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RESUMO

ANDRADE, L.M.C.O. Oftimizagdo de técnicas de cultura de tecidos para o
melthoramento do cafeeiro (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1998. 73p.
(Dissertagio- Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).’

Os objetivos deste trabalho foram os de se testar metodologias de cultura
de tecidos como a cultura de anteras, a micropropagacio e a cultura de embrides
pana as cultivares de café pertencentes a colegio “in vivo” da Universidade
Federal de Lavras. Para isso, foi necessario determinar: o tamanho do botdo
floral ideal para obtengio de plantas hapléides através da cultura de anteras,
determinar, na micropropagacio: as melhores concentragdes utilizadas dos
reguladores de crescimento BAP (6-benzilaminopurina), GA; (icido giberélico).
e TDZ (N-phenil-N-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia), e na cultura de embrides,
determinar quais as melhores concentragdes dos reguladores de crescimento
ANA (4cido naftalenoacético) e BAP. Foram realizadas analises morfologicas e
citologicas em botdes florais de 4 cultivares de Coffea arabica. cv. Mundo
Novo, Catuai, Icatd e Rubi, observou-se que para todos os gendétipos, o
micrdsporo nio vacuolado com niicleo central, ideal para a obtengdo de
hapléides através da cultura de anteras, ocorre com mais frequéncia em botdes
florais variando de 4,5 a 6,0 mm de comprimento, contendo anteras que variam
de 4,5 a 5,5 mm de comprimento. Para os experimentos de micropropagagio,
foram utilizadas como explantes, microestacas da cultivar Catuai, onde foram
testadas diversas combinagdes entre os reguladores de crescimento BAP e GA; e
de TDZ e GA; resultando em um fatorial 4x5, dispostos em um delineamento
inteiramente casualisado. Para se verificar o efeito das diferentes combinagGes
dos reguladores de crescimento, foram feitas avaliagdes periddicas com relagio
ao numero de brotagBes, brotos maiores que um centimetro, nimero total de
folhas, peso da matéria fresca e seca das brotages. Os melhores resultados para
a combinag3o BAP e GA; foram obtidos na auséncia de GAs e presenca de BAP.
Para a combinagio TDZ e GA;, os melhores resultados foram obtidos quando a
concentracdo maxima testada de GA; foi associado as concentragfes minimas de
TDZ. Na cultura de embrides, foram utilizados embrides da cv. Catuai, com os

! Orientador: Prof. Moacir Pasqual. Membros da banca: Prof®. Lisete Chamma
Davide, Prof. Eduardo Bearzoti e Prof®. Patricia Duarte Oliveira Paiva



quais foram testadas combinagdes entre concentragdes dos reguladores de
crescimento ANA e BAP, resultando em um fatorial 4x4, dispostos um
delineamento inteiramente casualisado. Para todas as caracteristicas avaliadas,
os melhores resultados foram observados na concentragio 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 micropropagacio e cultura de
embriGes, para otimizar as concentragies 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 floral 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-
benzilaminopurina), GA3 (giberélic acid) and TDZ (N-phenil-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
BAP(6-benzilaminopurine). 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
observing that, for all the genotipes, the microspore non vacuolated (with central
nucleus, ideal for the haploids obtained through the anthers culture), happens
frequently 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 (mg/1) 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 growth 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 embryos of the cv. Catuai, 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 characteristics, the best results were observed in 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 concentrations of the used growth
regulators. This work belongs to the program of improvement of the coffee
culture of the Universidade Federal de Lavras (UFLA).






1 INTRODUCAO GERAL

Nos programas de melhoramento, as técnicas convencionais tém
apresentado resultados promissores na cultura do café, no que se refere ao aumento
"de produtividade e obtengfio de novos cultivares. Apos o cruzamento intervarietal
sd30 necessarias cerca de 7 a 9 geragdes de autofecundagdo para se chegar a
uniformidade genotipica. O tempo, para que se chegue a um resultado satisfatério,
¢ muito longo, cerca de 15 a 20 anos, até se obter material superior. Sendo assim, a
técnica de cultura de tecidos pode auxiliar no melhoramento da cultura, pois
rompe barreiras de cruzamento existentes nos métodos convencionais. Além
disso, a propagagdo “in vitro” de café apresenta-se como um conjunto de
técnicas que podem produzir grandes quantidades de plantas em curto espago de
tempo, se comparado com os métodos convencionais, tendo grande valor nos
programas de melhoramento para obtengéo de cultivares melhoradas e com
grande aplicabilidade na cultura de café.

Viérias sio as metodologias de cultura de tecidos que auxiliam os
programas de melhoramento do caf€, tais como a cultura de anteras para a obtengiio
de plantas homozigotas; a cultura de embrides, para a recuperagio de embriGes
provenientes de cruzamentos interespecificos e para a antecipagdo da época de
plantio; embriogénese somética, através de explantes foliares para obtengido da
planta inteira; cultura de meristemas, para obtengido de plantas livres de virus;
micropropagagdo, com o objetivo de realizar a rapida multiplicagdo do material
melhorado, manutengio de bancos de germoplasma e a multiplicagdo de hibridos
interespecificos. Neste trabalho optou-se por utilizar a cultura de anteras, a cultura
de embrides e a micropropagagdo através de microestacas. A metodologia utilizada
faz parte do programa de melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de
Lavras, e as cultivares uitlizadas pertencem a colegdo “in vivo”da mesma



instiﬁxic;io, as quais foram escolhidas por serem amplamente utilizadas na
cafeicultura comercial.

O objetivo deste trabatho foi o de otimizar metodologias de cultura de
anteras, micropropagacdo e de cultura de embrides para as cultivares de café
pertencentes a coleco “in  vivo”da Universidade Federal de Lavras.
Especificamente; buscou-se determinar o tamanho do botio floral ideal para
obtengdo de hapléides através da cultura de anteras; e também, para a cultura de
embrides e micropropagagdo, os tipos de reguladores de crescimento e as melhores

concentra¢Ges utilizadas.

W



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O cafeeiro pertence 4 familia Rubiaceae, na qual o género Coffea 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. trata-se de uma cultura de grande importincia econdmica, sendo que
cerca de 70% do café cultivado em escala comercial ¢ do tipo arabica e 30% ¢ do
tipo robusta. Existem também outras espécies que sdo utilizadas exclusivamente
em programas de melhoramento, mas que em geral possuem uma quantidade
relativamente baixa de flores e frutos, e consequentemente, baixa produgdo. No
entanto, possuem caracteristicas diferenciadas quanto 4 forma dos frutos e flores, e
resisténcia a diversas moléstias e pragas (Graner e Godoy 1967).

Coffea arabica & considerada uma espécie nobre, com café de boa
qualidade, possuindo mais de 40 mutantes e muitas variedades. E tetrapléide, auto-
fértil, ocorrendo 10 a 12% de fecundagiio cruzada. Apresenta raiz pivotante
proﬁmda ¢ raizes secundarias ramificadas. O caule inico e os ramos ortotropicos
podem dar origem as folhas e também aos ramos plagiotropicos. Os ramos
plagiotrépicos ddo origem as folhas e aos botdes florais. As folhas apresentam
coloragdo verde escura, sio elipticas ¢ apresentam liminas brilhantes e domaceas
visiveis. Quando maduros, os frutos sdo drupas amareladas ou avermelhadas,
possuindo superficie lisa, exocarpo delgado, mesocarpo camoso e endocarpo
fibroso. O endosperma possui uma pelicula prateada, ¢ na sua base aloja-se o
embrido (Graner e Godoy, 1967). No inicio dos estudos genéticos do género
Coffea, tomou-se como padrdo a espécie Coffea arabica, sendo primeiramente



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

Coffea canephora ¢ nativo das regides centrais, tropicais e subtropicais do
continente africano, desde a Republica da Guiné até o Zaire. Coffea arabica ¢
nativo da regido sudoeste da Etiopia, Suddo e Quénia (Berthaud, 1986). No Brasil,
foi introduzido em 1727 pelo Sargento Francisco de Melo Palheta em Belém do
Para, em seguida levado para o Maranhio e Bahia, e posteriormente foi levado para
0 Rio de Janeiro, expandindo-se para o Vale do Paraiba, Minas Gerais, Espirito
Santo, Parana, Mato Grosso e Rondénia (Carvalho, 1993 ).

2.2 Cultura de tecidos

Staritsky (1970) foi o primeiro a trabalhar com a cultura de café “in vitro”,
tendo utilizado segmentos ortotropicos de duas espécies de Coffea, em meio
contendo sais inorgdnicos, sacarose, tiamina, cisteina e auxina. O autor obteve
rapida produgdo de calos na espécie Coffea arabica, e de embrides ¢ plantulas na
espécie Coffea canephora. Posteriormente, inimeros trabalhos foram
desenvolvidos envolvendo o género Coffea (Bandel et al 1975; Carvalho et al 1974;
Causter et al 1980; De Pena, 1983; Monaco et al. 1977; Owuor, 1987; Sondahl et al.,
1984 ¢ 1991, Thorpe e Patel, 1984).

Diversos trabalhos foram realizados utilizando cultura de tecidos para
propagacio de variedades comerciais de café, regenerando plantas através de
neoformacdo de gemas, de secgdo de entrends verdes, de ramos ortotropicos e por
inducdo de embriogénese somitica a partir de explantes foliares (Dublin,
1980,1981; Herman e Haas 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 € microelementos, igua, aminoacidos, vitaminas e reguladores de



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

Na cultura de tecidos, a adi¢do de horménios no meio de cultura é de suma
importéncia, pois reproduz o que ocorre naturalmente na planta. Combinagdes de
dosagens dessas substancias propiciam um melhor crescimento e desenvolvimento
do explante, que pode ser uma folha, um embridio, broto, segmento nodal, entre
outros.

As auxinas e citocininas s3o os principais reguladores de crescimento
utilizados. A combinagdo desses dois reguladores promove a diferenciagfo celular
e também a organogénese (George e Shemington, 1984). Algumas substincias
naturais, por conterem auxinas, citocininas e giberelinas, sdo também utilizadas
com fungdo hormonal, tais como: agua de cdco, extratos de malte, e extratos de
diferentes frutas (Krikorian et al, 1987).

As auxinas, por estarem diretamente relacionadas com o crescimento e
diferenciagdo celular, crescimento caulinar, foliar e de raizes, sdo amplamente
utilizadas na micropropagacdo . As principais auxinas utilizadas sdo: acido indol
acético (AlA), dcido 2,4- diclorofenoxiacético (2-4 D), acido indol butirico
(IBA), e 4cido naftaleno acético (ANA) (George, 1993).

