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RESUMO – Conduziu-se este trabalho com o objetivo 
de estudar o efeito de 2,4-D e BAP na indução da for-
mação de calos originados de segmentos foliares de 
plântulas de Coffea arabica L., cv Rubi, obtidas in vi-
tro, a partir da cultura de embriões, determinar sua 
curva de crescimento e analisar bioquimicamente, me-
diante determinação dos teores de proteínas totais, açú-
cares redutores e padrão proteíco. Segmentos foliares 
inoculados em meio desprovido de reguladores ou na 
presença de BAP em condições isoladas não apresenta-
ram formação de calos. A produção máxima de calos é 

obtida utilizando-se 1,0 mg L-1 de 2,4-D. A curva de 
crescimento de calos apresenta crescimento tipo sig-
móide, com três fases distintas: lag (entre 0 - 42 dias de 
inoculação), exponencial (42 – 77 dias) e linear (77 – 
84 dias). Não foi observado acúmulo de proteínas em 
nenhuma fase de crescimento dos calos, sendo o teor 
máximo de açúcar redutor observado no dia de inocula-
ção do explante. O padrão proteíco observado no perío-
do de desenvolvimento de calos apresenta diferenças 
quantitativas (intensidade das bandas) e qualitativas 
(presença ou ausência de bandas). 

TERMOS PARA INDEXAÇÃO: Coffea arabica, indução de calos, padrão protéico. 

 
INDUCTION AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF CALLUS FROM 

LEAF SEGMENTS OF Coffea arabica L., CULTIVAR RUBI 
 

ABSTRACT – The objective of this work was to study 
the effect of 2,4-D and BAP in the induction of callus 
formation from leaf segments of Coffea arabica L. cv 
Rubi plantlets obtained through in vitro germination as 
well as to determine its growth curve, protein pattern 
and levels of total proteins and reducing sugars. The 
results indicated that explants inoculated in the absence 
of growth regulators or in the presence of BAP only 
showed no callus formation. Maximum callus 

production is obtained when 1.0 mg L-1 2,4-D is used. 
The callus growth curve showed a sigmoidal shape with 
3 distinct phases: lag (0-42 d), exponential (42-77 d) 
and linear (77-84 d). It was not observed accumulation 
of proteins in any of the phases of callus growth and 
maximum levels of reducing sugars were observed in 
explants at the inoculation day. The callus protein 
pattern presented quantitative (intensity of bands) and 
qualitative (presence or absence of bands) differences.  

INDEX TERMS: Coffea arabica, callus induction, protein pattern.  

 
INTRODUÇÃO 

A cafeicultura é uma atividade de grande ex-
pressão no cenário agroindustrial brasileiro e desta-
ca  o  Brasil  como  o  maior  produtor  e  maior  ex-
portador de café do mundo. Minas Gerais é respon-
sável por 50% da produção nacional, sendo o sul de 

Minas  considerado  a  região  mais  produtora  do 
estado.  

Embora a forma mais utilizada de propagação do 
cafeeiro seja por meio de mudas obtidas de sementes, a 
perda do poder germinativo é considerada um dos princi-
pais problemas à sua propagação, por dificultar o armaze-
namento e preservação de estoques genéticos superiores.  
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Atualmente, técnicas de cultura in vitro de teci-
dos vegetais têm sido utilizadas com sucesso na multi-
plicação de espécies que apresentam dificuldade de 
propagação sexuada. A cultura de calos tem permitido 
o estabelecimento in vitro, o que, conseqüentemente, 
proporciona a propagação em larga escala de diversas 
espécies. No entanto, ainda estão em fase inicial de ex-
ploração as possíveis mudanças no tecido vegetal capaz 
de induzir a formação de calos (Paiva Neto et al., 
1997).  

Com este trabalho objetivou-se estudar o efeito 
de 2,4-D e BAP na indução da formação de calos origi-
nados de segmentos foliares de plântulas de Coffea a-
rabica L. cv Rubi, determinar sua curva de crescimento 
e analisar os calos bioquimicamente, mediante teores de 
proteínas totais, açúcares redutores e padrão protéico. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Efeito de 2,4-D e BAP na indução de calogê-
nese 

Os explantes foram constituídos por segmentos 
foliares de aproximadamente 0,25 cm2, extraídos de 
plântulas obtidas pela germinação in vitro de embriões 
e inoculados em meio de cultura MS 50% (Murashige 
& Skoog, 1962) suplementado com 3% de sacarose, 
0,7% de agar, adicionando 2,4-D (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 
2,5 e 3,0 mg L-1) e BAP (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 
mg L-1) em todas as combinações possíveis. O meio de 
cultura foi ajustado para pH de 5,6 e autoclavado a 
121ºC por 20 minutos. Após a inoculação, os explantes 
foram mantidos no escuro, em sala de crescimento, a 
25±1ºC, por um período de 45 dias, quando foi avalia-
da a área dos explantes cobertas com calos. 

