que o sucesso na
cultura de embndes estd associado a diversos fatores, incluindo o comprimento do
explante. que deve ser igual ou superior a 1,00 cm, permitindo uma maior
sobrevivéncia (Colona, 3972; Krasnyanski e & 1992, Raghuramulu, 1989:
Sondahl e al, 1984).
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Brotos

Y=1,147714 +0,091410
FIGURA 4 — Superficie de resposta para a caracteristica comprimento das

brotacées (brotos maior que 1 cm) em resposta as dosagens de
ANA e BAP. UFLA. Lavras, MG, 1998

1.00 s —
.II‘I ! " — - i
1 \ b =
i \ e, ~ T —
: .15 X oo - i -4
i : \ e —— & e
0.501 \ TR WRERR
| ] L BB .
i s
0.00 +— . e
0.00 2.75 4.50 B.75 S.00
BAP ng/l
Brotos > lem — 1.189 1.312 1.436 1,559
|.682 = 1.808 1.529

FIGURA S - Diagrama de contorno para a caracteristica comprimento das

brotacies (brotos maiores que 1 cm) em resposta as dosagens
de ANA e BAP. UFLA. MG, 1998



5.3 Numero total de folhas

Para o numero total de folhas, ocorreu interagio entre os fatores
demonstrado, tanto pela andlise fatorial (Tabela 2), quanto pelo modelo ajustado,
sendo confirmadopela existéncia de termos no modelo envolvendo os dois fatores
simultaneamente (Figura 6). A n#o significincia dos desvios de regressio
demonstra que o modelo utilizado foi satisfatorio (Tabela2). Através do diagrama
de contomos (Figura 7), pode-se observar a tendéncia dos eixos elipsdides ndo se
manterem paralelos ao eixo das variaveis independentes, o que a
existéncia da interagio entre os fatores para esta caracteristica A concentragdo
maxima de auxina (ANA = 1,00 juntamente com 7,39 mg/1 de citocinina
(BAP) resultou num maim mimero de folhas por explante. Segundo o modelo de
superficie de resposta ajustado para estas espera-se que 0 numero
total de folhas seja de 12 folhas por explante.

No. Fo1has
4.10

2.73
1.37

0.00
1.

FIGURA 6 — Superficie de resposta para a caracteristica nimero total de
folhas em resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lavras, MG,
1998.
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Mo. Folhas —— 1.456 ——1.873 -~ —2291 -——2.708
3.125 —3.543 3.360

FIGURA 7 — Diagrama de contornos para a caracteristica numero total de
folhas em resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA., Lavras,
MG, 1998.

5.4 Peso de matéria fresca e seca da parte aérea das brotagies

Conforme se observa na S, concentracdes de ambos
os reguladores de crescimento m a resposta maior. Segundo o modelo
de superficie de resposta ajustado, a resposta mdaxima seria obtida com uma
concentragio de ANA igual a 0,53 mg/l e BAP igual a 6,00 mg/l, obtendo em
m&dia um peso de 148,53 mg/explante. Apesar da entre os fatores, o
modelo de regressdo multipla ajustado 8) ndo apresentou fermos contendo
os dois fatores simultaneamente, sugerindo que a interacdo nio seja forte. No

de contornos também pode-se observar esta tendéncia (Figura 9). Para

esta variavel, o desvio de regressio foi ndo sigmficativo, portanto o modelo
ajustado fai satisfatorio (Tabela 2).

Na andlise do ensaio fatonal (Tabela 2), para a caracteristica peso da

matéria seca, ndo houve intera¢fio entre os reguladores de crescimento ANA e
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BAP, porém no modelo de regressdo multipla ajustado observa-se a presenga de
termos envolvendo gpenas um dos fatores (Figura 10), o regulador de crescimento
BAP, demonstrando que as dosagens crescentes deste fator influenciaram na
resposta para o do pesa seco. O memo pdde ser observado pelo diagrama
de contornos (Figura 11), em que evidéncia-se a tendéncia do eixo elipsoide
manter-se paralelamente ao eixo da variavel independente AYA. O desvio de
regressao ndo foi significativo (Tabela 2}, portanto, © modelo ajustado foi

satisfatdrio.