As citocininas sdo substincias importantes na cultura de tecidos “in
vitro” para o crescimento e a morfogénese em inumeras espécies. Elas atuam
diretamente na diferenciagdo, alongamento celular, crescimento e senescéncia
foliar, dominéncia apical, germinagio, entre outros. Este horménio influencia a
divisdo celular, sendo necessario na regulagdo da sintese de proteinas que estdo
diretamente relacionadas com a formagdo das fibras do fuso mitético (George e
Sherrington, 1984). As principais citocininas utilizadas sdo: 6-
benzilaminopurina (BAP), N-isopentenilaminopurina (2ip), e zeatina (Zea)
(George, 1993).



O TDZ (N-phenil-N-1,2,3-thiadiazol-5-iluréia) ¢ um regulador de
crescimento que possui agdo citocininica, e por esta razdo é muito utilizado na
cultura de tecidos como indutor “in vitro” de calos, brotos e embrides, ¢ na
proliferagdo de brotos axilares (Visser et al., 1992; Lu, 1993). )

Existem alguns métodos principais ja determinados de multiplicagio “in
vitro” de café: micropropagagéio através de ramos ou segmentos de gemas, cultura
de embrido e cultura de anteras (Owuor, 1987; Staritsky, 1981).

2.2.1 Metodologias em cultura de tecidos
A. Cultura de anteras

Por ser uma cultura perene, os programas de melhoramento do café
demandam muito tempo. A cultura de anteras é considerada uma ferramenta
importante em programas de melhoramento, pois possibilita a obtengdo de linhas
homozigotas em curto espago de tempo. A obtengdo de plantas puras em
geragOes segregantes acelera o processo de obtengdo de novos cultivares em
varios anos. As plantas hapléides, possuidoras da metade do mimero de
cromossomos caracteristico da espécie, ficam livres dos problemas de
dominéncia e recessividade. Por possuirem apenas um alelo em cada loco
génico, permitem a répida produgio de plantas homozigotas através da
duplicagdo dos cromossomos numa unica etapa substituindo as muitas geragdes
de autofecundagdo necessdrias no processo usual de obtengdo de linhagens
(Moraes Fernandes, 1990).

O melhoramento de C. arabica, por métodos convencionais, tem sido
realizado através de hibridagdo, seguida da selecfio das populagdes segregantes
pelo método genealdgico, até a obtengdo de linhagens. A partir da hibridagio e

selegdo sdo necessarios aproximadamente trinta anos para obtengo 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 com sucesso em uma espécie economicamente
importante, foi obtido com arroz, Oryza sativa, por Niizeki e Oono (1968),
citado por Vasil (1979). Este trabalho despertou grande interesse nos
pesquisadores chineses, que através desta técnica ja produziram uma série de
cultivares de alto valor comercial.

Atualmente j4 foram obtidos haploides de 153 espécies de 52 géneros e
23 familias, incluindo as monocotiledéneas e dicotileddneas (Mahsehwri et al.,
1983). Em gramineas, os trabalhos de Schazffer et al. (1979), Ouyang et al
(1983) em trigo, Chen, Chen e Lin (1982) e Tian ¢ Chen (1983) em arroz, sio
apenas alguns exemplos da produgdo hapldide via cultura de anteras.

Segundo Nitsch (1983), alguns fatores influenciam a obtengdo de plantas
hapléides viaveis através da cultura de anteras ou de pélens, tais como : a
viabilidade do pélen, vigor que a planta apresenta no estadio homozigoto ¢ a
reagdo das plantas haploides em relagio aos agentes duplicadores dos
CTOmMOSSOMOS.

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

O meio biasico utilizado é o “MS”, acrescido de reguladores de
crescimento, tiamina e sacarose, sendo solidificado com &gar. As anteras
utilizadas necessitam de choque témico. O tratamento a frio das anteras, pode



aumentar a capacidade de produzir calos ou plantas regeneradas. A temperatura
6tima varia de espécie para espécie (Hu e Zeng, 1985).

O efeito do tratamento a frio ¢ indireto. O aumento na androgénese é
atribuido principalmente ao fato de que a baixa temperatura retém a viabilidade
do pélen por mais tempo, retarda a senescéncia, sincroniza as células e previne o
aborto do pdlen, portanto, aumenta o nimero de grios de pélen vidveis, os quais
sdo destinados a formar embrides (Bajaj, 1984).

Segundo Ascanio e Arcia (1994), o efeito do choque térmico pode estar
relacionado com o atraso do envelhecimento da parede da antera e a
desorientagdio do fuso mitdtico, levando a um aumento na viabilidade do
micrésporo.

Nitsch (1983) observo que, anteras de Datura tratadas a 3° C por 48
horas apresentaram uma freqiiéncia de polens viaveis de 92 %, contra 62% do
material ndo tratado. Resultado semelhante foi obtido com Nicotina, sendo que o
material nfo tratado apresentou 45% de graos de polen viaveis depois de 5 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 formagio 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 botges
mantidos a 4 °C por 3 a 4 dias Em aveia utilizou-se agua destilada a 4°C durante
2 a 3 semanas (Callemberg e Johansson, 1993; Islam et al, 1992).

Em café, foram testados tratamento a fiio e a altas temperaturas, em
varios periodos de tempo. Verificou-se que, em tratamentos como: 5° C 4 24 h,
48 h e 72h e a 25° C nos mesmos tempos, os melhores resultados foram obtidos
em 5 ° C 448 h (Ascanio e Arcia, 1994).

Existe uma relagdo entre 0 genétipo 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 com seus pais endogdmicos. Em aspargo, verificou-se uma interagdo
entre genotipo, temperatura de incubacdo e a data da semeadura (Wolyn e Feng,
1993).

Em trabalhos com café os meios mais utilizados sio meios basicos,
indutores de calos, embriogénese e meio para desenvolvimento do embrido. O
meio basico ¢ o “MS”, contendo basicamente 100 mg/1 de inositol, 0,4 mg/l de
tramina, 30 mg/l de cistein, 30 g de sacarose e sélidificado com 4gar. Para o
meio indutor de calos utiliza-se 0 meio basico acrescido de 2mg/l de IBA e
8mg/l de BAP. Para o meio embriogénico basta adicionar 5% de agua de coco,
05 mg/l de AIA e 1,0 mg/l de 2ip. Para completar o desenvolvimento do embrido
propriamente dito, adiciona-se ao meio “MS”, % concentragio de inositol,
tiamina, sacarose, 5% de agua de coco e 3 mg/l de BAP (Ascanio e Arcia, 1994),

Segundo Ascanio ¢ Arcia 1994, os melhores resultados para indugio de
calos e embridides, 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 embridio deve ser em ambiente claro,
com fotoperiodo de 12 horas.

Para a utilizagio dessa metodologia, é necessirio que se determine o
estadio de desenvolvimento da antera que contenha microsporos que respondam
melhor aos processos androgenéticos. Varios trabalhos indicam que a melhor fase é
aquela em que o micrdsporo foi recém liberado da tétrade meidtica até, no maximo,
seu estadio binucleado, pois nesta fase 0 microsporo ainda possui caracteristicas
esporofiticas que permitem a diferencia¢@io do grio de pélen em embrido (Moraes
Fernandes, 1990; Sibi et al 1979; Luz et al, 1995; Raghuramulu, 1989).

Estudos tém demostrado que o RNA ribossomico e de transferéncia do

grdo de polen inativam-se 24 horas ap6s a primeira mitose. Apds este momento,

10



nio € mais possivel reverter o desenvolvimento e a célula segue o seu caminho
normal para a formagdo do grio de polen. As células “in vitro”, quando em
condi¢des adequadas € antes de atingirem este ponto, seriam capazes de originar
embriGes através do processo de embriogénese (Mascarenhas, 1971; Vasil et al,
1979).

Em Hyoscyamus nigir foram observadas alteragSes estruturais no
micrdsporo, o qual apresentou-se com nicleo e nucléolo grandes e cromatina
dispersa. Essas alteragdes ocorreram rapidamente apos 6 horas da inoculagfio, e
referem-se ao inicio da indugZo para a formagdo dos embrides (Reynolds, 1990).

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

Segundo Calleberg e Johansson (1993), em batata (Solanum tuberosum L.),
a melhor fase para que ocorra regeneragdo, comesponde aquela em que os
microsporos encontram-se uninucleados e recém liberados de tétrades, retirados de
botdes com tamanhos variando entre 4 ¢ 6 mm. Em couve-de-bruxelas, a fase ideal
comresponde a botdes que variam de 4 a 5 mm (Ockendo, e McClenaghan, 1993).

A fase de tétrade, 2 qual corresponde a um micrésporo uninucleado, foi o
melhor estadio observado em amendoim para a indugo e regeneracio de plantulas
(Willcox et al, 1991).

Em mitho, Moro (1987) verificou que o melhor estadio do botdo ¢ aquele
em que O MicTosporo apresentava-se com um micleo central, o qual corresponde &
fase em que o pendio encontrava-se como cartucho. Pretova et al (1993) também
observaramn que nesta espécie somente ocomre regemeragio quando se utiliza
microsporo com um niicleo central. Na cultura do trigo, a melhor fase também
correspondeu ao micrésporo em estadio uninuclwid ( Zhou, Konzak 1992; Zhou,
Ball e Kozank 1992).
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Em arroz, o estidio ideal ¢ aquele que apresenta microsporo uninucleado
apos a fase de tétrade, pois, durante esta fase o microsporo é prematuro, podendo
ocorrer  deficiéncias durante o processo, ndo respondendo, portanto,
satisfatoriamente & indugdo (Chen, Chen e Lin 1982, Karin et al 1985, Mercy e
Zapata 1986). ,

Segundo Yang, Chauvin e Herve (1992), o maior niimero de embrides
obtidos em anteras de diferentes genétipos de couve flor, ocomre a partir dos
microsporos uninucleados de botdes que possuiam pétalas e anteras com
comprimento de 0,5 e 0,8 mm, respectivamente.

Em pimentdo (Capsicum annum L.), foram observados micrésporos
uninucleados préximos da primeira mitose em anteras de botSes com pétalas e
sépalas de mesmo tamanho (Sibi, Dumas de Vaulx e Chambonnet 1979). Nervo et
al (1994) utilizaram anteras cujos botdes florais € pétalas apresentavam o mesmo
tamanho. Luz (1995) utilizou 3 gendtipos de pimentdo, sendo que o ideal para a
cultura de anteras foi a utilizago de botSes que apresentavam pétalas e sépalas com
comprimentos aproximadamente iguais e que continham micrésporos em estidio
uninucleado.

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

As anteras submetidas a uma condigio de estresse podem sofrer uma
alteragdo na divisdo celular, favorecendo a formag#o de dois miicleos iguais depois
da primeira mitose, ao invés da ocorréncia da formaggo de um micleo vegetativo e
um reprodutivo. Os gametofitos que apresentam dois miicleos iguais possuem uma
capacidade maior para o processo embriogénico (Swanson, 1990).