 
Obtenção da curva de crescimento de calos  

Os explantes foram inoculados em tubos de en-
saio contendo meio MS 50%, pH 5,6 suplementado 
com 3% de sacarose e 1,0 mg L-1 de 2,4-D, sendo man-
tidos após a inoculação em sala de crescimento, na au-
sência de luz, sob temperatura de 25±1 ºC. As avalia-
ções da formação de calogênese para fins de obtenção 
da curva de crescimento foram feitas a partir do dia da 
inoculação (tempo 0) até o 840 dia, com intervalos de 
coleta de sete dias. Em cada coleta, os calos foram cui-
dadosamente limpos com papel absorvente e pesados 
em balança de precisão.   

O delineamento estatístico utilizado foi o intei-
ramente casualizado contendo quatro repetições, cada 

uma composta por dois tubos de ensaio (um explan-
te/tubo). 

 
Análise bioquímica 

Utilizaram-se intervalos de 21 dias para as 
coletas de calos (300 mg), durante um período de 84 
dias de inoculação. Os calos foram imersos em ni-
trogênio líquido e armazenados em freezer à tempera-
tura de -80ºC. 

Para a obtenção do extrato enzimático bruto, pe-
saram-se 300 mg de calos, que foram macerados em 
almofariz com nitrogênio líquido, adicionando-se 300 
ml de tampão de extração (Borato 12,5 mM; pH 10; 
SDS 1%, β-mercaptoetanol 2%, PVPP (100 mg), 
PMSF 1,0 mM e DTT 2,0 mM). As amostras foram 
transferidas para microtubos eppendorf de 1,5 mL e 
centrifugadas a 16.000 g em microcentrífuga por 20 
min a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para outro 
microtubo, o qual foi armazenado a 4ºC.  

 
� Quantificação de proteínas totais e padrão 

protéico 

A quantificação de proteínas totais foi realizada 
pelo Método do Ácido Bicinconínico. Para determinar a 
concentração de proteína total, 2 µl do extrato protéico 
foram diluídos 500 vezes. Adicionaram-se 2 mL do re-
agente de determinação de proteína (Solução ácido bi-
cinconínico acrescido de sulfato de cobre, 1:50 v/v). A 
leitura foi realizada em espectrofotômetro, em compri-
mento de onda de 562 nm, sendo os valores expressos 
em µg proteína g-1 de calos, utilizando-se o BSA para a 
determinação da curva padrão.   

Para separação das proteínas em gel de poliacri-
lamida, adicionoram-se 30 µl de corante-tampão da 
amostra – DYE (0,2% de azul de bromofenol (p/v), tris-
HCl 25 mM, glicerol 50%) a 30 µl do extrato protéico. 
Essa solução foi aquecida durante 5 min. antes de ser 
aplicada ao gel de gradiente de poliacrilamida. Os géis 
foram preparados em sistema desnaturante descontínuo 
(Laemmli, 1970) consistindo de dois sistemas: o gel 
concentrador e o gel separador. O primeiro possuía 
TRIS, 1,5 M, pH 6,8, SDS 20% e acrilamida 30%, en-
quanto o segundo foi constituído de TRIS 0,5 M, pH 
8,8, SDS 20% e acrilamida 30%. A separação eletrofo-
rética foi realizada em cuba vertical Biorad em tampão 
de corrida (TRIS 0,5 M; pH 8,8; glicina 1,92 M; pH 8,3 
e SDS 0,1%) com voltagem de 100 V. Aplicaram-se 30 
µL de amostra por canaleta de gel para proteína total, 
num equivalente a 300 mg dos calos macerados. Os 
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géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (Co-
omassie Brilliant Blue R-250, 0,15% p/v, etanol 50%, 
ácido acético 10%) durante 10 horas, sob leve agitação 
e descorados em solução contendo etanol 5% e ácido 
acético 10%, para visualização das bandas. Nesses géis, 
foram utilizados marcadores de alto peso molecular, 
com as respectivas faixas de peso molecular de 29 a 
205 kD. 

