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RESUMO: A cultura de calos tem mostrado grande potencial para multiplicacdo em larga escala de gendtipos
superiores e em curto espacgo de tempo. O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para induzir a
formacao de calos em Coffea canephora cv. Apoata através do uso de 2,4-D e AIB, em explantes foliares e nodais,
determinar sua curva de crescimento e analisa-los bioquimicamente, mediante determinagcédo dos teores de
proteinas totais, aglcares redutores e padrao protéico. Os explantes foram transferidos para meio MS 50 %
contendo 3 % de sacarose, 0,7 % de agar e suplementado com 2,4-D (0;0,5e1,0mgL")e AIB(0;0,5e1,0mgL"),
em todas as combinagdes possiveis. Para determinar a curva de crescimento, calos foram pesados até o 84° dia de
cultivo. A quantificagdo de proteinas totais pelo método do acido bicinconinico e a de agucares redutores, foi
determinada. As proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida em sistema desnaturante descontinuo. A
melhor calogénese foi obtida utilizando-se o 2,4-D em condigbes isoladas, na concentragéo de 0,5 mg L™, para
ambos os explantes. As curvas de crescimento de calos, obtidos a partir de explantes nodais e foliares,
apresentaram cinco fases. Em calos originados desses explantes, o teor maximo de proteina total ocorreu aos 63
dias de cultivo e o de agucar redutor, no dia da inoculagdo no meio de cultura. O padréo protéico pode ser utilizado
para diferenciar as fases de crescimento de calos.
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INDUCTION AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF CALLUS FROM LEAF AND NODAL SEGMENTS
OF Coffea canephora L. cv. APOATA

ABSTRACT: Callus culture has shown a great potential for large-scale multiplication of superior genotypes in a short
period of time. The objective of this work was to establish a methodology for inducing callus formation in leaf and
nodal segments of Coffea canephora cv. Apoaté through the use of 2,4-D and AIB. The evaluations consisted of the
determination of the growth curve of the calli and biochemical analyzes of total protein, reducing sugars and protein
pattern. The explants were transferred to 50 % MS medium containing 3 % sucrose, 0.7 % agar supplemented with
2,4-D (0;0.5;1.0mg L") and IBA(0; 0.5; 1.0 mg L"), in all possible combinations. To determine the growth curve, the
calliwere weighted up to the 84° day of culture. The quantification of total protein was done with the bincinconinic acid
method and the reducing sugars were also determined. Total protein content was separated by using sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Maximum callus production was obtained using 2,4-D alone at
the concentration of 0.5 mg L™, for both explants. The growth curve obtained for leaf and nodal calli presented five
phases. In calli originated from both explants the maximum level of total protein was observed at day 63 and the
maximum of reducing sugars at the day of inoculation in the culture medium. The protein pattern can be used to
distinguish the growth phases of the calli.
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INTRODUGCAO soluvel, atividade em expansdo no Brasil. Seu

surgimento, no Instituto Agronémico de Campinas

A cafeicultura é uma atividade de elevada
importdncia no cenario do agronegocio brasileiro,
sendo que a cultivar Apoata tem atraido a atengéo dos
produtores devido a sua utilizagao na industria de café

(IAC), ocorreu ap6s ciclos de selegcao em progénies de

Coffea canephora cv. Robusta, selecionadas para a

resisténcia a nematoides e a ferrugem (Fazuoli, 1986).
O modo usual para a formagdo de mudas de
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cafeeiro é através de sementes, colhidas de variedades
e linhagens selecionadas. Como em Coffea canephora
a fecundacdo é predominantemente cruzada, as
sementes nao reproduzem fielmente as qualidades das
plantas matrizes. Deste modo, as plantagbes
apresentam-se desuniformes quando observadas
caracteristicas vegetativas (porte, arquitetura, angulo
dos galhos, formato e tamanho das folhas), de
producdo (produtividade, tamanho, formato e
maturacéo dos frutos etc.) e de susceptibilidade as
doencas (Paulino etal., 1985).