Em trabalhos com Coffea ardbica L. variedade Garnica, Ascanio e Arcia
(1994) obtiveram a regeneragio a partir de anteras de botdes florais que mediam
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entre 3 a4 mm de comprimento, contendo microsporos uninucleados, submetidos
auma temperatura de 5 °C por um periodo de 48 horas.

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 estddios mais avangados da
microsporogénese, ocorre um engrossamento da parede celular, sendo esta uma
caracteristica do grio de polen maduro em café, prejudicando o processo de
regeneragio (Ascanio e Arcia, 1994).

Determinar o tamanho do botdo floral, bem como de suas anteras que
contenham o estadio uninucleado, se faz necessario, pois otimiza o Pprocesso para a
obtencdo de plantas hapléides através da cultura de anteras,

B. Cultura de embrides

A cultura de embrides “in vitro” ¢ utilizada para a obtengdio de embrides
em cruzamentos interespecificos, multiplicagio répida do material selecionado e
antecipar a época de plantio. Varios sio os fatores que afetam a cultura de embrides
“in vitro”, tais como a escolha do meio nutritivo adequado, os reguladores de
crescimento utilizados, as substincias fendlicas liberadas e a propria remogio
inadequada do embrizo.

Balaga e De Guzman (1972) trabalharam com cultura de embrides de
plantas de cdco, utilizando meio nutritivo solidificado com agar, adicionando agua
de cdco autoclavado. Com esta metodologia ndo foi possivel completar o ciclo que
vai do embridio, at¢ a formagdo da plantula. Fsta mesma técnica proporcionou
sucesso quando o meio sélido foi mudado para meio liquido, pois este ultimo
favorece a formagdo de raizes, devido a maior dispersio das substancias fendlicas,
que s3o responsaveis pela inibicdo do crescimento e também pelo aumento na
absorgdo dos nutrientes . Fisher ¢ Tsa (1978) utilizaram carvio ativado adicionado
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ao meio, o qual funcionou como um mecanismo de absorgio ¢ diluigio das
substancias fendlicas liberadas. Na cultura do café, os embrides “in vitro” passam
por um processo de oxidacio, onde sdo liberadas substincias femdlicas que
impedem o desenvolvimento e crescimento do embrido.Essas substancias podem
atuar como inibidores do metabolismo celular, pois no processo de oxidagiio ocorre
queda na quantidade de oxigénio desponivel ao embrido, inibindo o seu
desenvolvimento (Bewley e Black, 1982).

A composigio do meio de cultura é extremamente importante para o
desenvolvimento do embrifio “in vitro”. E necessirio que se determine as
concentragdes otimas dos componentes do meio de cultura, tais como 0s macro e
microelementos, a sacarose e os reguladores de crescimento. Segundo Monnier
(1978), a concentragdo dtima de sacarose para embrides imaturos ¢ de 60 g/l,
atingindo alta osmolaridade no meio “MS”; se¢ o meio estiver deficiente em
sacarose, formam-se plantulas disformes com baixa probabilidade de
sobrevivéncia, ou a ndo germinagdo dos embrides.

Os reguladores de crescimento sdo amplamente utilizados na cultura de
embrides, quando estes s3o muito jovens. Estas substincias possuem a capacidade
de suprir as necessidades para a germinag3o, desenvolvimento e crescimento do
embrifio. Krasnyanski et al (1992) cultivaram embrides de Heliantus giganteus L.,
em meio contendo “MS” com e sem a adigdo dos reguladores de crescimento,
constatando a importéncia dessas substincias no microcultivo dessa espécie, que se
mostraram essenciais para o seu desenvolvimento.

Os diferentes tipos de auxinas apresentam respostas diferentes quanto 3 sua
acdo, e se mostram instdveis em relagdo a ocorréncia da organogénese. Na cultura
do café este hormdnio se mostrou muito eficaz na formagio de embrides e na
formagdo de calos (Guevara, 1987). George (1993) observou que altas
concentragdes de auxinas induzem & formacdio do embrido, porém o seu

desenvolvimento se da com baixas concentragdes de auxinas.
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As giberelinas atuam no processo de germinagdo, quebra de dorméncia e
no crescimento de embrides. As mais conhecidas e utilizadas sdo: acido giberélico
GA; e 0 GAy.7. Virios trabalhos mostram o efeito positivo das giberelinas quando
adicionadas ao meio de cultura, proporcionando a iniciagdo e o desenvolvimento da
zona meristematica radicular, e ainda estimulando o desenvolvimento da radicula ja
existente (Raghavan, 1976; Ackerson, 1984).

Segundo Valio (1976), na cultura do café. baixas concentragdes de acido
giberélico e altas de citocininas promovem a germinagdo de embrides. Este mesmo
autor verificou que altas concentragdes de 4cido giberélico podem causar a morte
do embrido.

Raghuramulu (1989) utilizou frutos imaturos da cultivar Sam Ramon cv.
573 ( C.arabica L.), esterelizados com 0,5% de HgCl, por dois minutos, com
embrides na fase de torpedo. O meio basico continha “MS” suplementado com 1,0
mg/l de BAP e 1,0 mg/l de AIA. O processo de esterilizagio apresentou 100% de
eficiéncia e foi similar ao utilizado em gemas axilares de Coffea arabica cv.catuai,
realizado por Sondahl et al (1984). Observou-se a presenca de folhas na segunda
semana de desenvolvimento e o primeiro par de folhas apds a sétima semana.
Colona (1972) e Sondahl et al (1984) obtiveram grande sucesso com embrides de

robusta, dewereli, arabica e arabusta.
C. Micropropagacio

A micropropagagio do cafeeiro se perfila como sendo uma tecnologia para
a conservagdo dos recursos genéticos através de bancos de germoplasma e
propagacdo ¢ distribui¢do do material hibrido selecionado. Segundo Berthouly ¢
Echeveri, (1987). a partir de uma microestaca pode-se obter de 7 a 9 micronds a
cada 80 dias, totalizando cerca de 20.000 plantulas por ano. O sucesso na

i = s . aie
micropropagagdo esta diretamente relacionado com os componentes utilizados no



meio de cultura, sendo que o regulador de crescimento utilizado é considerado fator
preponderante.

Zok e Dublin (1991) verificaram que as citocininas atuam diretamente no
metabolismo fisiolégico da planta, promovendo o inicio das brotagées em
diferentes espécies de Coffea. Estes autores constataram que as citocininas BAP e
IBA sdo mais eficazes que as cinetinas no que se refere 3 formagiio e ao
crescimento de gemas por explante.

Altas concentragdes de citocininas, café, inibem o desenvolvimento de
raizes e proporcionam o crescimento de gemas axilares, existindo uma
concentragdo maxima para que se tenha uma resposta satisfatéria no
desenvolvimento de brotos, igual a 10 mg/l, segundo Guevara (1987). Acima deste
valor ocorre uma inibi¢3o no desenvolvimento.

Segundo Raghuramulu (1989), o maior problema na cultura “in vitro” de
café é a oxidagdo provocada por fendis, que induzem a producdo de substincias
inibidoras do desenvolvimento celular, sendo necessaria a utilizagsio de substancias
antioxidantes, tais como: cisteina, carvdo ativado € 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 combinagGes dos reguladores 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 nimmero de brotasses, quando
utilizou BAP em concentragdes que variaram de 1,0 a 10,0 mg/l, sendo eficiente na
multiplicagdo do hibrido interespecifico de Arabusta. ,

Segundo Lu (1993), o TDZ também pode ter uma agdo auxinica;
trabalhando com hipocétilo de geranio, verificou bons resultados na embriogénese
somatica, utilizando este horménio em substituigio & auxina utilizada. Este mesmo

autor verificou que ao adicionar TDZ ao meio de cultura, o mimero de brotos foi
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maior que o observado em meio contendo citocinina, € as concentragGes
necessarias foram minimas, variando de 0,002 mg/1 a 0,09 mg/l. Zhou et al (1994)
verificaram que, utilizando meio contendo 0,02 mg/t de TDZ e 0,50 mg/l a 1,01
mg/l de 2,4-D, ocorria um aumento na indugéio de calos embriogénicos, € quando
os calos eram transferidos para meio contendo TDZ ou TDZ+ANA, observaram
um ammento de 25% na formacdo de embrides em relagdo ao meio utilizado sem o
TDZ.

Inneco (1993), trabalhando com indugio de brotagbes e calos em
cotilédone de pimentdio, utilizou 0,15 mg/l de TDZ, o qual apresentou 0 mesmo
efeito que 4,00 mg/1 de BAP. O TDZ possui uma maior atividade em relagdo as
citocininas, pois ele ndo ¢ facilmente degradado, sendo portanto, mais estavel e

mais ativo.
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CAPITULO 2

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



1 RESUMO

ANDRADE, L.M.C.O. Determinacdo do tamanho do botio floral para a
cultura de anteras do cafeeiro (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1998.
(Dissertagdo- Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).

Em programas de melhoramento de plantas perenes sdo necessarias
varias geragdes para se atingir a homozigose. A cultura de anteras em café é de
suma importincia pois possibilita a redu¢io desse tempo. O objetivo deste
trabalho foi verificar a relag@o entre o tamanho do botdo floral e da antera e o
estadio de desenvolvimento dos microsporos para obtengdo de plintulas
hapléides através da cultura de anteras. Foram utilizados botdes florais de 4
cultivares de Coffea arabica, sendo: cv. Mundo Novo LCP-37919, Catuai LCH-
2077-2-5-44, Rubi MG-1192 e Icati LC-3282, pertencentes a colegdo “in vivo”
da Universidade Federal de Lavras. Os botdes florais foram fixados em alcool
70%, e o estadio de desenvolvimento do microsporo foi analisado através da
coloragdo do mesmo com carmin propidnico a 1%. A andlise citologica
evidénciou a existéncia de um sincronismo entre o desenvolvimento da antera, o
comprimento do botdo floral e os estadios de desenvolvimento do micrdsporo.
Nas 4 cultivares avaliadas, verificou-se que a maior percentagem de micrésporos
apresentando um micleo central, ideal para a obtengdo de plantas hapléides “in
vitro”, encontra-se em anteras que variam de 4,5 a 5,5 mm de comprimento,
presentes em botdes florais que variam de 4,5 a 6,0 mm de comprimento.



2 ABSTRACT

DETERMINATION OF THE SIZE 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 stadium,
aiming to obtaining haploids plantlets through the culture of anthers. Flowers
buds of 4 cultivate of Coffea arabica: cv Mundo novo LCP-37919, Catuai LCH-
2077-2-5-44, Rubi MG-1192 and Icati 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 cytological analysis
shows the existence of a sincronismo in the anther development and in the
length of the flowers bud. This is related to the microspore development
stadium. In the 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.