 
� Quantificação de açúcares redutores 

Para a obtenção do teor de açúcares redutores, 
foi empregada a metodologia descrita por Miller 
(1959), utilizando-se ácido 3,5-dinitro-salicílico (DNS). 
Alíquotas de 500 µl do sobrenadante foram adicionadas 
em 1,0 ml de água destilada e 1,0 ml do reagente DNS. 
Essa mistura foi homogeneizada em agitador e coloca-
da em água fervente, por 5 min, sendo, posteriormente, 
resfriada à temperatura ambiente. Subseqüentemente 
foram realizadas as leituras, em espectrofotômetro, a 
540 nm, sendo a quantificação baseada em curva-
padrão para glicose. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Não foi observada calogênese em explantes ino-
culados na ausência de 2,4-D e BAP e nos tratamentos 
apenas com BAP. Indução de calos em resposta à com-
binação entre BAP e auxinas também são relatadas por 
Vietez & San-José (1996). Esses autores também não 
observaram formação de calos em explantes foliares de 
faia (Fagus sylvatica L.), quando BAP foi utilizado iso-
ladamente.  

O uso isolado da auxina 2,4-D, nas concentra-
ções de 0,5, 1,0 e 1,5 mg L-1, proporcionou, respecti-
vamente, 61%, 67% e 69% de produção de calos (Figu-
ra 1). Concentrações de 2,4-D superiores a 1,5 mg L-1 
inibiram a produção de calos. 

Esses resultados estão de acordo com Pasqual et 
al. (1998), os quais consideram essencial o uso de auxi-
nas em concentrações reduzidas para promover a for-
mação e crescimento de calos. 

A interação de 2,4-D e BAP não apresentou 
efeito significativo na produção de calos, indepen-
dente  das  concentrações  utilizadas.  Esses  resul-
tados discordam de Carvalho et al. (1974), que con-
sideram essencial a combinação entre 2,4-D e uma 
citocinina para a proliferação de calos de explantes 
foliares e nodais de cafeeiro. Resultado contrário 
também foi encontrado por Cunha & Ferreira 
(1996), os quais observaram a necessidade de inte-
ração entre auxina e citocinina para a eficiente in-
dução de calos em explantes de alcea rosa (Linum 
usitatissimum L). 

O padrão de crescimento de calos formados a 
partir de segmentos foliares de Coffea arabica cv Rubi 
está apresentado na Figura 2. 

Observou-se crescimento sigmoidal, com ten-
dência de ganho de matéria fresca em função do 
aumento do tempo de cultivo. No período analisado 
(84 dias de cultivo), foi observada a presença de três 
fases de crescimento distintas (lag, exponencial e li-
near), não sendo detectada a presença das fases de 
desaceleração e estacionária, devido à baixa veloci-
dade de crescimento dos calos dessa cultivar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1 – Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D, sobre a produção de calos, formados a partir de segmen-
tos foliares de Coffea arabica cv Rubi. 
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FIGURA 2 – Curva de crescimento de calos formados a partir de segmentos foliares de Coffea arabica cv Rubi i-
noculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L-1 de 2,4-D. 

 
A fase lag, na qual células do explante prepa-

ram-se para a divisão celular, acumulando biomassa, 
ocorreu até o 420 dia de inoculação, apresentado um 
percentual de crescimento de 66%. Vários estudos têm 
demonstrado que o período da fase lag varia de acordo 
com a espécie estudada. Landa et al. (2000) verificaram 
que para calos obtidos a partir de segmentos foliares de 
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb), a fase lag o-
corre até o 70 dia de cultivo. Mezzetti et al. (1991), no 
entanto, observaram a ocorrência dessa fase até o 300 
dia após a inoculação de segmentos foliares de kiwi 
(Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang e A. R. Fer-
guson).  

A fase de crescimento exponencial, período em 
que ocorre máxima divisão celular, ocorreu do 420 até o 
770 dia de cultivo, apresentando o maior percentual de 
crescimento de calos (87%). Deccetti (2000) observou 
ocorrência dessa fase entre o 160 e o 350 dia de cultivo 
em calos de segmentos foliares de Annona glabra L. 
Em calos de segmentos foliares de pequizeiro, essa fase 
foi observada entre o 70 e o 350 dia de cultivo (Landa et 
al., 2000).  