Fresco
149

99
50

Y=14.024855 + 322,720961 X, +16,2252219 X, —303,235632 X,” —1,352865
X,"

FIGURA 8 — Superficie de resposta para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens de AYA e BAP. UFLA. Lavras, MG,
1998.



0.00 2.25 4.50 6.75 9.00

BAP mg/1
Peso Fresco — 20.75 = 40.93 — 61.10 — 81.28
101.46 —121.63 141.81

FIGURA 9 - Diagrama de contornos para a caracteristica peso fresco em
respostaas dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lavras, MG, 1998,
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FIGURA 11 — Diagrama de contornos para a caracteristica peso seco em
resposta as dosagens das :orménios ANA e BAP. UFLA,
Lavras, MG, 1998.
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2 ABSTRACT

INFLUENCE OF THE GROWTH REGULATORS IN THE .
MICROPROPAGATION “IN VITRO” OF CULTIVATING CATUAI
VERMELHO LCH 2077-2-5-44

The “in vitro” micropropagation, it promotes the fast multiplication in
short space of time, being important for you cultivate improved of long cycle,
that possess not very material, therefore they need they be spread fast and
massively. The objective of this work went evaluate micropropagation
methodologies for Coffea arabica cv. Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44,
belonging the collection “in lives” of the Universidade Federal de Lavras. For
that, it was necessary to determined which the best concentrations of the
regulators of growth 6-benzilaminopurina (BAP), giberélic acid (GA;z) and TDZ

With that all the possible combinations
were tested among the used dosagens, for both experiments, resulting entirely in
an arranged fatonial 4x5 in acompletelv randomized. They were also used
models of answer surface, where it can be determined the ideal concentrations
for the characteristics, total shoot number, number of larger sprouts than lcm,
total leaf number, weight of the fresh and dry matter of the shoot. For all the
appraised characteristics, it is observed that the best results, for the first
experiment, they were obtained being used minimas concentration of the BAP 10
the ausencia of the GA;. The goods resulted to the experiment utilizing TDZ of
the GA; the obtaing being were to the TDZ (estava na sua dosagem m’nima
associado a dosagem maxima de GA; This work is part of the program of
improvement of the culture of coffee of the Universidade Federal. de Lavras—
MG.



3 INTRODUCAQ

As dificuldades de multiplicagdo podem ser minimizadas através da
propagaciio vegetativa “in Vitro”. A técnica apresenta grande potencial para a
mulirplicagdo rapida e selegdo de material precoce, sendo muito aplicada em escala
industrial (Watyaro, 1984; Van Der Vonen, 1985)

A técnica de cultura de tecidos vegetais “in vitro” possibilita a
propagacio em larga escala e em curto espaco de tempo, sendo importante para
as culturas de ciclo longa. Esta técnica € vantajosa quando aplicada em
variedades melhoradas que possuam pouco material e necessitam ser propagadas
rapida e massivamente, com a finalidade de producdo de mudas.

No processo “in vitro”, o meio de cultura € de essencial importancia, pois,
fomece todas as substancias necessarias para o desenvolvimento e crescimento de
células, tecidos ou 6rgdos. O aumento na proliferagio e a do material
multiplicado a cada subcultivo estdc diretamente relacionado aos componentes
utilizados no meio de cultura. Respostas positivas ¢ satisfatorias sdo obtidas no
desenvolvimento até a formagdo de microplintula quando se processa uma

varidvel dos componentes do meio de atingindo um perfeito
entre eles (Cambrony & Snoeck, 19853).

A micropropaga¢io de ramos ortotropicos m sido realizada em muitas
espécies cultivadas pertencentes ao género Brotos apicats e brotos axilares
sdo utilizados, mas nesse caso a do explante é a maior barreira na
cultura “in vitro”. pois, ainda ndo é totalmente eficiente (Somdahl, 1984). A
ocotréncia natural de determinados horménios ¢ insuficiente para suprir as

necessidades da planta, portanto e necessirio a adigdo suplementar dessas



substincias para se obter resultados satisfatorios e promussores em a
micropropagacio (Pasqual e Pinto, 1988).

