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INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS EM Coffea: MEIOS DE CULTURA E

TEMPERATURA.
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A introdugdo de métodos biotecnologicos para auxiliar os programas de melhoramento genético
tem se mostrado bastante util, principalmente em culturas perenes, como ¢ o caso do cafeeiro. Um
importante método de propagagdo in vitro de plantas de Coffea arabica é a embriogénese somatica, que
pode ser direta ou indireta, apresentando grande potencial a ser explorado. Os fatores que mais
freqiientemente determinam o sucesso da propagacdo in vitro sdo a origem do explante e o meio
nutritivo onde sdo cultivados. Nas condi¢des de cultivo dos calos, a temperatura também pode
influenciar a resposta embriogénica e a regeneragdo de plantas. Diante dos fatos, este trabalho objetivou
validar uma metodologia de indugdo de calos embriogénicos de Coffea sp, por meio de diferentes
temperaturas e meios de cultura.

Folhas bem desenvolvidas correspondentes ao terceiro par do Hibrido 2.2 (Icatu 2942 x Catuai
5002) de Coffea, do Programa de Melhoramento Genético do Cafeeiro conduzido pela
UFLA/Epamig/UFV foram coletadas e conduzidas ao laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras, onde foi realizado o experimento. Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com dez repetigdes, cinco explantes por repetigdo e esquema fatorial 4 x 4,
constituido de quatro meios de cultura: Boxtel & Berthouly (Plant Cell Tissue and Organ Culture,
vol.44, p. 169-176. 1996), Chen et al. (In vitro cell. Dev. Biol. v.36. p. 420-423. September-October.
2000), Teixeira at al (Documentos. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2004),
Rezende (Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, UFLA 2005), e quatro temperaturas de
armazenamento (21°C, 23°C, 25°C e 27°C).

As folhas foram colocadas em placas e acondicionadas em BODs (estufas de crescimento
controladas), com temperatura controlada e na auséncia de luz. Os explantes foliares inoculados nos
meios Boxtel & Berthouly (1996) e Teixeira at al (2004) passaram por duas etapas, na primeira foram
inoculados em meio PM ou meio C, respectivamente, e apos o periodo de 30 dias, foram transferidos
para o meio SM ou meio E, no qual permaneceram ainda por 150 dias nas mesmas condig¢des relatadas.
A avaliagdo do experimento foi efetivada 180 dias apds a instalagdo, por meio da contagem de calos
embriogénicos formados. Os dados foram transformados em raiz quadrada da variavel + 0,5, dada a
heterogeneidade das variancias, sendo os dados submetidos a analise de variancia por meio do teste F.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o “software” estatistico SAS™ (SAS, 2001).

Houve efeito significativo da temperatura sobre a formagdo de calos embriogénicos e sobre a interagdo
entre os fatores a 1% de probabilidade. O desdobramento da interagdo temperatura x meios de cultura,
constatou que apenas os meios de cultura Boxtel & Berthouly (1996) e Chen et al. (2000) foram
significativos nos niveis de temperaturas estudados a 1% de probabilidade, pelo teste F. Analisando-se
as curvas de regressdo, observa-se na Figura 1, que houve maior porcentagem de formacdo de calos

embriogénicos, quando utilizado o meio de indug@o de calos Boxtel & Berthouly (1996) acondicionado



provocaram uma redu¢do na formacdo de calos embriogénicos. Esta mesma tendéncia de
comportamento € observada quando utilizado o meio nutritivo Chen et al. (2000), com formagao de 12%
de calos embriogénicos a temperatura de 23°C.

Um terceiro tipo de crescimento a partir do calo primario é o calo embriogénico de baixa
freqiiéncia. Neste tipo de calo, observa-se a formagdo de um tecido regenerativo, que evolui diretamente
para a formagdo de embriGes somaticos geralmente de baixa freqiiéncia. Este comportamento foi
observado nos tratamentos Rezende (2005) e Chen et al. (2000) acondicionados a temperatura de 23°C.
Apesar da freqiiéncia de embrides somaticos formados neste processo ter sido bastante baixa, houve um
desenvolvimento rapido dos embrides formados. Nestes tratamentos, aos 180 dias apds o
estabelecimento do experimento, muitos embrides ja haviam desenvolvido radicula e folhas
cotiledonares, apesar da heterogeneidade no desenvolvimento destes embrides. Vale ressaltar que estes
dois tratamentos ndo passaram pela mudanca de meios sucessivos de condicionamento e de indugdo,
metodologia sugerida por Sondhal & Sharp (Zeitschrift fuer pflanzen physiogie, v.81, 1977).
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« Boxtel & Berthouly (1996) y=-13.25082 +1.19228X -0.02505X? - R* = 70.39%
m Chen et al. (2000) y = 12.89782 -0.97231X+0.01931X* - R* = 92.48%
Teixeira et al (2004) e Rezende (2005) NS

Figura 1 Porcentagem de calos embriogénicos formados em explantes foliares do Hibrido 2.2

em diferentes meios de cultura e acondicionados sob diferentes temperaturas.



