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RESUMO: Segmentos foliares de clones de Coffea canephora foram submetidos a diferentes concentracdes de 2,4-
D visando seu cultivo para producdo de embriGes sométicos. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio de inducdo de calos (Boxtel & Bertouly), composto por meio MS/2, tiamina (10 mg/L), piridoxina (1
mg/L), &cido nicotinico (1 mg/L), glicina (1 mg/L) e mio-inositol (100 mg/L), caseina (100 mg/L), extrato de malte
(400 mg/L), 2,i-P (1 mg/L), AIB (1 mg/L), acrescido de 2,0% de sacarose, solidificado com 0,8% de agar e pH ajustado
para 5,7. A este meio foram acrescidas véarias concentracfes de 2,4-D (0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L). Os cultivos foram
mantidos em camara do tipo BOD, no escuro, sob temperatura de 28°C, durante 30 dias, e, ao final desse periodo,
efetuadas as avaliacdes do desenvolvimento dos calos. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4 x 5 (quatro clones x cinco concentracbes de 2,4-D), sendo empregadas 20
repeti¢des. As menores concentracBes de 2,4-D (2,5 e 5,0 mg/L) resultaram em maior crescimento de calos,
observando-se reducdo na velocidade de producdo dos mesmos com o emprego de concentragdes mais altas. Os clones
apresentaram diferentes respostas as concentracfes de 2,4-D.
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GROWTH REGULATORS LEVELS IN OBTENTION OF CALLUS FROM LEAF
SEGMENTS OF CONILON COFFEE (Coffea canephora)

ABSTRACT: Leaf segments from Coffea canephora clones were submitted to diferent concentrations of 2,4-D,
aiming the culture to produce somatic embryos. Explants were inoculated in test tubes containing callus induction
medium (Boxtel & Bertouly), consisting of MS/2 salts, thiamine (10 mg/L), pyridoxine (1 mg/L), nicotinic acid (1
mg/L), glycine (1 mg/L) e mio-inositol (100 mg/L), casein (100 mg/L), malt extrat (400 mg/L), 2,i-P (1 mg/L), IBA (1
mg/L), supplemented with sucrose (2,0%), 0,8% (agar) and pH adjusted to 5,7. The medium was supplemented with
2,4-D (0; 2,5; 5,0 and 10,0 mg/L) and the cultures were maintained in BDO, in dark conditions, 28°C temperature, for
30 days, being evaluated the callus development. The experimental design used was entirely randomly in factorial
scheme 4 x 5 (four clones x five concentrations of 2,4-D), with twenty repetitions. The lower concentrations (2,5 and
5,0 mg/L) presented higher callus growth in clones observing reduction in production velocity with the employ of
higher concentrations. The clones presented different responses to concentrations of 2,4-D.

Key words: calogenesis, in vitro propagation, growth regulator.
INTRODUCAO

A expansdo da cafeicultura na regido Norte ocorreu a partir de 1970, com o advento dos nlcleos de
colonizacdo oficial. Atualmente, sdo mais de 215 mil hectares, dos quais 87%, ou seja, cerca de 188 mil hectares, estdo
localizados em Rondbdnia, estado que apresenta 0 mais intenso processo de expansdo da cafeicultura regional (IBGE,
2004).

A espécie Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cobre 90% da area plantada com café em Ronddnia, sendo
que a variedade Conillon é a mais comum. Os cultivos de Coffea arabica L., principalmente das variedades Mundo
Novo e Catuai, ocorrem nas regifes de maior altitude, as quais representam uma pequena porcdo do Estado. As baixas
produtividades, associadas a qualidade inferior do café produzido, reduzem a competitividade da cultura na regido. O
baixo nivel tecnolégico empregado pelos produtores e a auséncia de gen6tipos adaptados as condicfes climéticas da
regido constituem a principal causa dos problemas de rendimento e qualidade da produgdo observados nos cultivos
amazbnicos de café. A utilizacdo de cultivares de alto potencial produtivo, com maturagdo tardia e uniforme e
resistentes a ferrugem apresenta-se como a alternativa mais adequada para solucionar os problemas de producédo e
qualidade do café amazonico, sem causar alterag@es na rotina dos agricultores e sem onerar a producéo. Além disso, ndo
oferece riscos a sadde de produtores e consumidores nem causam danos ac meio ambiente.
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Um dos desafios no melhoramento genético do cafeeiro estd na redugdo do tempo gasto na selecdo para
produtividade no desenvolvimento de cultivares de café, pois ocorre um periodo longo do florescimento até a producéo
de sementes. Nesse contexto, a propagacao vegetativa é indicada para multiplicacdo de cultivares de alta produtividade
e resistentes a doencas, garantindo uniformidade nos povoamentos e mantendo o ganho genético obtido na selecdo. No
entanto, a multiplicacdo vegetativa pelos métodos convencionais deve limitar-se a utilizacdo de fragmentos de ramos
ortotrépicos, sempre em nimero limitado (Dublin, 1984). As técnicas de cultura de tecidos tém possibilitado, além da
obtencédo de grande nimero de plantas, a diminui¢do do tempo necessario para obtencdo de novas progénies e a garantia
da uniformidade genética do material.

