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RESUMO: Considerando a relevancia da cultura de Coffea canephora Pierre para o estado de Rondbnia e a
necessidade de melhoramento para resisténcia a doencas, realizou-se este trabalho com o objetivo de induzir calos em
explantes foliares da variedade Conilon, visando contribuir com o estabelecimento de um protocolo réapido e eficiente
para a clonagem de gendtipos de interesse. Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos
Vegetais da Embrapa Ronddnia. Ap6s desinfestaco, as folhas foram segmentadas em pedacos de 1 cm?, os quais foram
inoculados em meio MS, em concentra¢des varidveis de 2,4-D (0, 10, 20 e 40 uM), 2iP (0, 5, 10 ¢ 20 uM) e AIB (10
uM). O material foi mantido em cAmara tipo BOD, no escuro e com temperatura de 24+2°C. Cada unidade experimental
foi constituida de 30 explantes. Avaliou-se o intumescimento dos explantes e a indugdo de calos, durante os 30 dias
subsequentes. As trés combinagdes mais eficientes na inducéo de calos foram: 5 uM 2iP + 10 uM AIB; 10 uM 2iP + 10
uM AIB; e 20 uM 2iP + 10 uM AIB.
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HORMONAL BALANCE OF 2,4-D, 2iP AND AIB FOR CALOGENESIS
IN CONILON COFFEE (Coffea canephora PIERRE)

ABSTRACT: Due to relevance of Coffea canephora Pierre to Rondo6nia state and the need of breeding for resistance
to diseases, the objective of this study was the callus induction on leaf explants of Conilon cultivar to establish fast and
efficient protocol of cloning interesting genotypes. The experiments had been carried through in the Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais of Embrapa Rondénia. After decontamination leaves were cut in laminar flow chamber in
pieces of 1 cm? and inoculated in MS medium with combinations of 2,4-D (0, 10, 20 e 40 uM), 2iP (0, 5, 10 e 20 uM)
and AIB (10 uM). Cultures were kept in BOD chamber at dark and 24+2°C. Experimental unit was constituted of 30
explants. Thickness of explants and callus induction were evaluated during 30 days. Three combinations were most
efficient to callus induction: 5 uM 2iP + 10 uM AIB; 10 uM 2iP + 10 uM AIB; and 20 pM 2iP + 10 uM AIB.
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INTRODUCAO

Técnicas de cultura de células e tecidos vegetais foram inicialmente estudadas e estabelecidas para o cafeeiro a
partir do trabalho pioneiro de Staritsky (1970). O autor obteve rapida indugdo de calos em Coffea arabica L. e ainda
descreveu a indugdo de embrides somaticos e plantulas oriundas de ramos ortotropicos de Coffea canephora Pierre. A
partir de entdo, varios trabalhos foram iniciados para a aplicacdo desses métodos no melhoramento do cafeeiro e, mais
especificamente, para acelerar a multiplicacdo vegetativa desta cultura. Algumas técnicas de multiplicacéo in vitro de
plantas de café sdo a microestaquia, a cultura de embrides, a organogénese, a calogénese e a embriogénese somatica
(Santana-Buzzy et al., 2007).

Em Ronddnia, vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de selecionar e desenvolver genétipos de
C. canephora resistentes a doengas, 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 bi6ticos da cultura na
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 objetivo deste trabalho foi a inducdo de calos em explantes foliares de C. canephora, var. Conilon, clone
194, a partir da manipulacdo de concentracGes de reguladores de crescimento no meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Rondénia.
Foram utilizadas folhas provenientes de plantas C. canephora Pierre, cv. 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 vegetacdo. Foram coletadas folhas do segundo par dos ramos plagiotropicos, as quais foram
cuidadosamente lavadas em agua bidestilada estéril com auxilio de esponja e detergente. Em seguida, em camara de
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fluxo laminar, as mesmas foram imersas em etanol a 70% (v/v) por 1 minuto e em solugdo de hipoclorito de sodio a
1,25% (v/v) por 30 minutos, seguidas por trés lavagens em agua bidestilada estéril. As folhas foram segmentadas em
pedacos de aproximadamente 1 cm?, os quais foram inoculados com a face adaxial em contato com meio. O material
inoculado foi mantido em camara tipo BOD, no escuro e com temperatura de 24+2°C.