As técnicas de cultura in vitro de tecidos vegetais
tém sido utilizadas com sucesso na multiplicagdo de
espécies que apresentam dificuldades na propagacgéao
sexuada, além de possibilitar a uniformidade genética
do material e permitir a obten¢cao de um grande nimero
de plantas em pouco tempo (Dublin, 1984). A cultura de
calos proporciona a propagagédo em larga escala de
diversas espécies vegetais. Os trabalhos pioneiros em
cultura de tecidos em cafeeiro foram publicados por
Staritsky (1970), que obteve éxito na inducao de calos a
partir de folhas de varias espécies. Apos esse periodo,
muitos trabalhos foram realizados com a adogéo de
métodos e espécies diversas (Sondahl, 1978; Mezzetti
et al., 1991; Landa et al., 2000; Serra et al., 2000). No
entanto, as possiveis mudangas no tecido vegetal
capazes de induzir a formacgao de calos ainda estdo em
fase inicial de exploragéo (Paiva Neto et al., 1997).

O calo é uma massa compacta de células
desorganizadas e parcialmente indiferenciadas que
variam quanto ao tipo, ao tamanho, ao conteudo celular
e a espessura da parede (Narayanaswamy, 1977). Os
principais fatores que influenciam sua formagéo sao o
tipo de explante, a composi¢cdo do meio nutritivo e as
condi¢cbes fisicas de incubacdo, como luz e
temperatura (Pinto e Lameira, 2001).

O indice de divisdo celular dos calos pode
elucidar as mudancas fisiolégicas das células e auxiliar
a otimizacdo dos protocolos de regeneragdo e
transformacédo genética. Segundo Fogliatto et al.
(2001), a eficiéncia da introducdo de genes é
aumentada durante a fase de divisao celular.

De acordo com Soares (2003), a importancia de
se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécie esta na identificacdo das fases
em que ocorrem processos fundamentais ao estudo
cinético do seu crescimento. Com isso, pode-se
estabelecer o momento exato da repicagem para um
novo meio.

As etapas que compdem o crescimento do calo
sdo: 1) fase lag: caracterizada pelo numero
estacionario de células, inicio da imobilizagdo de
metabdlitos, sem qualquer divisdo celular, sintese de
proteinas e sintese de metabdlitos especificos; 2) fase
exponencial: a divisdo celular € maxima, o numero de
células aumenta, formando agregados compostos por
mais de dez células; 3) fase linear: ocorre a redugao na

taxa de divisdo celular; 4) fase de desaceleragao
progressiva: a divisdo celular diminui e ocorre a
expanséao da célula e 5) fase estacionaria: ndo ocorre
divisdo celular, ndo ha sintese de biomassa ou aumento
do numero de células. As determinagdes quantitativas e
qualitativas de macro e micromoléculas que constituem
os tecidos vegetais podem auxiliar nos processos de
estabelecimento in vitro e consequentemente, propi-
ciarem a otimizagdo das condicbes de cultivo de
espécies com dificuldade de propagacao natural, bem
como permitirem a determinacado da melhor fase de
crescimento ou desenvolvimento celular, que propicie
uma maior produgdo de compostos celulares
especificos (Serra, 2000).

A aplicagéo da eletroforese na diferenciagdo de
proteinas em tecidos vegetais tem sido ampliada para
estudos de fisiologia e genética de plantas, por seruma
técnica relativamente simples, rapida e de alto valor
informativo (Alfenas etal., 1981).

O presente trabalho teve por objetivo induzir
calos em segmentos foliares e nodais de Coffea
canephora L. 'Apoatd’, determinar sua curva de
crescimento e analisar bioquimicamente, mediante
teores de proteinas totais, agucares redutores e padrao
protéico, as diferentes fases de desenvolvimento do
calo, visando facilitar seu estabelecimento in vitro e
posterior desenvolvimento em embrides ou formacao
de 6rgéos.