3 INTRODUCAO

Por ser uma cultura perene, os programas de melhoramento do cafeeiro
demandam muito tempo. A cultura de anteras ¢ considerada uma ferramenta
importante no melhoramento, pois possibilita a obten¢dio rapida de linhas
homozigotas.

Segundo Moraes Fernandes (1990), a obtengido de plantas haploides
seguida pela duplicagio dos cromossomos através da utilizagdo de colchicina
resulta em linhas homozigéticas em curto espago de tempo, se comparada com o0s
métodos convencionais. Além da redug3o de tempo, esta técnica pode ser utilizada
em estudos genéticos, pela obtengdo de recessivos e indugio de mutagdes. A
cultura de anteras para a obtengdo de plantas homozigotas em geragSes segregantes
acelera o processo de gerag@o de novos cultivares em varios anos, além de facilitar
a andlise genética, eliminando a complexidade do estado heterozigoto. As plantas
hapldides, possuidoras da metade do nimero de cromossomos caracteristico da
espécie, ficam livres dos problemas de dominéncia e recessividade por possuirem
apenas um alelo em cada loco génico, permitindo a rapida produgio de plantas
homozigotas através da duplicagdo dos cromossomos numa unica etapa,
substituindo as muitas geragdes de autofecundacdo necessarias no processo usual
de obtengéo de linhagens.

Para a prética 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 melhor aos processos androgenéticos. Iniimeros
trabalhos indicam que a melhor fase é aquela em que o microsporo esta recém
liberado da tétrade meidtica até, no maximo, o estidio binucleado. Nesta fase, o

microsporo ainda possui caracteristicas esporofiticas que permitem a diferenciagdo



do grdo de pélen em embridides “in vitro” (Moraes Fernandes, 1990; Sibi et al.,
1979; Luz, 1995; Raghuramulu, 1989).

As células “in vitro” sdo capazes de originar embrides através da
embriogénese, quando submetidas a condi¢ies adequadas, antes da primeira
mitose. ApOs esse periodo ocorre a inativagdo dos RNAs ribossomicos e de
transferéncia e o desenvolvimento segue o caminho nommal para a formagdo do
grio de polen (Mascarenhas, 1971; Vasil et al, 1979).

O objetivo deste trabalho foi o de relacionar os estidios de
desenvolvimento dos micrdsporos com as caracterisiticas morfologicas do botdo
floral, determinando o tamanho do botdo floral ideal para obtengdo de haploides

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

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

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

Aproximadamente 200 botdes florais foram coletados no periodo de 8 a
9 horas da manh3, em seguida foram fixados em alcool etilico e acido acético na
proporg¢do de 3:1 durante 24 horas, sendo posteriormente armazenados em alcool
70% ¢ mantidos a uma temperatura de 4°C.

Os botdes florais foram separados de acordo com o seu comprimento,
em cinco classes distintas, de acordo com os valores mim'mos,‘ maximos €
médias, a saber: classe 1 (1,5; 1,72; 2,0 mm); classe 2 (2,5; 2.98; 3,5 mm); classe
3 (4,0; 4.48; 5,0 mm); classe 4 (4,5; 5.30; 6,0 mm); classe 5 (6,5; 7.20; 8,0 mm),
as quais foram correlacionadas com o comprimento do botio floral,
comprimento da antera e as fases de desenvolvimento do micrésporo.

Foi utilizado um paquimetro para a medigio do comprimento dos botdes
florais, bem como do comprimento de suas anteras. Foram analisados 3 botdes
de cada classe para todos os genotipos.

O estadio de desenvolvimento dos micrésporos foi avaliado pela
confecgdo de duas Iaminas por botdo, sendo duas anteras por limina, cujos
micrésporos foram corados com carmin propidénico 1%. Determinou-se a
contagem de microsporos nas fases de tétrade, recém liberado de tétrade, nicleo
central, nicleo deslocado e espessa camada de exina, a partir de amostras de 200

microsporos por ldmina por cultivar.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolugio da antera, em relagdo ao comprimento do botdo floral,
evidenciou a existéncia de um sincronismo no desenvolvimento € que este esta
relacionado com os estidios de desenvolvimento do microsporo. Na Tabela 1,
estio apresentadas as contagens de microsporos nas diferentes fases de seu
desenvolvimento, conforme as classes de comprimento do botdo floral. O teste
de contingéncia (x°) foi altamente significativo, evidenciando que o estadio de
desenvolvimento do micrésporo esta correlacionado com as classes de botdes
florais.

Os botdes florais contém anteras que apresentam microsporos em diferentes
estadios de desenvolvimento, porém para cada classe, apenas um estadio ocorre
em maior percentagem (Tabela 1).

Os botdes florais da classe 1 apresentaram comprimento de 1,50 a 2,00 mm
contendo anteras de 1,00 a 2,00 mm de comprimento. Nestas, a maioria dos
micrésporos, cerca de 88%, encontravam-se envolvidos pela calose, formando a
tétrade meidtica, e o restante, recém liberado da tétrade, para todas as cultivares
(Tabela 1 e Figura 1A e 1B). A classe 2 corresponde aos botdes que variam de
2,50 a 3,50 mm de comprimento e anteras de 2,00 a 3,50 mm, sendo que estas
apresentaram microsporos predominantemente recém liberados da tétrade, com
cerca de 65% dos microsporos nesta fase, ¢ os demais distribnidos nos outros
estadios de desenvolvimento (Tabela 1 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 a 4,00 mm de comprimento, as 4 cultivares apresentaram cerca de 66% dos

micrésporos vacuolados e com miicleo ndo central.
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TABELA 1 - Estadio de desenvolvimento dos micrésporos, de acordo com as diferentes classes de tamanho em relagio ao
comprimento (mm) e média dos botdes florais (mm) e comprimento (mm) das anteras, UFLA, Lavras, MG, 1998

—
Botiio Floral Antera Estdigios dos Micrdsporos
Recém Nucleo *Nicleo Com exina | TOTAL
Classe Comprimento Comprimento | Tétrade liberadode deslocado central formada OBS.
tétrade
1 1,50; 1,72; 2,00 1,0-2,0 176 24 0 0 0 200
2 2,50; 2.98; 3,50 20-35 26 130 20 20 4 200
3 4,00; 4,48; 5,00 3,5-4,0 0 10 132 52 6 200
4 4,50; 5,30; 6,00 45-55 0 10 50 140 0 200
5 6,50; 7,20; 8,00 6,0-8,0 0 0 0 20 180 200

* - Estidio ideal para utiliza¢iio na cultura de anteras

12c=2.146,29 (P < 0,01)



Figura 1. Diferentes fases da microsporogénese: A) tétrade meidtica, B) microsporo
recém liberado da tétrade, C) micrésporo vacuolado, D) microsporo

uninucleado, niio vacuolado, E) micrésporo com espessa camada de
exina. ( A. T. = 1376X)



Observou-se também a presenca de microsporos nos estadios recém liberado da
tétrade, até o estidio onde o microsporo ja 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 comprimento e apresentando anteras
de 4,50 a 5,50 mm de comprimento, apresentaram cerca de 70% dos
microsporos em estadio uninucleado central (Tabela 1 e Figura 1D). Esta ¢ a
classe, cujos botdes deverdo ser utilizados para a cultura de anteras. Estes dados
apresentam divergéncias em relagdo aqueles observados por Ascanio e Arcia
(1994), para anteras de Coffea arabica var. Gamica, onde verificaram a presenga
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 1E). Este resultado também foi verificado por Ascanio e
Arcia (1994), e corresponde a uma fase inadequada para a cultura de anteras,
pois jé se inicia a formagdio do grio de pélen. Nesta fase, o processo de
desenvolvimento ndo pode ser mais revertido, pois ocorre uma inativagdo dos
RNAs ribossémicos e de transferéncia do grio de pélen. O micrésporo ja
apresenta uma grossa camada de exina que comresponde a um estiadio mais
avancado da microsporogénese, onde ocorre um engrossamento da parede
celular, prejudicando o processo de regeneragdio (Mascarenhas, 1971; Vasil et al,
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 Arcia, 1994. Os botdes florais foram
submetidos ao processo de desinfecgéio e posteriormente passaram por um pré-
tratamento a frio, sendo de 0;24;48 e 72 horas, foi utilizado como antioxidante, a

solugdo de PVP(polivinilpirrolidone), para minimizar o efeito das substncias
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fenoélicas liberadas. O meio basico utilizado foi o “MS”acrescido de reguladores
de crescimento. As anteras foram inoculadas em 3 meios especificos, sendo:
meio para indugdo de calos; meio embriogénico ¢ meio para desenvolvimento
dos embridides. Apesar da metodologia ser bem definida, a cultura de anteras
ndo apresentou resultados satisfatorios, mesmo quando se testou os outros
tamanhos diferentes de botdo floral. O problema de oxidagdo foi o fator
limitante para o desenvolvimento das anteras. Trabalhos estdo sendo conduzidos
para se determinar uma metodologia especifica para eliminar ou reduzir os

efeitos das substancias fenodlicas liberadas.
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6 CONCLUSAO

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 haploides “in vitro”, encontra-se em anteras que variam 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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CAPITULO 3

INFLUENCIA DOS REGULADORES DE CRESCIMENTONA
CULTURA DE EMBRIOES “IN VITRO” DA CULTIVAR CATUALI
VERMELHO LCH 2077-2-5-44.



1 RESUMO

ANDRADE, L.M.C.O. Influéncia dos reguladores de crescimento na cultura
de embrides “In vitro” da cultivar catuai vermelho LCH 2077-2-5-44.
Lavras: UFLA, 1998.

A cultura de embrides “in vitro” permite a recuperagdo de embrides
provenientes de cruzamentos interespecificos, multiplicagdo rapida do material
selecionado e com isso antecipar a época de plantio. Neste trabalho, foi
determinado metodologia de cultura de embrides “in vitro” do Coffea arabica
cv.Catuai Vermetho LCH 2077-2-5-44, pertencente a colegdo “in vivo” da
Universidade Federal de Lavras. Especificamente, buscou-se determinar as
melthores concentragdes dos reguladores de crescimento ANA (acido
naftalenoacético) ¢ BAP (4cido 6-benzilaminopurina). Para isso, foram testadas
todas as combinagdes possiveis entre as dosagens utilizadas, resultando em um
fatorial 4x4, disposto em um delineamento inteiramente casualisado. Foram
também utilizados modelos de superficie de resposta, onde pode-se determinar
as concentragbes ideais para as caracteristicas, numero total de brotagdes,
numero de brotos maiores que lcm, mimero total de folhas, peso da matéria
fresca e seca das brotagdes. Para todas as caracteristicas avaliadas, observa-se
que os methores resultados foram obtidos utilizando-se BAP na concentragdo de
7.40 mg/l e ANA na concentragdo de 1,00 mg/l. Este trabalho participa do
programa de melhoramento do cafeeiro da Universidade Federal de Lavras-MG.