O meio de cultura utilizado foi 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. Os tratamentos utilizados para inducdo de calos foram as 16
combinagdes de reguladores de crescimento adicionados ao meio, as quais estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes dos reguladores de crescimento acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 2-isopenteniladenina
(2iP) e &cido indolbutirico (AIB) utilizados nos tratamentos de inducéo de calos em explantes foliares de C. canephora.

ConcentracOes dos reguladores de crescimento (ULM)
Tratamentos 2,4-D 2iP AlB Tratamentos 2,4-D 2iP AlB
1 0 0 10 9 0 10 10
2 10 0 10 10 10 10 10
3 20 0 10 11 20 10 10
4 40 0 10 12 40 10 10
5 0 5 10 13 0 20 10
6 10 5 10 14 10 20 10
7 20 5 10 15 20 20 10
8 40 5 10 16 40 20 10

Cada unidade experimental foi constituida de 30 explantes. O intumescimento dos explantes e a indugdo de
calos foram avaliados durante os 30 dias subsequentes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode-se observar na Figura 1, aos 10 dias de cultivo ap6s a inoculagdo, a maior parte dos
tratamentos induziu mudancgas nos explantes foliares, indicando desta forma o inicio do processo de indugdo de calos.
Os tratamentos 6, 8 e 9 apresentaram taxa de inducédo de calos de 3,3%. Os tratamentos 7, 10 e 14 apresentaram taxa de
inducdo de calos de 6,7%. Os tratamentos 11, 13, 15 e 16 apresentaram taxa de inducéo de calos de 10%. Com exce¢do
do controle (tratamento 1) todos os demais tratamentos apresentaram explantes intumescidos.
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Figura 1 - Efeito dos tratamentos no intumescimento dos explantes e na inducdo de calos em explantes foliares
de C. canephora, aos 10 dias de cultivo.
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Aos 20 dias de cultivo, observando a Figura 2, pode-se verificar que a formacdo de calos aumentou
significativamente na maioria dos tratamentos. E possivel observar também que os tratamentos 5, 9 e 13 apresentaram
taxa de inducdo de calos de 66,7%, 73,3% e 63,3%, respectivamente.
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Figura 2 - Efeito dos tratamentos no intumescimento dos explantes e na inducdo de calos em explantes foliares de
C. canephora, aos 20 dias de cultivo.

Santos (2002) relatou a presenca de explantes sem reacdo ou com a formacdo de calos cicatriciais nos meios
contendo apenas citocinina aos 30 dias de cultivo em Catimor (Coffea arabica L 'Caturra’ x Hibrido de Timor) UFV
395-141. As freqliéncias de 75% de explantes com calos nodulares e 25% com calos brancos ndo-embriogénicos (calos
mistos) foram obtidas nos meios de inducdo contendo citocinina e auxina.

Barbosa (2003), ap6s 28 dias de cultivo, verificou que houve a formagéo de calos cicatriciais na maioria dos
explantes quando cultivados em meios apenas com BAP. Nos explantes do gendtipo Catimor (Coffea arabica L
‘Caturra’ x Hibrido de Timor) UFV 395-141 houve maior desenvolvimento dos calos, sendo nesta mesma época foi
observada a formagdo de calos nodulares e de calos mistos, em aproximadamente 50% dos explantes para cada tipo de
calo.

Na Figura 3 pode-se verificar que, aos 30 dias de cultivo, a formagdo de calos aumentou significativamente na
maioria dos tratamentos. E possivel observar que os tratamentos 5 (5 uM 2iP + 10 uM AIB), 9 (10 uM 2iP + 10 uM
AIB) e 13 (20 uM 2iP + 10 uM AIB) apresentaram taxa de indugédo de calos de 93,3%, 76,7% e 90%, respectivamente.
E importante observar que nenhum destes tratamentos contém 2,4-D.