Curster (1980) foi um dos primeiros a trabalhar com micropropagagio em
Coffea arabica, obtendo sucesso com a de brotos ortotrépicos e
plagiotrépicos em meia de cultura contendo MS, elevadas de
auxinas e baixas concentragées de citocininas, tendo resultados semelhantes aos
obtidos pelos métodos convencionais “in vive”, sendo que a maior
corresponden a contaminagio e a dos explantes utilizados.

O objetiva deste trabalho foi avaliar a influéncia das concentragdes dos
reguladores de crescimento BAP,GA; e TDZ na micropropagagdo da cultivar
Catuai LCH 2077-2-5-44.
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4.1 Procedimentos gerais

O meio nutritivo basico utilizado foi o de Murashige e Skoog sendo
que o pH foi ajustado para 5,9 utilizando hdréxido de sédio (NaOH) e acido
cloridrico (HCL). Para a solidificagdo do meio foi agar na proporgdo de
7e/l.

Apos 0 preparo, foram distribuidos cerca de 10 ml de meio por tubo de
ensaio (2,5 x 15 cm ), 0s quais form vedados com tampa de pohpropileno. O meio
foi 'esterilizado utilizando-se antoclavagem a temperatura de 121 "C latm, durante
20 minutos.

O processo de inoculagiio foi realizado assepticamente an cidmaras de
fluxo laminar horizontal. Apés o processo de o material foi transferido
para sala de crescimento comtemperatura de 26 + 1°C, fotopericdo de 16 horas e
intensidade luminosa de 2500 lux, suprida por ldmpadas Grow-lux e Branca-fria,
na propor¢do de 1:1, permanecendo nestas condi¢des por um periodo de 90 dias.

Foram conduzidos dois experimentos, nos quais foram avaliadas as variaveis



42 Experimenta E Multiplicagde “in Vitro” variando-se as influéncia das
concentracies de RAP e GA; ao cultivar Catuai Vermelho LCH 2077-2-
5-44.

Esse experimento foi realizado conforme descrito no item 4.2.1, sendo que
os tratamentos utilizados foram constituidos de todas as combinagées possiveis
entre as concentragdes de BAP: 0,0; 3,0; 6,0 e 9.0 mg/l e de GAz: 0,0; 2.5; 5,0; 10,0
e 20,0 mg/l, resultando em um fatorial 4 x 5, cisposto em um delineamento

inteiramentecasualizado (DIC), com 4 repetigoes.

4.3 Experimento 2: Multiplicaciio “in vitro™ variando-se as concentracdes de
TDZ e GAzno cultivar Vermelho LCH 2077-2-5-44,

Esse experimento também foi realizado conforme o ariei; sendo que os
tratamentos form constituidos de todas as combinagdes possiveis entre as
concentragbes de TDZ: 0,0; 3,0; 6,0 e 9,0 mg/1 e de GA; :0,0; 2,5; 5,0; 10,0 ¢ 20,0
mg/l, resultando em um fatorial 4 x 5, disposto em um delineamento inteiramente

casualizado (DIC), com 4 repetigdes.
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5.1 Experimento 1: Multiplicacio "in vitro” variande-se as concentracdes de
BAP e GA; na cultivar catuai vermelho LCH2077-44,

O resumo das analises de vanancia, para as caracteristicas avaliadas, esta
apresentadonas tabela 3. Observa-se que nas trés primeiras caracteristicas, nimero
total de brotos, mitmero de brotos maiores que I cme total de folhas, houve

significativa entre os regutadores de crescimento BAP e GAs.