2 ABSTRACT

INFLUENCE OF THE GROWTH REGULATORS IN THE CULTURE
OF EMBRYOS “IN VITRO” OF CULTIVATING CATUAI VERMELHO
LCH 2077-2-544

The culture of embryos “in vitro” it facilitates the recovery of coming
embryos of interespecificos crossings, fast multiplication of the selected material
and amticipation of the plantation time. In this work, methodology of culture of
embryos was determined “in vitro” of Coffea arabica cv.Catuai Vermelho LCH
2077-2-5-44, belonging the collection “in lives” of the Universidade Federal de
Lavras. Specifically, it was looked for to determine the best concentrations of
the growth regulators ANA (naftalenoacétic-acid) and BAP (6-
benzilaminopurina). For that, all the possible combinations were tested among
the used dosagens, resulting in a fatorial 4x4, arranged in a completely
randomized. They were also used models of answer surface, where it can be
determined the ideal concentrations for the characteristics, total shoot number,
pumber of larger sprouts than 1cm, total leaf number, weight of the fresh and dry
matter of the shoot. For all the appraised characteristics, it is observed that the
best resuits were obtained being used BAP in the concentration of 7,40 mg/l and
ANA in the concentration of 1,00 mg/l. This work belongs to the program of
improvement of the coffee culture of the Universidade Federal de Lavras-MG.



3 INTRODUCAO

A cultura de embrides “in vitro” é uma técnica importante pois, tanto
possibilita o estudo mais detalhado dos problemas nutricionais ¢ fisiolégicos do
embrigo, como também promovem o desenvolvimento de hibridos interespecificos
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 embriGes imaturos, ou seja, em estigio precoce do fruto.

O embridio originado de um processo normal de fecundagio pode ser
facilmente separado e cultivado condi¢Ses assépticas em meio de cultura
adequado. Este mantem-se geneticamente estivel, produzindo descendentes
idénticos a ele. Para a remogdo do embrido, basta desinfetar apenas a superficie
externa da semente, devido ao fato de que o embrido esta alojado em regido estéril
da semente. Assim o indice de contaminagio “in vitro”é muito baixo em relagdo as
demais culturas (Tllg, 1985).

O meio de cultura adequado, tanto para propagagdo, quanto para a cultGrE
de embriGes deve ser adaptado para cada espécie. Trabalhando com tabaco,
Murashige & Skoog (1962) determinaram um meio complexo € rico em nutrientes.
Este meio possibilitou um desenvolvimento das culturas cinco a sete vezes mais -
ativo que outros utilizados.

Os primeiros estudos envolvendo meio de cultura para embrides usaram
amplamente a solugdo de Snop (Andreoli, 1985). Embora diferentes meios sejam
capazes de manter os microcultivos de embriGes, o mais fregiientemente utilizado é
o “MS” (Murashige & Skoog, 1962), embora outros meios tenham mostrado
grande eficiéncia.

O cafeeiro, como outras culturas, libera substincias fendlicas no meio de
cultura ¢ por esta razdo deve-se adicionar ao meio de cultura substincias



antioxidantes, tais como: carvdo ativado, Polivinilpirrolidone (PVP), é&cido
ascorbico e acido citrico.
O objetivo deste trabalho foi determinar as melhores concentragdes dos
| reguladores de crescimento ANA(icido naftalencacético) e BAP(6-
' benzilaminopurina), utilizados na cultura de embrides “in vitro” da cultivar Catuai
. vermelho LCH 2077-2-5-44.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, em Lavras - Minas Gerais.

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

O meio nutritivo basico utilizado foi o de Murashige e Skoog (1962), sendo
que o pH foi ajustado para 3.9, utilizando hidroxido de sddio (NaOH) e acido
cloridrico (HCL). Para a solidificagdo do meio foi utilizado 4gar na proporgio de
7g/1.

Apos o preparo, foram distribuidos cerca de 10 ml de meio por tubo de
ensaio (2,5 x 15 cm ), os quais foram vedados com tampa de polipropileno. O meio
foi esterilizado utilizando-se autoclavagem & temperatura de 121 °C , durante 20
minutos e 1 atm de pressac.

O processo de inoculagdo foi realizado assepticamente em cdmaras de
fluxo laminar horizontal. Apés o processo de inoculagdo, o material foi transferido
para sala de crescimento com temperatura igual a 26 + 1°C, fotoperiodo de 16
horas e intensidade Iluminosa de 2500 lux, suprida por lampadas Grow-lux e
Branca-fria, na proporgéo de 1:1, permanecendo nestas condigdes por um periodo
de 60 dias. Em todos os experimentos foram realizadas avaliagdes visuais nos
primeiros 30 dias apos a instalagdo, e foram avaliadas as varidveis namero total de
brotos, namero total de folhas, comprimento dos brotos (cm), peso da matéria

fresca e peso da matéria seca (mg).



4.1 Preparacio dos embrides:

Os embriges foram extraidos de sementes oriundas de frutos em estadio
de cereja. Apés a retirada do pergaminho, as sementes permaneceram em agua
destilada por 15 horas. Apés este periodo elas foram mergulhadas em hipoclorito
de sédio por 1 minuto, e posteriormente em alcool 70% por meia hora. Os
embrides foram extraidos sobre placas de petri, sob estereomicroscopio,
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 combinagGes possiveis entre as
concentrag3es de ANA (0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg/l) e de BAP (0,0; 3,0; 6,0 € 9,0
mg/l), resultando num fatorial 4 x 4, utilizando-se delincamento inteiramente
casualisado (DIC) com 4 repetig¢des..

4.2 Analise estatistica:

Para a anilise estatistica, foram utilizadas duas maneiras de decompor a
variacio entre tratamentos. A primeira delas cormresponden ao desdobramento em
fatores principais e interagdo entre eles, tipico de ensaios fatoriais. A outra maneira
fez uso do ajustamento a modelos de superficie de resposta (Box ¢ Draper, 1987),
quando as diferencas entre os tratamentos mostraram-se significativas pelo teste F.
O método de “backward” (Draper e Smith, 1981) foi utilizado para a selegdo de
modelos de regressdo multipla envolvendo os fatores testados no experimento,
utilizando-se o residuo da anilise de varidncia para testar a significincia dos
coeficientes de regressio. Uma vez determinado o modelo, testava-se a
significancia dos desvios de regressdo para verificar a adequabilidade do modelo.
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O modelo inicial de regressdo miltipla, utilizado no métedo de “backward’
foi o seguinte:
Yij =0+ BiXs + BoXoy+ BsXii + BaXai® + BsXXoy + BeXiiXai® + PrXiyXa5 +

BsvX) +BoyX, +PBroyX, Xaj+ B Xij Xy + B2 logXo;+8; + ¢;

Yj;: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i na repeticio j;

o : intercepto;,

B :coeficiente de regressdo k;

Xi;j : concentragdo de ANA presente na repetigio J do tratamento i;

X3 : concentragido de BAP presente na repeti¢io j do tratamento I

&; : desvio de regressio associado a parcela que recebeu o tratamento i na repeticdo
J;

&; : erro experimental associado 4 parcela que recebeu o tratamento i na repeticio j.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das anilises de varidncia, para as caracteristicas avaliadas, estio
representadas nas Tabela 2, considerando a parti¢do da variagio entre tratamentos
segundo o esquema fatorial, e nas variagSes devido a0 modelo de regressdio
miltipla ajustado e devido aos desvios de regress@do. Observa-se que para as
caracteristicas niimero total de brotos, namero total de folhas, brotos maiores que 1
centimetro, peso fresco e peso seco, houve uma interagdo significativa entre os
reguladores de crescimento utilizados. O desvio de regressdo, para todas as
varidveis, nio foi significativo, evidenciando que os modelos foram ajustados
satisfatoriamente.

5.1 Niimero de brotagdes

De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado, a utilizacio da
concentracdo maxima de auxina (ANA=1,00 mg/l), associada a concentragio de
citocinina BAP de 7,42 mg/l, promoveu o maior niimero de brotacdes (valores
estimados dentro do intervalo avaliado). O mimero de brotagGes esperado para esta
combinacéo seria de 3,00 brotagSes/explante (Figura 2). A presenca de interagdo .
pode ser observada através do diagrama de contornos (Figura 3), onde os elipsdides
nio apresentaram uma tendéncia clara de paralelismo entre seus eixos e 0s eixos
dos fatores independentes. N&o houve interacio entre os reguladores de
crescimento ANA e BAP, através da analise fatorial (Tabela 2), porém, o mesmo
ndo foi observado pelo modelo de regressio miltipla ajustado (Figura 2), pois
neste, ocorre a presenca de termos envolvendo os dois fatores, o que demostra a
presenga de interagdo. Os desvios de regressio para esta variavel, mostraram-se ndo



significativos, evidenciando que os modelos ajustados utilizados foram satisfatérios
(Tabela 2). Concentragdes elevadas de auxina, associadas a concentragdes elevadas
de citocinina, promoveram um aumento no nimero de brotagdes. O contrario foi
observado por George (1994), em cujo trabalho, concentragoes elevadas de auxina,
inibiam o desenvolvimento do embrifo. Raghuramulu (1989). também obteve
grande éxito em C. arabica, quando utilizou concentragdes de 1,00 mg/l de ambos
reguladores de crescimento. Concentragdes acima ou abaixo destas ndo foram

satisfatorias. As concentragdes acima de 1,00 mg/l de auxina foram consideradas

toxicas, promovendo morte do embrido.

