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RESUMO: As técnicas de cultivo in vitro, apresentam um coeficiente de multiplicacdo muito mais alto do
gue as técnicas convencionais, independente dos fatores de estacdo e clima, pois podem ser utilizadas
durante todo o0 ano, permitindo ainda um crescimento continuo, quebra da dorméncia e possibilitando
brotacdo em cascata. Por outro lado, existe toda uma gama de explantes (folhas, pedinculos florais) que
podem ser utilizados em condicBes in vitro, contribuindo para aumentar o coeficiente de multiplicagéo.
Objetivou-se verificar o efeito de AlIB, 2,4-D e ANA, associadas com BAP e 2iP na indugéo de calos em folhas
de cafeeiro. Utilizaram-se como explantes, folhas de Coffea arabica L. cv. Acaid Cerrado, oriundas de plantulas
cultivadas in vitro, durante seis meses. O meio nutritivo utilizado foi MS, fixando-se BAP (1,1 mg.L ™) em um
experimento e 2iP (1,0 mg.L™) em outro. Os tratamentos foram constituidos de AIB (0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 mg.L™?),
24-D (00; 1,1; 55 € 11,0 mg.L™ e ANA (0,00; 0,001; 0,01 e 0,02 mg.L™). O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 4 repeticbes e 4 folhas por parcela. O uso da combinagdo AIB x BAP e 24-D x 2iP
proporcionaram os melhores resultados na indugéo e tamanho de calos.
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ABSTRACT: In vitro culture techniques presents a higher multiplication coefficient than conventional
techniques, independent of related to season and climate factors, since may be used throughout the year,
permitting yet a continuous growth with a large number of sprouts and break dormancy. On the other hand,
there is al kinds of explants (leaves, floral peduncle) which are used on in vitro conditions, helping out to
increase the multiplication coefficient. The objective of this work was to verify the effect of IBA, 2,4-D and
NAA, associated to BAP and 2iP on Coffea arabica L. leaves calus induction. It was used as explants,
leaves of Coffea arabica L. cv. Acaid Cerrado, originated from seedlings during six months in vitro
cultivated. The nutritive medium used was MS, fixing the BAP (1.1 mg.L™) in one experiment and 2iP in
other. The treatments performed were IBA (0.0; 0.1; 0.5 and 1.0 mg.L™), 2,4-D (0.0; 1.1; 5.5 and 11.0 mg.
L™ and NAA (0.00; 0.001; 0.01 and 0.02 mg.L™). It was used a completely randomized design with 4
replications and 4 leaves per plot. The use of combinations IBA x BAP and 2,4-D x 2iP presented the best
results on callus induction and development.
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INTRODUCAO

A multiplicagdo assexua pelos métodos tradicionais deve se restringir & utilizacdo de fragmentos de ramos
ortotrépicos, onde o nimero é sempre limitado para um clone recentemente selecionado (Dublin, 1984). As
dificuldades de multiplicacdo podem ser minimizadas através da propagagdo vegetativa in vitro. A técnica
apresenta grande potencia para multiplicacéo rapida e selecdo de materia precoce. A técnica de cultura de
tecidos vegetais in vitro possibilita a propagacéo em larga escala e em curto espaco de tempo, sendo
importante para as culturas de ciclo longo. Esta técnica é vantgjosa quando aplicada em variedades
melhoradas que possuam pouco material e necessitam ser propagadas rapida e massivamente, com a
finalidade de producdo de mudas (Andrade, 1998).

Os primeiros trabalhos conhecidos de embriogénese somética no género Coffea foram obtidos por Starisky
(1970), que obteve rapida proliferacdo de calos nas espécies C. arabica e embrides e plantulas com explantes
de Coffea canephora. Desde entdo se tem desenvolvido pesquisas sobre a embriogénese somética no género
Coffea em diversos paises (Hermann e Hass, 1975; Sondahl, 1978; Lanaud, 1981; Pierson et al., 1983;
Sreenath et ., 1995; Boxtel e Berthouly, 1996; Berthouly e Michaux-Ferriere, 1996).

A implementacdo de técnicas de embriogénese somética ocorre a partir de explantes de origem
diversa como: fragmentos de ramos ortotropicos, ramos plagiotrépicos, folhas e tegumento de
ovulos. Destacando-se as folhas para a embriogénese somaética no cafeeiro, principalmente por
serem abundantes e de facil desinfecgdo (Dublin, 1991).
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O surgimento dos primeiros embrides, a taxa de embriogénese (porcentagem de explantes que produzem
embriGes) e o nimero de embrides produzidos por explante depende de vérios fatores, entre eles, as
combinacdes de auxina/citocinina utilizadas na etapa de inducdo, da duracdo desta etapa, da origem do
explante e do estado fisiol égico da planta que se retirou os explantes (Dublin, 1991).

Sharp et a. (1973), usando diferentes tipos de explantes de C. arabica cv. Mundo Novo e Bourbon Amarelo,
em um meio semelhante ao de Staritsky (1970), acrescido de leite de coco a 5%, observaram um
desenvolvimento de calos precoce para atas concentracdes de auxina (4 ou 8 mg.L™ de 2,4-D). Por outro
lado, Carvalho et a. (1974), observaram que aumentando a concentracso de sacarose para 40 g.L ™ e caseina
2g.L™ com 0,1 mg.L™" de cinetina e 2,4-D encontraram calos no 13° dia, quando incubados no escuro a 24°
C. Herman e Hass (1975) também utilizando o mesmo meio e 0,1 mg.L™ de cinetinae 0,1 mg.L ™ de 2,4-D
observaram baixo crescimento de calos.

