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RESUMO: A cultura de Coffea canephora Pierre é extremamente relevante na agricultura de Rondbnia, o segundo
estado produtor e responsavel por 15% da produgdo da variedade Conilon no pais. O objetivo deste trabalho foi o
estabelecimento de um protocolo eficiente de descontaminagdo de explantes foliares, visando a sua introdugdo em
estudos de calogénese e embriogénese somatica. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Embrapa Rondbnia. As folhas foram lavadas em agua bidestilada com auxilio de esponja e
detergente. Em camara de fluxo laminar, as mesmas foram imersas em etanol a 70% (v/v) por 1 minuto e colocadas em
solucBes de hipoclorito de sddio nas concentracBes de 1,00, 1,25 e 1,50% (v/v), nos periodos de 10, 20 e 30 minutos,
sendo, em seguida, segmentadas em pedacos de 1 cm’® e inoculados em meio MS. Os cultivos foram mantidos em
camara tipo BOD, no escuro e com temperatura de 24+2°C. Cada unidade experimental foi constituida de 10 explantes.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, agrupando-se as médias em classes distintas. Foi realizada uma avaliagdo dez dias apds a inoculagdo. Os
aspectos avaliados foram a porcentagem de contaminacdo e a porcentagem de explantes necrosados e oxidados. Os
tratamentos mais eficazes para a desinfestacdo das folhas foram os que combinaram 30 minutos de imersdo com as
concentragdes de 1,25 e 1,50% de hipoclorito de sodio, resultando em 15% de contaminacdo nos dois tratamentos.
Porém, o tratamento que combinou 30 minutos com 1,50% de hipoclorito resultou em alto nivel de oxidagdo (50%). O
tratamento no qual se utilizou 1,00% de hipoclorito por 10 minutos foi o que resultou em maior nivel de contaminacéo,
chegando a 60% dos explantes inoculados, além de 10% de oxidacdo. Considerando-se as variaveis avaliadas,
recomenda-se a utilizacdo de 1,25% de hipoclorito, por um periodo de 30 minutos de imerséo.
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DECONTAMINATION OF LEAF EXPLANTS FROM CONILON COFFEE
(Coffea canephora PIERRE) FOR IN VITRO ESTABLISHMENT

ABSTRACT: The Coffea canephora Pierre culture is extremaly important on Ronddnia agriculture, the second state
producer on the country, that contributes with 15% of the production of Conilon cultivar. The objective of this work
was the establishment of an efficient protocol of decontamination of leaf explants of this cultivar to carry through
studies of calogenesis and somatic embryogenesis. The experiments had been carried through in the Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais of Embrapa Rondbnia. The leaves were washed in bidistilled water with detergent. In
laminar flow chamber, they were immersed in 70% etanol (v/v) for 1 minute and sodium hipoclorite on the
concentrations 1,00, 1,25 and 1,50% (v/v) for 10, 20 and 30 minutes. Leaves were cut in pieces of 1 cm® and inoculated
in MS medium. Cultures were kept in BOD chamber at dark and 24+2°C. Experimental unit was constituted of 10
explants. An evaluation was carried through ten days after inoculation, considering the percentage of contamination,
necrosis and oxidation. The treatments most efficient for decontamination were 30 minutes of immersion and sodium
hipoclorite 1,25 and 1,50%, resulting in 15% of contamination in both treatments. However, 30 minutes of immersion
in 1,50% sodium hipoclorite results in high level of oxidation (50%). 1,00% of hipoclorite for 10 minutes results in
higher contamination reaching 60% and 10% of oxidation. For efficient decontamination it is recommendable the use of
1,25% sodium hipoclorite for 30 minutes of immersion.
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INTRODUCAO

A cafeicultura passou a se constituir em atividade econdmica de grande importancia para a Amazonia,
especialmente para o estado de Ronddnia, a partir da década de 1980. A area cultivada na Amazénia era pouco mais de
2.000 ha em 1975, ocorrendo aumento paulatino nos anos seguintes, atingindo em 1998, 137.261 ha e 151,76 mil
hectares em 2008 (Anuario Estatistico do Café, 1995, 2001 e 2008).