O período de crescimento linear, em que os calos 
diminuem a divisão celular e aumentam a área celular, 
foi observado entre o 770 e o 840 dia de cultivo, apre-
sentando apenas 6% de crescimento. Santos et al. 
(1997) observaram essa fase entre o 180 e o 260 dia de 
cultivo de explantes foliares de japecanga (Smilax jape-
canga Griseb).  

Os resultados obtidos com a curva de crescimen-
to de calos de explantes foliares de Coffea arabica cv 
Rubi indicam a ocorrência de crescimento lento, possi-
velmente devido a um ciclo celular também lento. Es-
tudos mais elaborados de citogenética devem ser feitos, 

a fim de fornecer informações sobre essa divisão lenta 
observada.  

Observa-se que os teores de proteínas totais (Fi-
gura 3) de calos originados a partir de segmentos folia-
res mantiveram-se constantes e em baixas concentra-
ções durante o período de cultivo (84 dias).  

Esses resultados contradizem Serra et al. (2000), 
os quais observaram um acúmulo nos teores de proteí-
nas em calos obtidos a partir de explantes foliares de 
castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), até 
o 300 dia de cultivo. Esse aumento inicial e posterior 
redução no teor de proteína também foram detectados 
por Sacchi et al. (1995) em calos de segmentos foliares 
de kiwi.µ 

 A análise de açúcares redutores indicou uma 
redução dos teores após a inoculação dos explantes até 
o 210 dia de cultivo (Figura 4). 

Redução nos teores de açúcares redutores após a 
inoculação também foi observada por Paiva Neto 
(1996) em segmentos foliares de moreira (Chlorophora 
tinctoria (L.) Gaudichand) cultivados em meio MS a-
crescido de 2,4-D. Os resultados desse estudo indica-
ram uma redução nos teores de açúcares redutores, no 
período que sucedeu a inoculação, seguido de um au-
mento até 12 dias após a inoculação, e posterior redu-
ção até o 300 dia de cultivo. Serra et al. (2000), estu-
dando calos originados de segmentos foliares de casta-
nha-do-Brasil, também verificaram redução nos teores 
de açúcares redutores, após a inoculação dos explantes. 

O padrão protéico observado no período de de-
senvolvimento de calos de segmentos foliares de Coffea 
arabica cv Rubi apresenta diferenças quantitativas (in-
tensidade das bandas) e qualitativas (presença ou au-
sência de bandas) (Figura 5). 
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FIGURA 3 – Teores de proteínas totais de calos de segmentos foliares de Coffea arabica cv Rubi inoculados em 
meio MS, suplementado com 1,0 mg L-1 de 2,4-D. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 4 – Teores de açúcares redutores de calos de segmentos foliares de Coffea arabica cv Rubi, inoculados 
em meio MS, suplementado com 1,0 mg L-1 de 2,4-D. 
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FIGURA 5 – Padrão protéico de calos de segmentos foliares de Coffea arabica cv Rubi inoculados em meio MS 
suplementado com 1,0 mg L-1 de 2,4-D. (M – marcador molecular). 
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Durante todo o período de crescimento dos ca-
los, foi observada a presença de polipeptídeos entre 29 
e 66 kD. A presença de polipeptídeos de 85 kD foi de-
tectada apenas no dia da inoculação.  

Polipeptídeos com peso molecular de 60 kD fo-
ram observadas durante toda a fase de crescimento dos 
calos; porém, até os 21 dias de cultivo, a intensidade foi 
baixa, período esse pertencente à fase lag do crescimen-
to de calos. Com 42 dias de cultivo, início da fase de 
crescimento exponencial, a banda de 60 kD apresentou 
um aumento na intensidade. Polipeptídeos de peso 
molecular de 45 kD também foram observados com 
grande intensidade durante todo o período de 
crescimento de calos.  

Embora tenha sido possível determinar o padrão 
protéico de calos de tecidos foliares de Coffea arabica 
cv Rubi, a função dos polipeptídeos observados é des-
conhecida. Além disso, não foram encontradas na lite-
ratura referências que relatem o padrão protéico de ca-
los de outras espécies.  

 
CONCLUSÕES 

O uso de concentrações de 2,4-D inferiores a 1,5 
mg L-1 induz à formação de calos  em segmentos folia-
res de Coffea arabica L. cv Rubi. 

A curva de crescimento de calos apresentou 
crescimento sigmoidal, com três fases distintas: lag, 
exponencial e linear.  

Foi determinado o padrão protéico dos calos du-
rante as fases de crescimento. 
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