A calogénese, formacdo de calos em um explante, € uma etapa béasica para o desenvolvimento de sistemas de
propagacdo massiva de plantas por organogénese ou embriogénese somatica. A embriogénese somatica em Coffea é um
importante método de multiplicagdo de plantas elite in vitro, em larga escala, apresentando um grande potencial a ser
explorado, e capaz de maximizar a propagacao do cafeeiro, tanto de cultivares ja recomendadas para plantio como de
hibridos vindos de programas de melhoramento genético. Apresenta-se também como uma técnica auxiliar aos
trabalhos de transformacédo genética de plantas. Os primeiros trabalhos com embriogénese somaética no género Coffea
foram realizados por Starisky (1970), que obteve rdpida proliferagdo de calos nas espécies C. arabica e embribes e
plantulas em explantes de C. canephora. A partir dai, varias outras pesquisas sobre a embriogénese somatica no género
Coffea foram desenvolvidas (Hermann & Hass, 1975; Sondahl, 1978; Lanaud, 1981; Pierson et al., 1983; Boxtel &
Berthouly, 1996; Berthouly & M ichaux-Ferriere, 1996; Cordeiro, 1999; Sreenath, 2000).

As citocininas e auxinas sdo os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos (Caldas et al.,
1990). O tipo e a concentracdo influenciam na multiplicacéo in vitro, onde normalmente a melhor faixa fica entre 0,5 e
5,0 mg/L para ambos fitorreguladores. Segundo Litz & Jarret (1991), freqlientemente se induz a formagéo de calos em
explantes cultivados em meio contendo auxina, ou com uma alta rela¢o citocinina/auxina.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as concentragdes de 2,4-D na indugdo de calos em
segmentos foliares de clones de C. canephora, visando seu cultivo para obtencdo de embrides somaticos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Rondénia, em Porto Velho,
RO. O material foi coletado de mudas estabelecidas em viveiro telado, localizado no campo experimental da Embrapa
Rondénia. Foram coletadas folhas jovens de café Conilon dos clones 184, 193, 194 e 199. As mesmas passaram por
uma pré-limpeza, sendo lavadas com agua destilada, esponja e detergente comercial. As folhas foram segmentadas em
quadrados de aproximadamente 4 x 4 cm? e colocadas em &lcool 70% (v/v) por 1 minuto. Em camara de fluxo laminar,
os segmentos foram retirados do alcool e imersos em hipoclorito de sédio a 1,25% durante 30 minutos, sendo, em
seguida, lavados 3 vezes com &gua bidestilada estéril, segmentados em quadrados de aproximadamente 1 x 1 cm?. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio de inducéo de calos, de acordo com protocolo descrito
por Boxtel & Bertouly (1996), composto por meio MS/2 (Murashige & Skoog, 1962), tiamina (10 mg/L), piridoxina (1
mg/L), &cido nicotinico (1 mg/L), glicina (1 mg/L), mio-inositol (100 mg/L), caseina (100 mg/L), extrato de malte (400
mg/L), 2,i-P (1 mg/L), AIB (1 mg/L), acrescido de 2,0% de sacarose, solidificado com 0,8% de agar e pH ajustado para
5,7. A este meio foram acrescidas varias concentracées de 2,4-D (0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L). Os cultivos foram mantidos
em cadmara do tipo BOD, no escuro, sob temperatura de 28°C, durante 30 dias, sendo as avalia¢des do desenvolvimento
dos calos efetuadas ao final desse periodo. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 5 (quatro clones x cinco concentraces de 2,4-D), sendo empregadas 20 repeticoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se maior crescimento de calos com o emprego das menores concentragdes de 2,4-D (2,5 e 5,0 mg/L),
nos clones 184, 193 e 194 (Figura 1), observando-se redugdo na velocidade de producdo dos mesmos, com o aumento
das concentrag@es. E provavel que tenha ocorrido um efeito fitotdxico promovido por concentragdes maiores da auxina
utilizada. Resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2008), utilizando varias concentragoes de 2,4-D
(0, 0,5 e 1,0 mg/L) na inducéo de calos em segmentos foliares de Coffea canephora cv. Apoatd. Os autores constataram
um acréscimo de 25 % na produgdo de calos com o emprego da menor concentragdo (0,5 mg/L) em relagdo a maior
concentracdo empregada (1,0 mg/L). Esses resultados estdo de acordo com Pasqual et al. (1998), os quais consideram
essencial 0 uso de auxinas em concentracdes reduzidas para promover a formacdo e crescimento de calos. O clone 199
apresentou apenas inducéo de calos em todas as concentracdes testadas.

As diferentes respostas observadas entre os clones provavelmente estdo relacionadas ao potencial genético. As
respostas de desenvolvimento in vitro sdo regidas pela constituicdo genética (Hu & Ferreira, 1998). Os efeitos genéticos
em muitos aspectos da cultura in vitro foram observados por Keyes & Bingham (1979). Em cafeeiro, diversos autores
comprovaram diferentes respostas em relagdo a cultivares e espécies, seja trabalhando com segmentos nodais
(Krikorian, 1991), embriogénese somatica indireta (Berthouly & Michaux- Ferriere, 1996; Bieysse et al., 1993; Caldas
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et al., 1998; Cordeiro, 1999; Dublin, 1984; Dublin, 1991; Maciel, 2001; Zamarripa, 1993) ou desenvolvimento de
embrides (Santos, 2001).

Diferentes gen6tipos podem ter diferentes condi¢Bes 6timas de crescimento, pré-tratamento, composicéo de
meio de cultura e condi¢des fisicas de cultura (Magalhdes Janior et al., 1995). Silva Filho (1989) sugere a necessidade
de um estudo especifico com cada regulador de crescimento, além da observacdo do efeito de diferentes concentracdes
em diferentes gendtipos e até mesmo dentro da mesma espécie.
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Figura 1 — Porcentagem de calos em segmentos foliares de Coffea canephora, em funcéo das concentragdes de 2,4-D.

CONCLUSOES

Menores concentracfes de 2,4-D (2,5 e 5,0 mg/L) resultaram em maior crescimento de calos nos clones 184, 193 e 194,
observando-se reducdo na velocidade de producdo dos calos com o emprego de concentrag@es maiores de 2,4-D.

Os clones apresentaram diferentes respostas as concentrac@es de 2,4-D.
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