Atualmente, o estado de Ronddnia ocupa o sexto lugar na producdo geral de café no pais e tem no C.
canephora sua maior expressao, posicionando-se em segundo lugar na produgdo desta espécie, destacando-se a cultivar
Conilon entre as mais plantadas. O parque cafeeiro do Estado é da ordem de 288,5 milhdes de covas, incluindo cafezais
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em producdo (151,90 mil hectares) e em formagéao (10,13 mil hectares), sendo responsavel por 4,5% da producao geral
de café e 15% do café Conilon produzido no pais. (Conab, 2008; Anuéario Brasileiro do Café, 2008).

Os aspectos relacionados as caracteristicas de producdo mostram que a préatica da cafeicultura no estado é
baseada na agricultura familiar, sendo que cerca de 90% das propriedades dos produtores possuem areas de até 100 ha,
com area média explorada com a cultura de 12,5 ha e produtividade média em 2005 foi de 16 sacas de café beneficiado
por ha (ROSA NETO, 2005). A produtividade estimada para a proxima safra gira em torno de 12 sacas/ha (com
aumento de 15% em relagdo a safra passada). Mesmo com aumento da produtividade, Ronddnia esta entre os estados
produtores com as menores médias de produtividade, ficando somente na frente do Mato Grosso que na safra passada
alcancou produtividade de 9,4 sacas/ha (Anuério Estatistico do Café, 2008).

Outro ponto a ser destacado é a importancia da cultura na formagdo da renda da propriedade, significando, na
média dos 122 produtores 58,43% de participacdo do total arrecadado em relacdo a atividade agropecuaria como um
todo, sendo que, para 67,2% o café responde com mais de 50% dessa renda. Tais dados mostram a importancia da
cafeicultura para a sustentabilidade da agricultura familiar no estado, o que reforca a necessidade de definicdo de
politicas publicas para o setor, disponibilizacdo de tecnologias apropriadas, assisténcia técnica, crédito rural e demanda
por seus produtos, tanto em nivel local como para exportacdo, no sentido de promover o desenvolvimento da regido
(Rosa Neto, 2005).

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de selecionar e desenvolver gendtipos 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 regido, tais como ferrugem e
nematdides (Souza et al., 2005).

Neste contexto, a biotecnologia se apresenta como alternativa viavel e vantajosa de propagacéo dos materiais
vegetais selecionados, pois permite a multiplicacdo uniforme e em larga escala, com alta qualidade fitossanitéria,
contribuindo dessa forma para o aumento da produtividade e qualidade do café produzido em Ronddnia, influenciando
positivamente os aspectos relacionados a qualidade de vida dos produtores rurais do estado.

O objetivo deste trabalho foi o estabelecimento in vitro de material vegetal de C. canephora no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Ronddnia, utilizando-se ensaios para descontaminacao de folhas, visando a
determinagdo de metodologia eficiente para a utilizacao posterior em estudos de calogénese e embriogénese somatica.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Rond6nia.
Foram utilizadas folhas provenientes de plantas do clone 194 de C. canephora Pierre pertencentes a variedade Conilon
(clone 194, pertencente ao programa de melhoramento da Embrapa Rondénia), que foi desenvolvido, selecionado e
disponibilizado pela Embrapa Rondénia e mantido em casa de vegetacao.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 20,0 g.L™* de sacarose,
extrato de malte 400 mg.L™, caseina hidrolisada 100 mg.L™ e solidificado com 0,8 % de 4gar. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos.

Todas as manipulacdes foram efetuadas em capela de fluxo laminar. O material inoculado foi mantido em
camara tipo BOD, no escuro e com temperatura de 24+2°C. Cada unidade experimental foi constituida de 10 explantes.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, agrupando-se as médias em classes distintas.

