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RESUMO: A cultura de calos tem mostrado grande potencial para multiplicagdo em larga escala de genotipos
superiores e em curto espaco de tempo. O objetivo deste trabalho foi induzir a formacéo de calos em explantes foliares
de Coffea canephora var. Conilon, determinar sua curva crescimento e avaliar o desenvolvimento dos calos. Os
explantes foram inoculados em meio MS 50 % com 10 mg.L™ de tiamina, 1 mg.L™ de piridoxina, 1 mg.L™ de 4cido
nicotinico, 1 mg.L™ de glicina, 100 mg.L™ de inositol, 100 mg.L™ de caseina hidrolisada e 400 mg.L™ de extrato de
malte, 20 g.L ™" de sacarose, 8 g.L™ de 4gar e acrescido de AIB (10 pM), 2,4-D (20 pM) e 2iP (10 pM). Para determinar
a curva de crescimento, calos foram pesados até o 60° dia de cultivo. A curva de crescimento dos calos apresentou duas
fases distintas, lag e exponencial.
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DETERMINATION OF THE CURVE OF GROWTH OF CALLUS
IN CONILON COFFEE (Coffea canephora PIERRE)

ABSTRACT: Callus culture has shown a great potential for large-scale multiplication of superior genotypes in a short
period of time. The objective of this work was to establish a methodology for inducing callus formation in leaf
segments of Coffea canephora var. Conilon, to determine of the growth curve and to analyze the development of the
calli. The explants were inoculated in 50 % MS medium with 10 mg.L™" thiamine, 1 mg.L™ pyridoxine, 1 mg.L™
nicotinic acid, 1 mg.L™ glycine, inositol 100 mg.L™, hydrolysed casein 100 mg.L™ and 400 mg.L™* malt extract, 20 g.L™*
sucrose, 8 g.L™ agar, supplemented with IBA (10 uM), 2,4-D (20 pM) and 2iP (10 uM). To determine the growth
curve, the calli were weighted up to the 60° day of culture. The growth curve presented two separates phases lag and
exponential.
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INTRODUCAO

A cafeicultura é uma atividade de elevada importancia no cenario do agronegécio brasileiro, sendo que a
variedade Conilon tem atraido a atencdo dos produtores devido a sua utilizacdo na indUstria de café sollvel, atividade
em expansdo no Brasil (Fazuoli et al., 1986). As técnicas de cultura de tecidos vegetais tém sido utilizadas com
sucesso na multiplicacdo de espécies que apresentam dificuldades na propagacdo sexuada, além de possibilitar a
uniformidade genética do material e permitir a obtencdo de um grande nimero de plantas em pouco tempo (Dublin,
1981). Os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos de cafeeiro foram publicados por Staritsky (1970), que obteve
éxito na inducdo de calos a partir de folhas de vérias espécies. Apds esse periodo, muitos trabalhos foram realizados
com a adocdo de métodos e espécies diversas (Sondahl, 1978; Mezzetti et al., 1991; Landa et al., 2000; Serra et al.,
2000). Algumas técnicas utilizadas para multiplicacdo in vitro de plantas de café sdo microestaquia, cultura de
embrides, organogénese, calogénese e embriogénese somatica (Santana-Buzzy et al., 2007).

De acordo com Santos et al. (1997), a importancia de se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécie esta na identificacdo das fases em que ocorrem processos fundamentais ao estudo cinético do
seu crescimento. Com isso, pode-se estabelecer 0 momento exato da repicagem para um novo meio. As etapas que
compdem o crescimento do calo sdo: 1) fase lag: caracterizada pelo nUmero estacionario de células, inicio da
imobilizacdo de metabdlitos, sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas e de metabolitos especificos; 2) fase
exponencial: a divisdo celular é méaxima, o nimero de células aumenta, formando agregados compostos por mais de dez
células; 3) fase linear: ocorre reducdo na taxa de divisdo celular; 4) fase de desaceleracdo progressiva: a divisdo
celular diminui e ocorre expansdo das células; e 5) fase estacionaria: ndo ocorre divisdo celular, ndo ha sintese de
biomassa ou aumento do ndmero de células.