Y= 1,224745 + 1,378642 X; — 0,072996 X, — 1,989705,/X, + 0,379332

Xi X,

FIGURA 2 - Superficie de resposta para a caracteristica nimero total de
brotos em resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lavras,
MG, 1998
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FIGURA 3 - Diagrama de contorno para a caracteristica niimero total de
brotos em resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lavras,
MG, 1998

5.2 Niimero de brotos maiores que um centimetro

O modelo de superficie de resposta ajustado demostrou que o numero
maximo de brotagdes maiores que 1,00 cm foram obtidas com concentragdes
hormonais em sua dosagem méaxima (ANA = 1,00 mg/l e BAP = 9,00 mg/1) como
pode ser observado na Figura 4, em um periodo de 60 dias de cultivo. Para esta
caracteristica houve interagio entre os fatores (Tabela 2), o que pdde ser
confirmado pela presenca de termos mo modelo envolvendo os dois fatores,
simultaneamente (Figura 4). O mesmo pode ser observado pelo diagrama de
contornos (Figura 5), em que se evidencia uma relagio de dependéncia entre os
fatores, pela tendéncia dos eixos dos elipséides manterem-se nio paralelos aos
exos das varidveis independentes. Inimeros trabalhos mostram que o0 sucesso na
cultura de embrides esta associado a diversos fatores, incluindo o comprimento do
explante, que deve ser igual ou superior a 1,00 cm, permitindo uma maior
sobrevivéncia (Colona, 1972; Krasnyanski et al, 1992; Raghuramulu, 1989:
Sondahl et al, 1984),
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Brotos > len
1.97

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

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

1.00:
fl 0,75
N 3
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0.00 2.25 4.50 6.75 5.00
BAP mg/1
Brotos > len — 1.189 —— 1.312  —— 1,436 — 1,559
1.682 —r 1.806 1.929

FIGURA 5 - Diagrama de contorno para a caracteristica comprimento das
brotacdes (brotos maiores que 1 cm) em resposta as dosagens
de ANA e BAP. UFLA. Lavras, MG, 1998
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5.3 Numero total de folhas

Para o nimero total de folhas. ocorreu interagdo entre os fatores
demonstrado, tanto pela analise fatorial (Tabela 2), quanto pelo modelo ajustado,
sendo confirmado pela existéncia de termos no modelo envolvendo os dois fatores
simultaneamente (Figura 6). A nio significancia dos desvios de regressdo
demonstra que o modelo utilizado foi satisfatério (Tabela 2). Através do diagrama
de contornos (Figura 7), pode-se observar a tendéncia dos eixos elipsoides ndo se
manterem paralelos ao eixo das varidveis independentes, o que confirma a
existéncia da interagdo entre os fatores para esta caracteristica. A concentracdo
maxima de auxina (ANA = 1,00 mg/l), Juntamente com 7,39 mg/l de citocinina
(BAP) resultou num maior nimero de folhas por explante. Segundo o modelo de
superficie de resposta ajustado para estas concentragdes, espera-se que 0 nimero
total de folhas seja de 12 folhas por explante.

No. Folhas
4.10

2.73
1.37

0.00

Y= 1,5484 — 1,1504 X, + 2,0890 log ( X, + 1 )* +1,6904 log ( X, + 1)
log(X;+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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FIGURA 7 - Diagrama de contornos Para a caracteristica nimero 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 brota¢ges

Conforme se observa na Figura 8, concentragdes intermediarias de ambos
os reguladores de crescimento promovem uma resposta maior. Segundo o modelo
de superficie de resposta ajustado, a resposta méxima seria obtida com uma
concentracdo de ANA igual a 0,53 mg/l ¢ BAP igual a 6,00 mg/l, obtendo em
média, um peso de 148,53 mg/explante. Apesar da significancia entre os fatores, o
modelo de regressdo multipla ajustado (Figura 8) nio apresentou termos contendo
os dois fatores simultaneamente, sugerindo que a interagdo ndo seja forte, No
diagrama de contornos também pode-se observar esta tendéncia (Figura 9). Para
esta varidvel, o desvio de regressio foi nio significativo, portanto o modelo
ajustado foi satisfatério (Tabela 2).

Na anélise do ensaio fatorial (Tabela 2), para a caracteristica peso da
matéria seca, ndo houve interagdo entre os reguladores de crescimento ANA e
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BAP, porém no modelo de regressio multipla ajustado observa-se a presenca de
termos envolvendo apenas um dos fatores (Figura 10), o regulador de crescimento
BAP, demonstrando que as dosagens crescentes deste fator influenciaram na
resposta para o aumento do peso seco. O mesmo pode ser observado pelo diagrama
de contornos (Figura 11), em que evidéncia-se a tendéncia do eixo elipsoide
manter-se paralelamente ao eixo da varigvel independente ANA. O desvio de
regressdo nao foi significativo (Tabela 2), portanto, o modelo ajustado foi

satisfatorio.

Peso Fresco
149

39

50

0

Y= 14,024855 + 322,720961 X, + 16,2252219 X, — 303,235632 X;%-1,352865
),

FIGURA 8 — Superficie de resposta para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens de ANA e BAP. UFLA. Lavras, MG,
1998.
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FIGURA 10 — Superficie de resposta para a caracteristica peso seco em
resposta as dosagens dos hormonios ANA ¢ BAP. UFLA,
Lavras, MG, 1998.
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/- 6 CONCLUSOES

Para todas as caracteristicas avaliadas, a concentragdo mdixima de
ANA(1,00mg/1) foi a que proporcionou os melhores resultados, com excecdo ao
peso fresco, cuja concentragdo de ANA foi estimada como sendo 0,53 mg/l, e a0
peso seco, que nio foi afetado pelo ANA. Para o niimero de brotagdes e folhas, as
concentragGes ideais de BAP foram semelhantes, em torno de 7,40 mg/l. A
concentracdo de BAP ignal a 9,00 mg/l maximizou o niimero de brotos maiores
que lcm, mas altas respostas também foram observadas com dosagens acima de
6,00 mg/l. Neste caso, pode-se utilizar uma determinada combinagdo adequada
para todas as caracteristicas, sendo esta de BAP = 7,40 mg/l e ANA = 1,00 mg/l.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DE REGULADORES DE CRESCIMENTO NA
MICROPROPAGACAO “IN VITRO” DA CULTIVAR CATUAI
VERMELHO LCH 20 77-2-5-44



1 RESUMO

ANDRADE, LM.C.O. Influéncia dos reguladores de crescimento na
micropropagagdo “in vitro” da cultivar Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44.
Lavras: UFLA, 1998.

s

A micropropagagdo “in vitro”, promove a multiplicagdo rapida em curto
espago de tempo, sendo importante para cultivares melhoradas de ciclo longo,
que possuam pouco material, portanto necessitam serem propagadas rédpida e
massivamente. O objetivo deste trabalho foi avaliar metodologias de
micropropagagdo para o Coffea arabica cv. Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44,
pertencentes a colegdo “in vivo” da Universidade Federal de Lavras. Para 1$s0,
foi necessario determinar quais as melhores concentragdes dos reguladores de
crescimento 6-benzilaminopurina (BAP), acido giberélico (GA;) e TDZ (N-
phenil-N-l,2,3-thiadiazol-5-ilure’ia). Foram testadas todas as combinac¢des
possiveis entre as dosagens utilizadas de BAP X GA; e TDZ X GA;, resultando
em um fatorial 4x5 disposto em um delineamento inteiramente casualisado.
Foram também utilizados modelos de superficie de resposta, onde pode-se
determinar as concentragdes ideais para as caracteristicas, namero total de
brotagdes, nimero de brotos maiores que lcm, nimero total de folhas, peso da
matéria fresca e seca das brotagdes. Para todas as caracteristicas avaliadas,
observa-se que os melhores resultados, para o primeiro experimento, foram
obtidos utilizando-se minimas concentragbes de BAP na auséncia do GA;. Os
melhores resultados para o experimento utilizando TDZ e GA; foram obtidos
quando o TDZ estava na sua dosagem minima associado a dosagem mixima de
GAs. Este trabalho faz parte do programa de melhoramento do cafeeiro da
Universidade Federal de Lavras ~-MG.



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;) and TDZ
(N-phen.il-N-l,2,3-thiadiazol-5-ilm'éia). With that all the possible combinations
were tested among the used dosagens, for both experiments, resulting entirely in
an arranged fatorial 4x5 in acompletely 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 1c¢m,
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 in
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 méxima de GA; This work is part of the program of
improvement of the culture of coffee of the Universidade Federal de Lavras—
MG.



3 INTRODUCAOQ

As dificuldades de multiplicagio podem ser minimizadas através da
propagacdo vegetativa “in vitro”. A técnica apresenta grande potencial para a
multiplicaggio répida e selegio de material precoce, sendo muito aplicada em escala
industrial (Walyaro, 1984; Van Der Vonen, 1985)

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

No processo “in vitro”, o meio de cultura é de essencial importincia, pois,
fommece todas as substincias necessarias para o desenvolvimento e crescimento de
células, tecidos ou 6rgdos. O aumento na proliferagdo e a qualidade do material
multiplicado a cada subcultivo estdo diretamente relacionado aos componentes
utilizados no meio de cultura. Respostas positivas e satisfatérias sdo obtidas no
desenvolvimento até a formagio de microplantula quando se processa uma
composigdo varidvel dos componentes do meio de cultura atingindo um perfeito
equilibrio entre eles (Cambrony & Snoeck, 1983).

A micropropagagéio de ramos ortotrdpicos tem sido realizada em muitas
espécies cultivadas pertencentes ao género Coffea. Brotos apicais e brotos axilares
sdo utilizados, mas nesse caso a esterilizagio do explante ¢ a maior barreira na
cultura “in vitro”, pois, ainda ndo € totalmente eficiente (Sondahl, 1984). A
ocoméncia natural de determinados hormémios ¢ insuficiente para suprir as
necessidades da planta, portanto é necessario a adicio suplementar dessas



substdncias para se obter resultados satisfatérios e promissores em relagdo a
micropropagacio (Pasqual e Pinto, 1988).

Curster (1980) foi um dos primeiros a trabalhar com micropropagagio em
Coffea arabica, obtendo sucesso com a propagagdo de brotos ortotrépicos e
plagiotropicos em meio de cultura contendo MS, concentragdes elevadas de
auxinas € baixas concentragSes de citocininas, tendo resultados semelhantes aos
obtidos pelos métodos convencionais “in vivo”, sendo que a maior dificuldade
correspondeu a contaminaggo € a oxidagdo dos explantes utilizados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das concentragSes dos
reguladores de crescimento BAP,GA; ¢ TDZ na micropropagagdo da cultivar
Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, em Lavras - Minas Gerais.

O material vegetal utilizado foi Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho
LCH 2077-2-544, sendo que as plantulas ja se encontravam estabelecidas “in

vitro”, com cerca de seis meses de vida,

4.1 Procedimentos gerais

O meio nutritivo basico utilizado foi o de Murashige e Skoog (1962), sendo
que o pH foi ajustado para 5,9 utilizando hidréxido de sodio (NaOH) e acido
cloridrico (HCL). Para a solidificagio do meio foi utilizado 4gar na proporgio de
7g/l.

Apds o preparo, foram distribuidos cerca de 10 ml de meio por tubo de
ensaio (2,5 x 15 cm ), os quais foram vedados com tampa de polipropileno. O meio
foi esterilizado utilizando-se autoclavagem 2 temperatura de 121 °C latm, durante
20 minutos.

