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Resumo

Segmentos foliares de clones de Coffea canephora, 199, 61, 184, 193, 100, 194, 120 e 59, pertencentes
ao programa de melhoramento da Embrapa Rondonia, foram avaliados quanto a calogénese, visando a
obtencdo de embrides somdticos. Os explantes foram inoculados em meio de indugdo de calos MS/2,
tiamina (10 mg.L™"), piridoxina (1 mg.L"), dcido nicotinico (1 mgL™), glicina (1 mg.L™") e mio-
inositol (100 mg.L'l), caseina (100 mg.L'l), extrato de malte (400 mg.L'l), 2,4-D (2,21 mg.L'l), 2,i-P
(1 mg.L'l), AIB (1 mg.L'l), acrescido de 2,0% de sacarose, solidificado com 0,8% de agar. Os cultivos
foram mantidos no escuro, a 28°C. Durante os 120 dias subseqiientes, avaliou-se a presenca de calos e
de setores embriogénicos. Verificou-se que os clones 199, 184, 193, 100, 194 ¢ 59 foram os mais
responsivos quanto a formagdo de calos, observando-se diferenca entre os gendtipos empregados.
Apenas nos clones 194, 193 e 199 foi identificada a presenga de setores embriogénicos, em 25,0, 13,3
e 4,9% dos explantes, respectivamente.

Introducao

A espécie Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cobre 90% da area plantada com café em
Rondoénia, sendo que a variedade Conillon € a mais comum. As baixas produtividades, associadas a
qualidade inferior do café produzido, reduzem a competitividade da cultura na regido. O baixo nivel
tecnoldgico empregado pelos produtores e a auséncia de gendtipos adaptados as condigdes climaticas
da regido constituem a principal causa dos problemas de rendimento e qualidade da produgdo
observados nos cultivos amazonicos de café.

A utilizagdo 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
producdo e qualidade do café amazonico, sem causar alteragdes na rotina dos agricultores e sem onerar
a producdo. Além disso, ndo oferece riscos a saude de produtores e consumidores nem causam danos
ao meio ambiente.

A propagacdo vegetativa € indicada para multiplicacdo de cultivares de alta produtividade e
resistentes a enfermidades, garantindo uniformidade nos povoamentos € mantendo o ganho genético
obtido na sele¢do. No entanto, a multiplicagdo vegetativa pelos métodos convencionais deve limitar-se
a utilizag@o de fragmentos de ramos ortotrépicos, sempre em nimero limitado (DUBLIN, 1984). As
técnicas de cultura de tecidos tém possibilitado, além da obtenc¢do de grande nimero de plantas, a
diminui¢do do tempo necessdrio para obtencdo de novas progénies e a garantia da uniformidade
genética do material.

A cultura de calos proporciona a propagacdo em larga escala de diversas espécies vegetais,
sendo que os trabalhos em cafeeiro foram publicados por Staritsky (1970), que obteve €xito na
inducdo de calos a partir de folhas. A calogénese constitui-se numa etapa bdsica para o
desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou embriogénese
somadtica. A embriogénese somdtica em Coffea é um importante método de multiplicacdo de plantas
elite in vitro, em larga escala, apresentando um grande potencial a ser explorado, e capaz de
maximizar a propaga¢do do cafeeiro, tanto de cultivares j4 recomendadas para plantio como de
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hibridos vindos de programas de melhoramento genético. Apresenta-se também como uma técnica
auxiliar aos trabalhos de transformagdo genética de plantas.