Estes dados discordam de Crocomo et al. (1979), os quais concluiram que a combinagdo da auxina 2,4-D com
uma citocinina é essencial a proliferacdo de calos de explantes foliares e de entrends. Os dados também discordam de
Aralijo et al. (2003) que verificaram uma interagéo significativa entre 2,4-D (2 mg.L™) e cinetina (2 mg.L™) na inducéo
de calos de C. arabica Acaid Cerrado. Os resultados diferem também dos obtidos por Cordeiro (1999), que obteve
melhores resultados utilizando benzilaminopurina (BAP) na inducdo de calos em explantes foliares de Coffea arabica
L. O 2,4-D é uma auxina reconhecida pelo seu efeito de inducgdo de calos na maioria das plantas (Caldas et al, 1998).
Alguns trabalhos relatam a alta eficiéncia do 2,4-D na indugdo de calos quando comparado com calos induzidos apenas
com citocininas (Nakamura et al., 1992). Porém alguns autores tém relatado a eficiéncia de algumas citocininas, como o
2ip, na inducéo de calos. Santos (2002), trabalhando com explantes foliares de clones de C. arabica, obtiveram inducéo
de calos mais eficiente quando adicionaram 2ip ao meio, no lugar de BAP, para formac&o de calos friaveis. Santos et al.
(2001) obtiveram inducéo de calos em C. arabica Catuai Vermelho somente em resposta ao 2,4-D (1,5 uM) combinado
com BAP (7,5 uM) e 2iP (25,0 uM) combinado com AIB (5,0 uM).

Comparando-se o efeito dos reguladores de crescimento adicionados isoladamente no meio de cultura,
observou-se que o 2,4-D apresentou uma diminuigdo da producdo de calos no explante foliar, em relagdo ao 2ip. O
efeito negativo do 2,4-D na producgdo de calos discorda dos relatos feitos por Aradjo & Pasqual (2007), que verificaram
gue combinacdes de cinetina e AIB atuam favoravelmente na inducéo de calogénese em anteras de C. arabica L. Palu et
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al.(2004), em experimentos de indugdo de calos em anteras de C. arabica L. Rubi e Acaia Cerrado, verificaram que as
maiores porcentagens de inducdo de calos ocorreram com 2 mg.L™* de AIB, na auséncia de 2,4-D, com 0,86 mg.L™ de
2,4-D combinado com a concentracdo de 1 mg.L™ de AIB e com 2 mg.L™ de 2,4-D, na auséncia de AlB.

Sondahl (1978), estudando os efeitos das auxinas na proliferacdo de calos de explantes foliares de C. arabica
cv. Bourbon observou que o 2,4-D foi a auxina mais efetiva na promoc¢do da proliferacdo celular; em relacdo as
concentracdes de 2,4-D utilizadas (0,5 e 1,0 mg.L™), a inducéo de calos apresentou um acréscimo de 25% quando foi
utilizada a concentracdo de 0,5 mg.L™* em comparacio com a de 1,0 mg.L™.
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Figura 3 - Efeito dos tratamentos na inducdo e aparecimento de calos aos 30 dias de cultivo.

Estudando a inducéo e crescimento de calo de C. canephora cv Apoatd, Santos et al. (2008) determinaram que,
para a inducédo de calos em segmentos foliares e nodais, a presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura é
essencial, sendo que o 2,4-D foi mais eficiente que o AIB na formacéo de calos.

Segundo Almeida et al (2000), a inducdo de calos e o seu posterior desenvolvimento também podem estar
associados as condi¢des fisiologicas e ao estado fenoldgico dos explantes. Os autores chegaram a esta conclusao quando
observaram que as taxas de inducdo de calos eram diferentes ao longo do ano e haviam diferentes respostas na inducéo
de calos entre os oito gendtipos de C. arabica estudados.

CONCLUSAO

Condicdes adequadas para a rapida indugdo de calos em explantes foliares Coffea canephora v. Conilon podem
ser obtidas com a utilizacdo das combinagdes de reguladores de crescimento no meio de cultivo: 5 uM 2iP + 10 uM
AIB; 10 uM 2iP + 10 uM AIB; e 20 pM 2iP + 10 uM AIB.
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