O processo de inoculagdo foi realizado assepticamente em cimaras de
fluxo laminar horizontal. Apés o processo de inoculagio, o material foi transferido
para sala de crescimento com temperatura de 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 2500 lux, suprida por limpadas Grow-lux e Branca-fna,
na proporgio de 1:1, permanecendo nestas condigdes por um periodo de 90 dlas
Foram conduzidos dois experimentos, nos quais foram avaliadas as varidveis



namero total de brotos, niimero de folhas, nimero de brotos maiores que lcm, peso
de maténa fresca e peso da matéria seca (mg).

Os explantes utilizados foram retirados de plantulas isentas de
contaminantes, desprezando-se as folhas ¢ a gema apical, utilizando-se sempre
uma microestaca por tubo com 2 gemas e estas foram inoculadas verticalmente no

melo.

4.2 Experimento 1: Multiplicacio “in vitro” variando-se as influéncia das
concentracdes de BAP e GA; no 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 combinagdes possiveis
entre as concentragdes de BAP: 0,0; 3.0; 6,0 € 9,0 mg/l e de GA;: 0,0; 2.5; 5,0; 10,0

e 20,0 mg/l, resultando em um fatorial 4 x 5, disposto em um delineamento

inteiramente casualizado (DIC), com 4 repeti¢des.

4.3 Experimento 2: Multiplica¢do “in vitro” variando-se as concentracoes de
TDZ e GA;no cultivar Catuai Vermelho LCH 2077-2-5-44.

Esse experimento também foi realizado conforme o anterior, sendo que os
tratamentos foram constituidos de todas as combinagdes possiveis entre as
concentragdes de TDZ: 0,0; 3,0; 6,0 e 9,0 mg/l e de GA;5: 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 repetigoes.

4.4 Analises estatisticas

Para a analise estatistica, foram utilizadas duas maneiras de compor a

variagdo entre tratamentos. A primeira delas comrespondeu ao desdobramento em
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fatores principais ¢ interagdo 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 diferengas entre os tratamentos mostraram-se significativas pelo teste F.
O método de “backward’ (Draper e Smith, 1981) foi utilizado para a selegéo de
modelos de regressdo multipla envolvendo os fatores testados no experimento,
utilizando-s¢ o residuo da andlise de varidncia para testar a significancia dos
coeficientes de regressio. Uma vez determinado o modelo, testava-se a
signiﬁcénéia dos desvios de regressdo, para verificar a adequabilidade do modelo.
O modelo inicial de regressdo miltipla, utilizado no método de ‘backward’
foi o seguinte:
Y= o B X5+ BoXay +BsXuy® + BaXay® + Bs XuyXas + Be XiiXas” + B7 Xig™Xo5 + Ps

VX +BoyfXy +Bo X, Xo5+Bu Xy X; +Brzlog Xo5+ 8+

Yjj: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i na repetigio j;

o : intercepto;

Bk :coeficiente de regressio k;

X : concentragdo de BAP presente na repetigdo j do tratamento i;

X; : concentracdio de GA3 (para o experimento 1) e TDZ (para o experimento 2)
presente na repetigdo j do tratamento i;

&; : desvio de regressdo associado 4 parcela que recebeu o tratamento i na repeticiio
¥

¢; : erro expermnental associado a parcela que recebeu o tratamento i na repetiio j.
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S RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Multiplica¢iio “in vitro” variando-se as concentragdes de
BAP e GA; no cultivar catuai vermelho LCH2077-44.

O resumo das analises de variéncia, para as caracteristicas avaliadas, esta
apresentado nas tabela 3. Observa-se que nas trés primeiras caracteristicas, niimero
total de brotos, mimero de brotos maiores que lcm e miimero total de folhas, houve
interagZo significativa entre os reguladores de crescimento BAP e GA,.

5.1.1 Nuiimero de brotacées

O modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 12) demonstra que
para a maximizagio no mimero de brotagdes, a dosagem adequada de citocinina
(BAP) deve ser igual a 0,99 mg/l em auséncia de 4cido giberélico (GA3) dentro do
intervalo avaliado. O nimero de brotagSes esperado para esta combinagio ¢ de
2,42 brotagdes/explante. Nota-se também que, sob concentrages crescentes de
GA;, associadas a uma dosagem constante de BAP igual a 0,99 mg/l, ocorre uma
redug¢do no nimero de brotagdes. Este fato evidencia que o acido giberélico, para
esta caracteristica ndo mostrou-se eficiente, A anilise, considerando a estrutura
fatorial (Tabela 3), demonstra que ha interacio entre os reguladores de
crescimento. A presenga de termos presentes no modelo, envolvendo os dois
fatores simultaneamente, confirma a existéncia de interagdo (Figura 12). Através
do diagrama de contornos, pode-se observar que 030 h4 um paralelismo claro entre
os eixos dos elipsdides e os eixos das variaveis independentes (Figura 13). O
desvio de regressio, nio significativo, mostra que 0 modelo ajustado utilizado foi
tido como satisfatorio (Tabela 3).

Segundo Zok e Dublin (1991), sdo necessarias altas concentragdes de
citocinina (BAP) para aumentar o nimero de brotagdes. Realizando experimentos
com Coffea arabica, caturra e bourbon, a dosagem de 10 mg/l de BAP foi
satisfatoria, sendo que a interacdo desse horm6nio com auxina e cido giberélico
mostrou-se desfavoravel, reduzindo consideravelmente o mimero de brotagdes
/explante.
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FIGURA 12 - Superficie de resposta para a caracteristica niimero tota! de

brotos em resposta as dosagens dos hormonios BAP e G ;.
UFLA, Lavras, MG, 1998,
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FIGURA 13 — Diagrama de contorno para a caracteristica nliimero
total de brotos em resposta as dosagens dos horménios
BAP e GA;. UFLA, Lavras, MG, 1998.
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5.1.2 Numero de brotos maiores que 1 cm

Para a caracteristica brotos maiores que 1,00 cm, observou-se a presenga
de interagdo entre os fatores (Tabela 3), sendo que esta interagdo foi confirmada
pela presenga de termos no modelo de regressdo, envolvendo os dois fatores
simultaneamente (Figura 14). Os desvios de regressdo. ndo significativos,
demonstram que o modelo ajustado foi satisfatorio (Tabela 3). O maior numero de
brotagdes maiores que 1,00 cm foi verificado, utilizando concentragdo méxima de
acido giberélico (GA; =20,00 mg/l) associado concentra¢cdo maxima de
citocinina (BAP = 9,00 mg/1), de acordo com o modelo de superficie de resposta
ajustado (Figura 14), também verificado pelo diagrama de contornos (Figura 15).
Estas dosagens foram utilizadas em um periodo de 90 dias de cultivo. O mesmo foi
verificado por Berthouly (1995), quando utilizou acido giberélico (GA;) associado
a citocinina (BAP), onde o GA; foi responsavel pela elongacdo dos explantes de
Coffea arabica e Coffea canephora, por um periodo de 90 dias de cultivo.

Brotos>lcm .
1.87

1.24

0.62

0.00 e e . _

e e ““““-\__“\_‘:_ — “-f -, e S =l .00
e e i T
e el x""m\:}-’-’” Jo. '¢-
BAP mg/1 3 ""*mk_;::w“‘“?r,_uf's GA3 mg/ 1

"o.28-"
0 -

Y= 1,249868 — 0,079592 X, + 0,252262 X, — 0,008429 X,;* + 0,008183 X, -
0,038604 X, X, - 0,59319 log X,+0,001103 X; X, +0,081159 VX, Xe

FIGURA 14 — Superficie de resposta para a caracteristica brotos maior que
1 cm em resposta as dosagens dos horménios BAP e GA;.
UFLA, Lavras, MG, 1998,
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FIGURA 15 — Diagrama de contornos para a caracteristica brotos maior
que 1 cm em resposta as dosagens dos horménios BAP e
GA}. UFLA, LaVl’aS, MG, 19980

5.1.3 Numero total de folhas

De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 16),
0 aumento no namero de folhas/explante foi obtido quando a concentragdo da
citocinina BAP era de 0,95mg/1 na auséncia do regulador de crescimento GA;.
O numero total de folbas estimado seria de 12 folhas/explante, também
observado pelo diagrama de contornos (Figura 17). As concentrages utilizadas
de GA,; associadas as concentragdes de BAP apresentaram redugfo no niimero
de folhas e clorose generalizada. Segundo a analise do ensaio fatorial (Tabela
3), houve interacdo entre os fatores, o que foi corroborado pela existéncia de
termos no modelo de regressdo, envolvendo os dois fatores simultaneamente
(Figura 16). O mesmo pdde ser observado no diagrama de contornos, onde os
eixos elipsdides ndo apresentam tendéncia de paralelismo em relagiio ao eixo
das variaveis independentes, confirmando a presenca de interagdo (Figura 16).
A auséncia de significancia dos desvios de regressdo demonstra que o modelo
ajustado foi satisfatorio (Tabela 3 ).
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Y=2,68576 — 5,611487 X, + 0,220338 X, + 0,295645 X,” + 0,388906 X;X, +

9,835233 \/X, -1,131497 \/X, +0,02063 X,*X, - 0,65975 /X, X,

FIGURA 16 — Superficie de resposta para a caracteristica niumero total de
folhas em resposta as dosagens de BAP e GA;. UFLA. Lavras,
MG, 1998.
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4.932 ——5.906 6.880

FIGURA 17 — Diagrama de contornos para a caracteristica niimero total de
folhas em resposta as dosagens de BAP e GA;. UFLA. Lavras,
MG, 1998



5.1.4 Peso da matéria fresca e seca da parte aérea das brotagoes

Na andlise de varidncia (Tabela 3) para a caracteristica peso fresco,
observa-se que a interagdo foi ndo significativa para os fatores BAP e GA;, porém,
existemn termos no modelo que envolvem os dois fatores simultaneamente (Figura
18), demonstrando que o modelo detectou interagdes que a analise fatorial nio
havia detectado. Os desvios de regressdo ndo foram significativos, portanto, o
modelo ajustado utilizado foi satisfatério (Tabela 3). Segundo o modelo de
superficie de resposta ajustado ¢ pelo diagrama de contorno (Figuras 18, 19),
houve um aumento no peso fresco das brotagdes quando o horménio GA; estava
ausente € o0 BAP na concentragdo de 0,96 mg/l, podendo neste caso atingir o peso
fresco médio de 105,79 mg/l. A varidvel peso seco apresentou resposta semelhante
ao peso fresco, sendo que os melhores resultados foram obtidos na auséncia de
GA; e BAP na dosagem de 1,0 mg/l. Este resultado também pode ser observado
pelo diagrama de contorno (Figuras 20 e 21).
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Peso Fresco
10.38