MATERIAL E METODOS

Efeito do AIB e do 2,4-D na calogénese

Os explantes, constituidos por segmentos
foliares e nodais, de aproximadamente 0,25 cm’, foram
retirados de plantulas originadas da germinagao in vitro
de embrides zigoéticos e inoculados em meio de cultura
MS 50 % (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com 3 % de sacarose, 0,7 % de agar e com diferentes
concentragdes de 2,4-D (0;0,5e1,0mgL")eAlB (0;0,5
e 1,0 mg L") em todas as combinagdes possiveis. O pH
foi ajustado para 5,6, apds a autoclavagem a 121 °C por
20 minutos. Apds a inoculagcdo, os explantes foram
mantidos no escuro, em sala de crescimento, a
25+1 °C por um periodo de 45 dias, quando foi avaliada
a area dos explantes coberta com calos. Foram
atribuidas notas de 0, 1, 2, 3 e 4 para os explantes que
apresentavam, respectivamente 0, 25, 50, 75 e 100 %
da area coberta com calos. O delineamento utilizado foi
o inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des, sendo
cada repeticdo composta por trés tubos. Para a analise
estatistica foi utilizado contraste de médias.

Curvade crescimento de calos

Para a obtencéo da curva de crescimento de
calos, segmentos foliares e nodais foram inoculados
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em meio MS 50 % suplementado com 3 % de sacarose
e0,5mgL"de 2,4-D, com pH ajustado para 5,6. Apos a
inoculagao, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento, na auséncia de luz, sob temperatura
controlada de 25 + 1°C. As avaliagbes do desenvol-
vimento dos calos foram feitas a partir do dia da
inoculacao (tempo 0) até o 84° dia de cultivo, com
intervalos de coleta de sete dias. Em cada coleta, os
calos foram cuidadosamente limpos com papel
absorvente e pesados em balanga de precisao.

O percentual de crescimento dos calos foi
determinado, segundo Lameira (1997), através da
equagao:

Pr - Pj
Pt
onde: Pi= peso inicial e Pf=peso final de calos
O delineamento estatistico utilizado foi o

inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, cada
uma composta por cinco tubos.

x100

% crescimento =

Analise bioquimica

Nas analises bioquimicas, foram utilizados
intervalos de 21 dias para as coletas de calos (300 mg),
durante um periodo de 84 dias de inoculacdo. Os calos
foram imersos em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer a temperatura de -80 °C, para, posteriormente,
procederem-se as analises bioquimicas.

O extrato enzimatico bruto foi obtido utilizando-
se 300 mg de calos, que foram macerados em almofariz
com nitrogénio liquido, adicionando-se 300 mL de
tampéo de extragao (12,5 mM Borato pH 10; 1 % SDS;
5 % -mercaptoetanol; 1 % PVPP; 1 Mm PMSF; 2 mM
DTT). As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por
20 minutos, sob refrigeragao (4° C). O sobrenadante foi
armazenado a4°C.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada
pelo Método do Acido Bicinconinico (Smith et al., 1985).
Para determinar a concentragao de proteinatotal, 2 Ldo
extrato protéico foram diluidos 500 vezes. Foram
adicionados 2 mL do reagente de determinagédo de
proteina (solugdo de acido bicinconinico acrescido de
sulfato de cobre 1:50 v/v). A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro, em comprimento de onda de
562 nm, sendo os valores expressos em g proteina g”
de embrido, utilizando-se o BSA (soroalbuminabovina)
para a determinagao da curva padrao.

Adeterminacgao do teor de agucares redutores foi
realizada pela metodologia descrita por Miller (1959),
utilizando-se acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Aliquotas
de 500 L do sobrenadante foram adicionadas em 1000 L
de agua destilada e 1000 L do reagente DNS. Esta
mistura foi homogeneizada em agitador e colocada em
agua fervente (100°C), por cinco minutos, sendo,
posteriormente, resfriada a temperatura ambiente.
Apos o resfriamento, foram realizadas as leituras, em

espectrofotdmetro a 540 nm, sendo a quantificagéo
baseada em curva padrao para glicose.