Foram coletadas folhas do segundo par dos ramos plagiotrépicos, as quais foram cuidadosamente lavadas
com agua bidestilada com auxilio de esponja e detergente. Em camara de fluxo laminar, as mesmas foram imersas em
etanol a 70% (v/v) por 1 minuto e logo apds foram colocadas em soluc@es de hipoclorito de sddio nas concentragdes de
1,00, 1,25 e 1,50% (v/v), nos periodos de 10, 20 e 30 minutos. ApoOs este procedimento, foram segmentadas em
pedacos de aproximadamente 1 cm? que foram inoculados com a face adaxial em contato com meio, em meio MS
basico, sem a presenca de reguladores. Foi realizada uma avaliagdo dez dias apds a inoculagdo. Os aspectos avaliados
foram a porcentagem de contaminacdo e a porcentagem de explantes necrosados e oxidados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostra a Tabela 1, aos 10 dias a partir da inoculacdo, os tratamentos mais eficientes para a
desinfestacdo das folhas foram 8 e 9 (15% de contaminacdo em ambos), que combinaram o tempo de 30 minutos com
as concentragdes de hipoclorito de sodio de 1,25 e 1,50%. O tratamento 1 foi 0 que apresentou maior nivel de
contaminacdo chegando a 60% dos explantes inoculados. Teixeira et al. (2004) recomendaram &lcool etilico comercial
na concentragdo de 50 a 70%, por um periodo de 1 a 3 minutos, seguido de um tratamento com hipoclorito de s6dio ou
calcio a 0,5 a 2% (v/v) por 5 a 20 minutos, na desinfestacdo de segmentos de brotos, folhas e botdes florais de Coffea
arabica L. Devidos as condi¢cBes amaz6Onicas de alta umidade, ndo se conseguiu uma desinfestacdo eficiente com a
utilizacdo desse protocolo, sendo os resultados distintos dos alcancados por esses autores.
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Tabela 1: Efeito dos tratamentos sobre a contaminagdo dos explantes em relagdo ao
tempo de imersdo e a concentracdo de hipoclorito de sodio.

Tratamentos Tempo (minutos) Concentracéo (%0) Contaminacao (%)

1 10 1,00 60 (a)

2 10 1,25 50(ab)
3 10 1,50 45(abc)
4 20 1,00 35(bcd)
5 20 1,25 30(cde)
6 20 1,50 25(de)
7 30 1,00 25(de)
8 30 1,25 15(e)

9 30 1,50 15(e)

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa, pelo Teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Geralmente, no processo de desinfestagdo, é utilizado etanol a 70% durante alguns segundos, para eliminar
bolhas de ar e parte dos lipidios, aumentando assim o contato do desinfestante com o material vegetal. Depois, 0
explante é mergulhado em hipoclorito de s6dio em uma concentragéo que varia de 1 a 2% durante 10 a 30 minutos e em
seguida sao realizados enxagiies em agua estéril (Mateo-Sagasta, 1990).

Na Tabela 2 pode-se observar que, aos 10 dias a partir da inoculacdo, o tratamento no qual houve maior
necrose das folhas foi o tratamento 9, que combinou o tempo de 30 minutos de imersdo com a concentracdo de
hipoclorito de sédio de 1,50%. O tratamento que apresentou menor nimero de explantes necrosados foi o tratamento 2,
gue combinou o tempo de 10 minutos de imersdo com a concentragdo de hipoclorito de sédio de 1,25%.

Tabela 2: Efeito dos tratamentos sobre a necrose dos explantes em relacdo ao tempo de
imersdo e a concentracdo de hipoclorito de sédio.

Tratamentos Tempo (minutos) Concentragéo (%) Necrose (%)

1 10 1,00 10(bc)
2 10 1,25 5(c)

3 10 1,50 10(bc)
4 20 1,00 20(bc)
5 20 1,25 25(bc)
6 20 1,50 20(bc)
7 30 1,00 25(bc)
8 30 1,25 25(hc)
9 30 1,50 50(a)

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa, pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Um processo de desinfestacdo eficaz é aquele que combina uma baixa taxa de contaminacao e de necrose, com
a menor exposicdo possivel ao agente descontaminante (Torres et al., 1998). Deste modo, no presente estudo e
utilizando explantes foliares de C. canephora, verificou-se que o tratamento que combinou um tempo de 30 minutos
com a concentracdo de 1,25% de hipoclorito de sédio é o melhor tratamento para desinfestacdo, tendo em vista a
relacdo entre o nimero de explantes contaminados (15%) e necrosados (25%).

CONCLUSAO

Condicdes ideais de desinfestacdo dos explantes foliares Coffea canephora v. Conilon foram obtidas quando os
mesmos foram tratados com alcool 70% por 1 minuto seguido de imersdo em solugdo de hipoclorito de sédio 1,25%
(v/v) por 30 minutos.
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