5.1.1 Nimero de brotacées

O modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 12) demonstra que
para a maximizagdo no numero de a dosagem adequada de ¢itocinina
(BAP) deve ser1gual a 0,99 mg/l em auséncia de acido giberélico (GA;) dentro do
intervalo avaliado. O numero de brotagdes esperado para esta combinagio é de
2,42 brotagdes/explante. Nota-se também que, sob concentragdes crescentes de
GA;, associadas a uma dosagem constante de BAP igual a 0,99 mg/l, ocorre uma
redugdo no nimero de brotagdes. Este fato evidencia que o acido giberélico, para
esta caracteristica ndo mostrou-se eficiente. A analise, considerando a estrutura
fatorial (Tabela 3), demonstra que ha interagdo entre os regdadores de
¢rescimento. A presenca de termos presentes no modelo, envolvendo os dois
fatores simultaneamente, confirma a existéncia de interacdo (Figura 12). Através
do diagrama de contornos, pode-se observar que ndo h i um paralelismo claro entre
0s eixos dos ¢lipsdides e os eixos das vanaveis independentes (Figura 13). O

desvio de regressdo, ndo significativo, mostra que o modelo utilizado foi
tido como satisfatorio (Tabela 3).

Segundo Zok e Dublin (1991), sdo necessirias altas de
citocinina para aumentar o niimero de brotagdes. experimentos

com Coffea arabica, caturra e bourbon, a dosagem de TO mg/l de BAP foi

sendo que a intera¢do desse horménio com auxina e acido giberélico
mostrou-se desfavoravel, reduzindo consideravelmente 0o nimero de brotagdes
fexplante.
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Y= 1,346708 - 1,311925 X, + 0,074922 X, + 0080191 X;X, +
2312803 X, - 0,003522 - 0,116088 /X X, -
Xl \'llll-X_j
FIGURA 12 —Superficie de resposta pata a caracteristica nimero total de

brotos em resposta as dosagens dos hormonios BAP e GA;.
UFLA, Lavras, MG, 1998,

No. Brotos —1.375 —1.560 — 1,745 —1.930
2115 — 2.300 2.415

FIGURA 13 - Diagrama de contorno para a caracteristica nimere

total de brotos em resposta as dosagens dos horménios
BAP ¢ UFLA, Lavras, MG, 1998.

70



5.1.2 Numero de brotos maiores que 1 cm

Para a caracteristica brotos maiores que 1,00 cm. observou-se a presenca
de interagdo entre os fatores (Tabela 3}, sendo que esta interagdo foi confirmada
pela presenca de termos no modelo de regressdo, envolvendo os dois fatores
sunultaneamente (Figura 14). Os desvios de regressdo. ndo significativos,
dernonstram que o modelo ajustado foi satisfatorie (Tabela 3). O maior numero de
brotagies que 1,00 anfoi verificado, utilizando concentragdo maxima de
dcido giberélico (GA: =20,00 mg/l) associado a concentragdo méaxima de

(BAF = 9,00 mg/M), de acordo com o modelo de de resposta
ajustado (Figura 14), também venficado pelo diagrama de contornos (Figura 15).
Estas dosagens foram utilizadas em um periodo de 90 dias de cultiva: O mesmo foi
verificado por Berthouly quando utilizon acido giberélico (GAa) associado
acttoctmna (BAP), onde 0 GA; foi responsavel pela elongagfio dos explantes de
Coffea arabica e Coffea canephora, por um periodo de 90dias de cultivo.

Y=1,249868 — 0,079592 X, + 0,252262 X, — 63008429 X,’ + 0,008183 X,’ —
10,038604 X, X, - 0,59319 log X, +0,001103 +0,081159 X2

FIGURA 14 —Superficie de resposta para a caracteristica brotos maior que
1 cm em resposta is dosagens dos hormonios BAP e GA,.
UFLA, Lavras, MG, 1998,
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FIGURA 15 — Diagrama de contornos para a caracteristica brotos maior
que E cm em resposta as dosagens dos hormonios BAP e
GA;. UFLA, Lavras, MG, £998.