Em Rondénia, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de selecionar e desenvolver genotipos de
C. canephora resistentes a doencas, pois embora se encontre bastante adaptada e ofereca maior facilidade de manejo
devido ao seu menor porte, a variedade Conilon apresenta suscetibilidade aos principais estresses bidticos da cultura na
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regido, tais como ferrugem e nematoides (Souza et al., 2005), e neste sentido a propagacao in vitro se apresenta como
alternativa viavel para acelerar as etapas do melhoramento desta espécie.

O presente trabalho teve por objetivo induzir calos em segmentos foliares de Coffea canephora var. Conilon,
determinar sua curva de crescimento e avaliar as diferentes fases de desenvolvimento do calo, visando facilitar
seu posterior desenvolvimento em embrides ou formacéo de érgaos.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Rond6nia.
Foram utilizadas folhas provenientes de plantas de C. canephora Pierre, cv. Conilon (clone 194, pertencente ao
programa de melhoramento da Embrapa Ronddnia) mantidas em casa de vegetacdo. Foram coletadas folhas do segundo
par dos ramos plagiotropicos e a assepsia foi realizada por meio da lavagem com esponja estéril em agua bidestilada
estéril por 5 minutos, seguida de imersdo em etanol a 70% (v/v) por 1 minuto e em solugdo de hipoclorito de sédio a
1,25% (v/v) por 30 minutos, com trés enxaglies em agua bidestilada estéril. Sec¢des foliares foram cortadas em pedagos
de aproximadamente 1cm? e inoculadas com a face adaxial em contato com meio, em meio MS (Murashige & Skoog,
1962) contendo metade da concentracdo dos sais, 10 mg.L™ de tiamina, 1 mg.L™ de piridoxina, 1 mg.L™ de &4cido
nicotinico, 1 mg.L™ de glicina, 100 mg.L™ de inositol, 100 mg.L™ de caseina hidrolisada, 400 mg.L™* de extrato de malte,
20 g.L™ de sacarose, 8 g.L™ de 4gar e acrescido de AIB (10 uM), 2,4-D (20 uM) e 2iP (10 uM). Foram inoculados 150
tubos com um explante em cada tubo. Ap6s a inoculagdo, os tubos foram mantidos no escuro, em camara de
crescimento do tipo BOD, e com temperatura de 24 + 2°C. As avalia¢fes do desenvolvimento dos calos foram feitas nos
60 dias subsequentes, em intervalos de 10 dias. Em cada avaliagdo, 20 calos foram cuidadosamente limpos com papel
absorvente para retirar excesso de meio de cultura e foram pesados individualmente em balanca de precisdo. Os dados
obtidos foram utilizados para obten¢do da equacao de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes de crescimento dos calos formados a partir de segmentos foliares de C. canephora estdo
apresentados na Figura 1. Observou-se um crescimento exponencial com 2 fases de crescimento (lag e exponencial) nos
explantes utilizados. Santos et al. (2003), estudando a curva de crescimento de calos durante 84 dias de cultivo em
explantes foliares de Coffea arabica cv. Rubi, observaram a presenca de trés fases de crescimento (lag, exponencial e
linear), ndo detectando a presenca das fases de desaceleracdo e estacionaria. Santos et al. (2008) observaram um
crescimento sigmoidal com cinco fases de crescimento (lag, exponencial, linear, desacelaracdo e estacionaria) de calos
formados a partir de segmentos foliares e nodais da cultivar Apoatd. Mesquita et al. (2003) observou que as curvas de
crescimento de calos, obtidas a partir de explantes foliares de lichieira (Litchi chinensis Sonn), apresentaram
crescimento do tipo sigmoidal.
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Figura 1 — Curva de crescimento de calos formados a partir de segmentos foliares Coffea canephora durante 60 dias de
cultivo.
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A fase Lag se caracteriza pelo nimero estacionario de células na qual células do explante preparam-se para
divisdo celular, acumulando biomassa. Nesse experimento ocorreu até o 10° dia de inoculagdo (equivalente a 57 % de
crescimento) no segmento foliar. Segundo Scragg & Allan (1993), a fase lag pode ser considerada como produtora de
energia. Landa et al. (2000) verificou que para calos obtidos a partir de segmentos foliares de pequizeiro, a fase lag
ocorre até o 7° dia ap6s a inoculagdo. Santos et al. (2008) verificaram em segmentos foliares e nodais da cultivar Apoaté
gue a fase lag ocorreu até o 28° e 49° dia de inoculagdo, respectivamente. Santos (2002) verificou em C. arabica cv
Rubi que a fase lag ocorreu até o 42° dia de inoculagdo, com 64% de crescimento. Mezzetti et al. (1991), avaliando o
crescimento de calos obtidos a partir de segmentos foliares de Actinidia deliciosa, observaram um acimulo de matéria
fresca e seca até o 30° dia ap0s a inoculagdo. Serra (2000) verificou em castanha-do-Brasil (Berfholletia excelsa
H.B.K.) que a fase Lag aconteceu entre 0 e 30 dias de inoculagéo.