Yasuda et al. (1995) estabel eceram embriogénese somatica em Coffea arabica e canephora, de explantes de
folha de arvores maduras usando citocinina como Unico horménio. As espécies arabica e canephora reagem
de diferentes maneiras. Em canephora, embrifes somaticos formam-se nas bordas cortadas do explantes de
folhas jovens em um meio contendo citocinina. Como canephora é autoincompativel, este procedimento é
muito valioso para sua propagacdo. Em arabica, calos embriogénicos foram induzidos depois de cultivados
por longo tempo por citocinina e seus embrifes sométicos formaram cal os embriogénicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras—MG.

Os explantes utilizados foram folhas de Coffea arabica L. cv. Acaid Cerrado, oriundas de plantulas cultivadas in
vitro, a partir do cultivo de embrides zigdticos, que ja se encontravam estabelecidas in vitro, durante seis meses.
O meio nutritivo utilizado foi os sais de Murashige e Skoog (1962), acrescidos de tiamina (10 mg.L™), &cido
nicotinico (1,0 mg.L™), piridoxina (1,0 mg.L™), sendo o pH ajustado para 5,6. Para a solidificagio do meio
foi utilizado Phytagel (2 g.L™). Em um experimento utilizou-se o BAP (1,1 mg.L™) e em outro 2iP (1,0
mg.L™) e os tratamentos foram constituidos de testemunha sem auxina e AIB (0,1; 0,5 e 1,0 mg.L ™), 2,4-D
(1,1;55e11,0 mg.L™") e ANA (0,001; 0,01 e 0,02 mg.L™), com 4 repeticdes e quatro folhas por frasco, num
delineamento inteiramente casualizado (DIC). As avaiacOes dos experimentos ocorreram aos 60 dias,
através das seguintes variaveis. nimero de folhas com calos e tipo de calos (notas de 1-5, em funcdo do
tamanho dos calos). Os dados originais foram analisados estatisticamente e as médias comparadas segundo
teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos sessenta dias de inducdo a calogénese em explantes foliares, observou-se que os tratamentos que
continham AIB combinado com BAP (1,1 mg.L™), apresentaram maior nimero de folhas com presenca de calos
e maior tamanho, quando comparados aos demais tratamentos (Figuras 1 e 2), discordando de Crocomo et d.
(1979), os quais concluiram que a auxina 2,4-D combinada com uma citocinina sdo essenciais a proliferagéo de
caos de explantes foliares e de entrends. A associacdo auxinalcitocinina em meio de cultura para a inducéo de
caos, gpresentam resultados diferentes aos de Cordeiro (1999) que obteve melhores resultados utilizando
explantes foliares de Coffea arabica L. induzidos primeiramente com apenas BAP. Os tratamentos com 2,4-D
associado a 2iP apresentaram maior nimero de folhas com calos e caos de maior tamanho, gquando
comparados aos demais tratamentos (Figuras 3 e 4), de maneira semelhante aos resultados obtidos por
Crocomo et al. (1979).
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Figura 1: Nimero médio de folhas com calos, por parcela, de Figura 2: Tipos de calos em folhas de Coffea arabica cultivadas in
folhas cultivadas in vitro em meio MScom 1,1 mg.L™* de BAP e vitro em meio MS com 1,1 mg.L™ de BAP e diferentes

diferentes concentragdes de auxinas em mg.L™ (T1 = Testemunha;  concentragdes de auxinas em mg.L™ (T1 = Testemunha; T2=0,1
T2=0,1AIB; T3=05AIB; T4=10AIB; T5=1124-D; T6= AIB; T3=05AIB; T4=10AIB; T5=1,12,4-D; T6=5,52,4-D;
552,4-D; T7=11,02,4-D; T8 =0,001 ANA; T9=0,01 ANA; T7=11,02,4-D; T8 =0,001 ANA; T9=0,01 ANA; T10=0,02
T10=0,02 ANA). ANA).
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Figura 3: Nimero médio de folhas com calos, por parcela, de Figura 4: Tipos de calos em folhas de Coffea arabica cultivadas in
folhas cultivadas in vitro em meio MS com 1,0 mg.L " de 2iP e vitro em meio MS com 1,0 mg.L " de 2iP e diferentes

diferentes concentragdes de auxinas em mg.L™ (T1 = Testemunha;  concentracdes de auxinas em mg.L™ (T1 = Testemunha; T2=0,1
T2=0,1AIB; T3=05AIB; T4=10AIB; T5=1,124-D; T6= AIB; T3=05AIB; T4=1,0AIB; T5=1,12,4-D; T6=5,52,4-D;
552,4-D; T7=11,02,4-D; T8 =0,001 ANA; T9=0,01 ANA; T7=11,02,4-D; T8 =0,001 ANA; T9=0,01 ANA; T10=0,02
T10=0,02 ANA). ANA).

CONCLUSAO
O uso da combinacdo AIB x BAP e 2,4-D x 2iP proporcionaram os melhores resultados na indugdo e
tamanho de calos.
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