5.1.3 Numero total. de folhas

De acordo corn o0 modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 163.
0 aumento no niimero de folhas/explante foi obtido quando a concentragio da
citocinina BAP era de na auséncia do regulador de crescimento GAs .
U nimero total de folhas estimado seria de 12 folhas/explante,
observado peto diagrama de (Figura 17). As concentrag¢des utilizadas
de GA; associadas as concentragdes de BAP apresentaram redugdo no nimero
de folhas e clorose generalizada. Segundo a analise do ensaio fatorial (Tabela
3), houve interagio entre os fatores, 0 que foi corroborado pela existéncia de
termos no modelo de regressdo, envolvendo os dois fatores simultaneamente
(Figura 16). O mesmo pide ser observado no diagrama de contornos, onde os
eixos elipsdtdes ndo apresentam tendéncia de paralelismo em relagao ao eixo
das variaveis independentes, confirmando a presenca de interagdo (Figura 16).
A auséncia de significincia dos desvios de regressdo demonstra que o modelo
ajustado foi satisfatbrio (Tabela 3 ).
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Y=2,68576 — 5,611487 X, + 0,220338 X, + 0,295645 X,” + 0,388906 X, X, +

9,835233 -1,131497 +0,02063 X, X, — 0,65975 X,
FIGURA 16 — Superficie de resposta para a nimero total de
folhas em resposta as dosagens de BAP e GA;. UFLA. Lavras,
MG, 1998,
9 001 - o — ™
B 6.75 -
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J -\ : “1“‘\.} C
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GA3 mg1
No. Folhas — 1,035 ——2.010 2.984 — 3.958
4,932 — 5.9 6.8380
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5.1.4 Pesoda fresca e seca da parte aérea das

Na andlise de varidncia (Tabela 3) para a caracteristica peso
observa-se que aintera¢do foi ndo significativa para os fatores BAP e GA;,
existem termos no modelo que envolvem os dois fatores stmultaneamente (Figura
18), demonstrando que o0 modelo detectou interagdes que a analise fatorial ndo
havia detectado. Os desvios de regressdo ndo foram significativos, portanto, o
modelo utilizado foi satisfatorio (Tabela 3). Segundo o modelo de
superficie de resposta ajustado e pelo de contorno (Figuras 18, 19).
houve um aumento no peso fresco das brotagdes quando o homdnio GA; estava
ausente e 0 BAP na concentragdo de 0,96 mg/l, podendo neste caso atingir o peso
fresco médio de 105.79 mg/1. A varidvel peso seco apresentou resposta semethante
ao peso fresco, sendo que os melhores resultados foram obtidos na auséncia de
GA; e BAP na de 1,0 mg/l. Este resultado também pode ser observado
pelo diagrama de contorno (Figuras 20 ¢ 21).
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Peso Fresca

16.238
6.92
3.46
0.00

Y=23,4715-102,267681 X, +5,775792 X, + §, 133517 +178,788197
- 0,392375 -12,072789 \,I'X| x Xz —4,090548 X;x

FIGURA 18 — Superficie de resposta para a caracteristica peso fresco em
respostaas dosagens de RAP e GA;. UFLA. Lavras,
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GA3 mg
Peso Fresco - 5.07 —_— 21.21 - 37.35 —— 53.48
69.62 -~— a5.75 161.89

FIGURA 19 — Diagrama de contornos para a caracteristica peso fresco em
as dosagens de BAP e GA3;. UFLA. Lavras, MG, 1998
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Peso Seco

Y= 3,2305 — 9,169987 X, + 0,521034 X,” +0,736664 XX, *+

- 0,036635 —-1,066672 /X, X; —0,354967 X, /X,

FIGURA 20 — Superficie de resposta para a caracteristica peso seco em
resposta as dosagens dm hornonios BAP e GA; UFLA.
Lavras, MG, 1998.
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FIGURA 21-Diagrama de contornos para a caracteristica peso seco
em resposta as dosagens dos hormonios BAP e GGAs
UFLA. Lavras, MG, 1998.
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5.2 Experimento 2: Multiplicacio “in vitro” variando-se as de
TDZ e GA; no cultivar Catuai vermelho LCH 2077-2-5-44,

Os resultados obtidos para as caracteristicas avaliadas no experimento 2
estdo apresentados na Tabela 4. Todas as caracteristicas, exceto peso sem, foram
influenciadas pela interacdo entre os regdadores de crescimento TDZ e GA;
(Tabela4).