Na cultura de tecidos, as citocininas t€m sido apontadas como causadoras do inicio de
brotacdes em muitos explantes, pois a maioria deles, in vitro ndo sintetiza citocinina suficiente para
permitir um crescimento continuo. As citocininas e auxinas sdo os reguladores de crescimento mais
utilizados na cultura de tecidos (CALDAS et al., 1990). O tipo e a concentracio influenciam na
multiplicacdo in vitro, onde normalmente a melhor faixa fica entre 0,5 e 5,0mg.L-1 para ambos
fitorreguladores. Segundo Litz e Jarret (1991), frequentemente se induz a formagdo de calos em
explantes cultivados em meio contendo auxina, ou com uma alta relag@o citocinina/auxina.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de segmentos foliares
de clones de C. canephora a calogénese, visando suporte para futuros trabalhos com embriogénese
somdtica.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Rondo6nia, em Porto Velho-RO. O material foi coletado de mudas estabelecidas em viveiro telado,
localizado no campo experimental da Embrapa Rond6nia. Foram coletadas folhas jovens do segundo
par dos ramos plagiotrépicos de café Conilon dos clones 199, 61, 184, 193, 100, 194, 120 ¢ 59,
selecionados no Estado e incorporados ao programa de melhoramento genético de café nos anos 1998,
1999, 2000 e 2001. As mesmas passaram por uma pré-limpeza, sendo lavadas com dgua bidestilada e
uma esponja com algumas gotas de detergente comercial. As folhas foram segmentadas em quadrados
de aproximadamente 4 x 4 cm® e colocadas em 4lcool 70% (v/v) por 1 minuto. Em cAmara de fluxo
laminar, os segmentos foram retirados do dlcool e esterilizados com concentragdes de 50% de
alvejante comercial (hipoclorito de sédio a 2,5%), durante 30 minutos, sendo, em seguida, lavados 3
vezes com dgua bidestilada estéril e segmentados em quadrados de aproximadamente 1 x 1 cm”. Os
explantes foram inoculados em placas de Petri descartdveis contendo meio de indugdo de calos, de
acordo com protocolo descrito por Boxtel e Bertouly (1996), composto por meio MS/2 (Murashige e
Skoog, 1962), tiamina (10 mg/L), piridoxina (1 mg/L), dcido nicotinico (1 mg/L), glicina (1 mg/L) e
mio-inositol (100 mg/L), caseina (100 mg/L), extrato de malte (400 mg/L), 2,4-D (20 uM), 2,i-P (1
mg/L), AIB (1mg/L), acrescido de 2,0% de sacarose, solidificado com 0,8% de 4gar e pH ajustado
para 5,7. Os cultivos foram mantidos em camara do tipo BOD, no escuro, sob temperatura de 28°C,
durante 30 dias, sendo avaliada ao final desse periodo a presenca de calos. Em seguida, os cultivos
foram transferidos para o meio secunddrio, constituido do mesmo meio mas com a concentracido de
2,4-D reduzida pela metade (10 uM). Os explantes foram mantidos neste meio por um periodo de
cinco meses, sem repicagem, e ao final desse periodo foi avaliada a presenga de setores embriogénicos
nos explantes. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, sendo
empregadas 20 repetigoes.

Resultados e Discussao

Verificamos que os clones 199, 184, 193, 100, 194 e 59 foram mais responsivos ao protocolo
empregado, ndo havendo diferenca significativa entre os mesmos (Fig.1). Houve diferenca
significativa entre esses e os clones 61 e 120, sendo que este dltimo apresentou o menor indice de
calosidade. 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 relacdo a cultivares e espécies, seja trabalhando com segmentos nodais (KRIKORIAN,
1991), embriogénese somadtica indireta (BERTHOULY; MICHAUX- FERRIERE, 1996; CALDAS et
al., 1998; CORDEIRO, 1999; MACIEL, 2001) ou desenvolvimento de embrides (Santos, 2001).
Diferentes genétipos podem ter diferentes condi¢cdes Otimas de crescimento, pré-tratamento,
composicio de meio de cultura e condi¢des fisicas de cultura (MAGALHAES JUNIOR et al., 1995).
Apenas nos clones 194, 193 e 199 foi identificada a presenga de setores embriogénicos, em 25,0, 13,3
e 4,9% dos explantes, respectivamente (Tab.1). .
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Figura 1. Porcentagens de inducdo de calos em clones de Coffea canephora.

Tabela 1. Nuimero de explantes, explantes com calos, explantes com setores embriogénicos e
porcentagem de explantes com setores embriogénicos.

Clone N° de explantes N° de explantes N° de explantes % de explantes
com calos com setores com setores
embriogé€nicos embriogé€nicos
194 44 44 11 25,0
193 30 30 4 13,3
199 61 61 3 4,9
Conclusao

Os clones 199, 184, 193, 100, 194 e 59 foram responsivos ao protocolo empregado, observando-se
diferenca entre os gendtipos empregados, sendo que nos clones 194, 193 e 199 houve formacdo de
setores embriogénicos a partir dos calos.
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