6.92
3.46
0.00

Y=23,4715-102,267681 X, +5,775792 X;* +8, 133517 XixX; +178,788197
VX, -0,392375 X,* (X, - 12,072789 VX, xX;-4,090548 X, x VX,

FIGURA 18 — Superficie de resposta para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens de BAP e GA;. UFLA. Lavras, MG,1998,

B ™
A
P e
-_-_—"“——-—4
n
:—3 _
] '. '“/’_d_,_ﬁ—'—""‘
| W
Y 3 ) e
0,0o:f__f__?—l_“?ﬂ:rfr—'ﬁ—| LANTETHL A TR U R i I s o i e e v i-“‘.-‘;“. DL R
0 5 10 15 20
GA3 mg/1
Peso Fresco —— 5,07 —— 21.2 : 37.35 —— 53.48
69.62 — 85,75 101.89

FIGURA 19 - Diagrama de contornos para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens de BAP e GA;. UFLA. Lavras, MG, 1998
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Peso Seco
3.49

2.32
1.186

Y=3,2305 - 9,169987 X, + 0,521034 X, + 0,736664 X, X; + 16,250175 /X,

- 0,036637 X,*X, - 1,066672 /X, X, - 0,354967 X, VX,
FIGURA 20 — Superficie de resposta para a caracteristica peso seco em

resposta as dosagens dos hormonios 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 GA..
UFLA. Lavras, MG, 1998.
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5.2 Experimento 2: Multiplicaciio “in vitro” variando-se as concentraces 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 seco, foram
influenciadas pela interagdo entre os reguladores de crescimento TDZ e GA;
(Tabela 4).

5.2.1 Niimero de brotacées

O maior nimero de brotagdes estimado, segundo o modelo de superficie
de resposta ajustado e o diagrama de contorno, é obtido quando a concentragio de
GA; atinge o sua dosagem méxima (GA; = 20 mg/l) interagindo com a dosagem
de 094 mg/ll de TDZ, sendo o mimero de brotagdes estimado de 2,15
brotagGes/explante (Figuras 22 e 23). A interagdo entre os reguladores de
crescimento foi verificada pela analise de varidncia (Tabela 4). O modelo de
regressdo multipla ajustado confirmou essa interagio através da presenga de
termos no modelo, envolvendo os dois fatores simultaneamente (Figura 22). O
desvio de regressdo para esta caracteristica néo foi significativo, o que indica que o
modelo ajustado foi satisfatério (Tabela 4). Através do diagrama de contornos,
pode-se observar uma tendéncia de nfio paralelismo dos eixos elipsdides em
relacdo aos eixos das varidveis independentes, o que confimma a interagdo presente
entre os reguladores de crescimento TDZ e GA;.

Neste experimento houve uma maior influéncia do horménio GA; |
aumentando o niimero de brotagdes, ao contrario do ocorrido no experimento 1, no
qual, a auséncia deste horménio provocou os melhores resultados. A citocinina,
BAP e 0 TDZ, em ambos os experimentos, determinaram uma melhor resposta sob
semelhantes concentragdes, sendo de 0,99 mg/l para o experimento 1 € 0,94 mg/]
para o experimento 2, correspondendo a resultados semelhantes.
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TABELA 4 Resumo das andlises de varifncia para niamero total de brotos (NTB), 0 niimero de Brotos
maior que 1 cm (NB>1), o niimero total de folhas (NTF), peso fresco (PF) e peso seco (PS) da

parte aérea das brotagcdes em funcio das concentracies de TDZ e GA;, em um periodo de 60 dias de
cultivo “in vitro”, UFLA, Lavras, MG. 1998.

NTBY NB>1" NTF” PF PS
Causa da G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. QM. G.L. Q.M.
variagdo
Tratamentos (19) 0,2299**  (19) 0,1216** (19) 1,8523**  (19) 849,2742%* (19) 22,1848
TDZ 3 0,9435%% 3 0,2312%¢ 3 7,0486** 3 1560,2744** 3 13,1864
GA; 4 00112 4 00,0432 4 0,2700 4 608,6828* 4 28,6297
TDZ x GA; 12 0,1243** 12 0,1203** 12 1,0807%* 12 751,7214%* 12 22,2860
Regressdo 5  0,7230%+* 3 0,4440** 6 4,9759%% 9 1198,2081%* - -
Desvio 14  0,0537 16 0,0611* 13 04107 10 535,2338**¢ - -
Residuo 60 0,0516 60 0,0316 60 0,2910 60 187,2945 60 12,7290
C.V.(%) 16,14 15,21 22.33 30,44 48,46

" Observagdes transformadas segundo ,/(X + 0,5).

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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5.2.2 Nimero de brotos maiores que 1 cm

De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado e pelo
diagrama de contorno (Figuras 24 e 25), para obteng¢do de maior nimero de
brotagGes com tamanho superior a 1,00 cm, a combinagdo das dosagens hormonais
sena de 0,98 mg/l de TDZ associado a 20,00 mg/l de GA; . As concentracdes
crescentes de TDZ em relagdo a 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
varidncia (Tabela 4), pode-se observar a presenga de interacdes entre os
reguladores de crescimento TDZ e GA; para a caracteristica brotos maiores que |
cm. Este fato € comprovado pela existéncia de termos presentes no modelo
regressdo, envolvendo os dois fatores (Figura 24). Os desvios de regressdo.
contudo, foram significativos. Apesar das iniimeras tentativas, nio foi possi\;el

encontrar um modelo de regressao que melhor se ajustasse.

Brotos > 1cm

1.5?

TDZ mg/1 3 TS --2_5'5.0 y

Y=1,129212 - 0,048927 X;X, + 0,002097 X;* X, + 0,088739 VX Xo

FIGURA 24 — Superficie de resposta para a caracteristica brotos maiores que
1 cm em resposta as dosagens de TDZ e GA;. UFLA. Lavras,
MG, 1998
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Atraves dos experimentos, pode-se observar que a utilizagdo de BAP, ao
invés de TDZ, ¢ mais apropriada, pois ndo foi influénciada pela adigdo do GA; e
também por ter tido melhor resposta na maximizagdo do nimero total de folhas,
sendo 11 folhas/explante no experimento 1, em relagdo ao experimento 2, que

apresentou cerca de 5 folhas/explante. Portanto o TDZ em relagdo ao BAP, ndo
mostrou-se eficiente.

No. Folhas
2.42

Y=2,129930 + 0,354233 X, — 0,037502 X,* - 0,218986 X,X, + 0,000556 X,
X" +0,009986 X,’X; + 0,344469 /X, X,

FIGURA 26 — Superficie de resposta para a caracteristica ntiimero total de

folhas em resposta as dosagens dos hormonios TDZ e GA;.
UFLA. Lavras, MG, 1998.



0 5 10 15 20

GA3 wg/1
Brotos > lem —— 1,083 ——1.197 —— 1.342 — 1.486
1.631 — 1,775 1.919

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

5.2.3 Numero Total de folhas

A maximizag3o no nimero total de folhas/explante, segundo o modelo de
superficie de resposta ajustado, foi obtida na utilizagdo do horménio GA; na sua
dosagem mixima (GA; = 20mg/1), interagindo com TDZ na dosagem de 0,98
mg/l. Neste caso o mimero total de folhas seria de 5 folhas/explante, também
observado pelo diagrama de contomo (Figuras 26 e 27). No resumo da andlise de
varidncia (Tabela 4) para esta caracteristica observa-se que houve uma interagio
entre os fatores, e esta foi confirmada através do modelo ajustado (Figura 26),
ocorrendo a presenga de termos no modelo, envolvendo os dois fatores. Os desvios
de regressdo ndo foram significativos, 0 que indica que o modelo ajustado foi
satisfatério. O diagrama de contornos (Figura 27) ndo apresentou tendéncia ao
paralelismo entre os eixos dos elipsoides e os eixos das variaveis independentes,

confirmando a ocorréncia de interago entre os reguladores de crescimento
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0 5 10 15 20

GA3 no/1
No. Folhas —— 1.650 ——2.239 —— 2.828 — 3.416
: 4.005 —4.594 5.182

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

5.2.4 Peso fresco e peso seco da parte aérea das brotagdes

A interagdo entre os fatores pode ser observada através da andlise de
varincia (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 uma tendéncia ao paralelismo entre os eixos elipsdides e os eixos das
varidveis independentes, confirnando a presenca de interagdo entre os fatores. Os
desvios de regressdo foram significativos ao nivel de 1%. Neste caso, apesar de
indmeras tentativas ndo foi possivel encontrar um modelo que sc ajustasse
satisfatoriamente. O aumento no peso fresco das brotagdes, através do modelo de
superficie de resposta ajustado, foi obtido com concentragdo de TDZ igual a 0,84
mg/l associado a dosagem maxima de GA;: 20 mg/l, correspondendo a um peso
fresco estimado de 80,71 mg,
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O peso seco da parte aérea das brotagdes nio apresentou diferengas
significativas entre as concentragdes dos reguladores de crescimento.

Peso Fresco
9.01

6.01
3.00
0.00

Y= 47,864191+ 38,328415 X, + 2,65558 X, — 2,532073 X,® — 4,622082 XiXs -
50,275195 /X, - 15,656972 VX, -0,035551 X, X,? + 0,308524 X,> X, +

8219728 /X, X,

FIGURA 28 — Superficie de resposta para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens dos hormonios TDZ e GA;. UFLA.
Lavras, MG, 1998.

o 5 10 15 20
GN3 mg/1
Peso Fresco 24.06 32.96 e 4L BS 50.74
59.63 68.52 77.42

FIGURA 29 — Diagrama de contornos para a caracteristica peso fresco em
resposta as dosagens dos hormonios TDZ e GA;. UFLA.
Lavras, MG, 1998.
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-~ 6 CONCLUSAOQ

As  melhores concentragies para as caracteristicas avaliadas,
corresponderam a auséncia do horménio GA; em associagdo com concentragdes
minimas de BAP. As concentragbes 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. Os melhores resultados, para a caracteristica n° de
brotos maiores que 1,0 cm, foram obtidos quando as concentragSes méximas de
BAP e GA; foram utilizadas,

Na relagdo entre os horménios TDZ e GA;, para todas as caracteristicas
avaliadas, é recomendada a utilizagio da concentragio mixima de GA;
(20,00mg/1) associada as concentragSes minimas de TDZ variando de 0,84 20,98
mg/l. As concentragdes que apresentaram os melhores resultados para TDZ, nas
seguintes caracteristicas, foram: peso fresco (0,84 mg/l), niimero de brotagdes
(0,94 mg/1) e niimero total de folhas ¢ brotos maiores que 1,0 cm (0,98 mg/1)