O maior nimero de brotagles estimado. segundo o modelo de superficie
de resposta ajustado e o diagrama de contorno. € obtido quando a concentragio de
GA; atinge o suadosagemméxima (GA; =20 mg/l) interagindo com a dosagem
de 0.94 mg/l de TDZ, sendo o mimerc de brotagies estimada de 2,15
brotagOes/explante (Figuras 22 e 23). A interacio entre os reguladores de
crescimento foi verificada pela de varidncia (Tabela 4). O modelo de
regressio multipla ajustado essa interagho através da presenca de
termos no modelo, os dois fatores simultancamente {Figura 22). O
desvio de regressio para estacaracteristica nio foi o que indica que 0
modelo ajustado foi satisfatbrio (Tabela 4) . Através do diagrama de contornos,
pode-se observar uma tendéncta de ndo paralelismo dos eixos elipsdides em
relagdio aos eixos das variaveis independentes, o que confirma a intera¢do presente
entre os regdadores de crescimento TDZ e GA;.

Neste experimento houve uma maior influéncia do horménio GA; .
aumentando o nimero de brotagdes, ao contrario do ocormido no experimento 1, no
qual, a auséncia deste hormonio provocou os melhores resultados. A citocinina,
BAP eo TDZ, emambos 0s experimentos, determinaram uma melhor resposta sob
semelhantes sendo de 0,99 mg/1 para o experimento 1 e 0,94 mg/1

para o experimento 2. correspondendo a resultados semelhantes.
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9.00 1

0 g 10 15 2c
GA3 mg/1
No. Brotos — 1.202 —— 1.39%0 1.5fT —— 1.765
1.952 —2.14¢ 2,301

FIGURA 23 — Diagrama de contornos para a caracteristica niimero total de
brotos em resposta as dos hornonios TDZ e GA..
UFLA. Lavras, MG, 1998.
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5.2.2 Nuimero de brotos maiores que 1 cm

De acordo com o modelo de superficic de resposta ajustado e pelo
diagrama de contorno (Figuras 24 e 25), para obten¢do de maior de
com tamanho superiora 1,00 cm. a combinagédo das dosagens hormonais
seria de 0,98 mg/l de TDZ associado a 20,00 mg/ de GA; . As concentragbes
crescentes de TDZ em relacfio 4 auséncia de GA; apresentaram comportamento
constante. e as dosagens intermediarias entre 0 e 3,00 mg/l de TDZ associadas as
crescentes dosagens de GA; apresentaram respostas satisfatorias, Pela analise de
vanancia (Tabela 4), pode-se observar a presenca de entre oS
de crescimento TDZ e GA; para a caracteristica brotos maiores que 1
cn. Este fato ¢ comprovado pela de termos presentes no modelo
regressio, envolvendo os dois fatores (Figura 24). Os desvies de
contudo, foram Apesar das imiimeras tentativas, ndo foi possivel

encontrar um modelo de regressao que melhor se ajustasse.

¥=1,124212 - 0,048927 X, X; +0,002097X,” X, +0,088739 X, X,

FIGURA 24 — Superficie de resposta para a caracteristica brotos maiores que
1cm em resposta as dosagens de TDZ e GA;. UFLA, Lams,
MG, 1998
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6A3 moA1
Brotos > lem — 1,053 ——1.197 ~—— 1342 ~——— 1.486
1.631 —1.77% 1.919

FIGURA 25 - Diagrama de contornos para a caracteristica comprimento
das brotacies (brotos maiores que 1 cm) em resposta as
dosagens de TDZ e GA;. UFLA. Lavras, MG, 1998.

5.23 Nimero Total de folhas

A no namero total de folhas/explante, segundo © modelo de
superficie de resposta ajustado, foi obtida na utilizacdo do horménio GAs na sua
dosagem miaxima {(GA; = 20mg/l), interagindo cum TDZ na dosagem de 0,98
mg/l. Neste caso o numero total de folhas seria de 5 fothas/explante, também
observado pelo de contorno (Figuras 26 ¢ 27). No resumo da andlise de
variancia (Tabela 4) para esta caracteristica observa-se que houve uma
entre os fatores e esta foi confirmada através do modelo ajustado (Figura 26),
ocorrendo a de termos no modelo. envolvendo os dois fatores. Os desvios
de regressdo ndo foram sigmificativos, o que indica que o modelo ajustado foi
satisfatorio. O diagrama de contornos (Figura 27) ndo apresentou tendéncia ao
paralelismo entre os eixos dos elipsdides e os eixos das variaveis independentes.