A fase de crescimento exponencial é o periodo em que ocorre a maxima diviséo celular e ocorreu do 11° ao 58°
dia ap6s a inoculagdo, com crescimento de 96% em relagcdo ao explante inicial. Em Smilax japecanga, a fase de
crescimento exponencial, considerada por Scragg & Allan (1993) como fase biossintética, periodo em que ocorre
méaxima divisdo celular, ocorreu entre 0 18° e 0 26° dia apds a inoculagdo dos explantes, apresentando ao final de 38
dias um padréo sigmoide tipico (Santos et al., 1997). Em segmentos foliares de pequizeiro essa fase foi observada entre
0 7° e 0 35° dia apo6s a inoculagdo (Landa et al., 2000). Santos (2002) verificou em C. arabica cv. Rubi que a fase de
crescimento exponencial ocorreu entre 0 42° e 47° dia, com 87% de crescimento. Em castanha-do-Brasil (Berfholletia
excelsa H.B.K.) a fase de crescimento exponencial aconteceu entre 30 e 53 dias ap6s a inoculacdo (SERRA, 2000). A
Figura 2 mostra os calos formados a partir de segmentos foliares de C. canephora aos 10, 40 e 60 dias de cultivo, a
partir de explantes inoculados em meio %2 MS acrescido de AIB (10 uM), 2,4-D (20 uM) e 2iP (10 uM).
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Figura 2 — Calos formados a partir de segmentos foliares Coffea canephora aos 10 (A), 40 (B) e 60 (C) dias de cultivo,
respectivamente.
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O periodo de crescimento linear, em que os calos diminuem a divisao celular e aumentam a area celular (Serra
et al., 2000) nao foi observado no presente trabalho. Santos (2002) verificou em C. arabica cv. Rubi que o periodo de
crescimento linear ocorre entre o 77° e 0 84° dia da inoculagdo, com crescimento de 6%. Em castanha-do-Brasil
(Berfholletia excelsa H.B.K.) a fase de crescimento linear aconteceu entre 53° e 60° dia apds a inoculagéo (Serra et al.,
2000). Santos et al. (2008) observaram que fase de crescimento linear ocorreu entre 63° a 70° dia apds a inoculagdo em
explantes de C. canephora L. cv. Apoata.

CONCLUSAO

Na curva de crescimento dos calos de Coffea canephora cv. Conilon foram obtidas somente duas fases, a lag (0
a 10 dias) e a exponencial (10 a 60 dias). Ndo foram observadas as fases linear, de desaceleracéo e estaciondria,
sugerindo que os calos continuam crescendo apos este periodo.
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