confirmando a ocorréncia de mteragdo entre os de crescimento
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Através dos experimentos, pode-se observar que a utilizagio de BAP, ao
invés de TDZ, € mais apropriada, pois ndo foi influénciada peta adicdo do GA; e
também por ter tido melhor resposta na maximizagdo do niimero total de folhas,
sendo 11 folhas/explante no experimento £, em relagio ao experimento 2, que
apresentou cerca de 5 folhas/explante. Portanto o TDZ em relacido ao BAP, nio

mostrou-se eficiente.

No. Folhas . T

1.62M

FIGURA 26 — Superficie de resposta para a caracteristica niimero total de
folhas em resposta as dosagens dos hormenios TDZ e GA;.
UFLA. Lavras, MG, 1998.
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0 5 10 15 20

GA2 mg/1
No. Folhas — 1.650 —2 239 — 2.82% —3.416
4.006 —4.594 L.182

FIGURA 27 — Diagrama de contornos para a caracteristica nimero total
de folhas em resposta as dosagens dos hornonios TDZ e GA;.
UFLA. Lavras, MG, 1998.

5.2.4 Peso fresco e peso seco da parte aérea das brotacoes

A interacdo entre os fatores pode ser observada através da analise de
variancia (Tabela 4) e pelo modelo de superficie ajustado (Figura 28), onde nota-se
a presenca de termos no modelo envolvendo os dois fatores. O mesmo pode ser
observado pelo diagrama de contornos (Figuras 29), onde pode-se observar que
ndo existe urna tendéncia ao paralelismo entre os eixos elipsdides e os eixos das
vartaveis independentes, apresenca de interagdo entre os fatores. Os
desvios de regressao foram significativos ao nivel de 1%. Neste caso, apesar de
imimeras tentativas ndo foi possivel encontrar um modelo que se ajustasse
satisfatoriamente.O m e nt o no peso fresco das brotacdes, através do modelo de
superficie de resposta ajustado. foi obtido com concentragdo de TDZ igual a 0.84
mg/1 associado a dosagem méaxama de GAs: 20 mg/l. correspondendo a um peso

fresco estimado de 80,71 mg.



O peso seco da parte aérea das brotaghes ndo apresentou diferengas

significativas entre as concentragdes dos reguladores de crescimento.

Y= 47,864191+ 38328415 X, + 2,65558 X, — 2,532073 X, - 4,622082 X;X, -
50275195 X, - 15656932 /X, - 0,035551 X, X" + 0,308524 X" X, +

8214728 /X, X,

FIGURA 28 — Superficie de para a caracteristica peso fresco em
resposta is dosagens dos hornonios TDZ e GA; UFLA.
MG, 1998.
0 5 10 IS 20
GAd mg/ |
FIGURA 29 — Diagrama de pasa a caracteristica peso fresco ern
resposta as dosagens dos hornonios TDZ e GAs;. UFLA,
Lams, MG, 1998.
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6 CONCLUSAO

As melhores concentragdes para as caracteristicas avaliadas,
corresponderam a auséncia do hormdnio GA; em com concentragdes
minimas de BAP. As concentragdes do horménio BAP para as caracteristicas n°
total de folhas, peso fresco, n° total de brotos e peso seco foram 0,95, 0,96, 0,99 ¢
1,00 mg/l respectivamente. U s melhores resultados, para a caracteristica n° de
brotos maiores que 1,0 cm, fonm obtidos quando as concentragdes maximas de
BAP e GA,; foram utilizadas.

Na relagio entre os horménios TDZ e GA;, para todas as caracteristicas

avaliadas, ¢ recomendada a utilizacdo da maxima de GA;
as de TDZ variando de 0,84 a 0,98
mg/l. As que apresentaram os melhores resultados para TDZ, nas

segwntes caracteristicas, foram: peso fresco (0,84 mg/l), nimero de brotagdes

(0,94 mg/1) e numero total de folhas e brotos maiores que 1,0 em (0,98 mg/1)
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