Os géis de poliacrilamida foram preparados em
sistema desnaturante descontinuo (Laemmli, 1970). A
separacao eletroforética foi realizada em cuba vertical
Biorad, em tampé&o de corrida (TRIS 0,5 M; pH 8,8;
glicina 1,92 M; pH 8,3 e SDS 0,1 %), com voltagem de
100 volts. Foram aplicados 30 pL de amostra por
canaleta de gel para proteina total, num equivalente a
300 mg dos calos macerados. Nesses géis foram
utilizados marcadores de elevada massa molecular,
com faixas de 29a 205 kD.

Os géis foram corados com Coomasse Birilliant
Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250, 0,15 % p/v, etanol
50 %, acido acético 10 %) durante 12 horas, sob leve
agitacao e descorados em solugéo contendo etanol 5 %
e acido acético 10 %, para visualizagdo das bandas.
Apods a descoloracgédo, as proteinas foram visualizadas
com o auxilio de um transluminador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do AIB e do 2,4-D na calogénese

N&o foi observada calogénese em explantes
foliares e nodais inoculados na auséncia de
reguladores de crescimentos.

Comparando-se o efeito dos reguladores de
crescimento adicionados isoladamente no meio de
cultura, observou-se que o 2,4-D apresentou aumento
da producéo de calos no explante foliar e nodal, de 81%
e 46 %, respectivamente, emrelacado aoAlB (Tabela 1).
O efeito positivo do 2,4-D na producdo de calos de
varias espécies em explantes foliares também foi
relatado por Pasqual et al. (1998). Sondahl (1978),
estudando os efeitos das auxinas na proliferagdo de
calos de explantes foliares de Coffea arabica cv.
Bourbon observou que o 2,4-D foi a auxina mais efetiva
na promoc¢ao da proliferacdo celular. Em relagcédo as
concentragdes de 2,4-D utilizadas (0,5e 1,0 mg L"), a
inducéo de calos apresentou um acréscimo de 25 %, no
explante foliar, quando foi utilizada a concentracao de
0,5 mg L' em comparagdo com a de 1,0 mg L’
(Tabela 2). Utilizando-se o explante nodal, néo foi
observada diferenca significativa entre as concen-
tragcdes utilizadas. Comparando as diferentes
concentracbes de AIB, no explante nodal houve
acréscimo de 28 % utilizando 1,0 mg L™ e no explante
foliar n&o foi observada diferenca significativa.

Utilizando AIB, independente de sua concen-
tragdo, com 2,4-D na concentragdo de 1,0 mg L",
observou-se aumento de 19 % na produgéo de calos
em explante foliar de 'Apoatd’ (Tabela 2). Para os
demais tratamentos n&do foram observadas diferencas
significativas.
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Tabela 1 - Contraste de médias para percentagem da cobertura de calos em explantes foliares e nodais de Coffea
canephora'Apoata’ (EF: explante foliar e EN: explante nodal).

Contraste EF EN

2,4-D X AIB -81,25 * -45,87 *
0,5 mg L"de 2,4-D X 1,0 mg L"'de 2,4-D -25,00 * 3,12 ns
0,5mgL" deAIB X 1,0mg L™ de AIB 0,00 ns 28,12 *

* significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste de média de contraste. ns: ndo significativo.

Tabela 2 - Contraste de médias para percentagem da cobertura de calos em explantes foliares e nodais de Coffea
canephora 'Apoata’ utilizando o efeito combinado de 2,4-D e AIB (EF: explante foliar e EN: explante

nodal).
Contraste EF EN
05mgL"24-D+(05e1mgL")AIB X1,0mgL"24-D+(05e1,0mgL")AIB  1875* 0,00 ns
05mgL"24-D+0,5mgL"AIB X0,5mg.L"24-D+1,0mgL"AIB 3,12 ns 3,12 ns
1,0mgL"'24-D+05mgL"AIB X1,0mgL"2,4-D+1,0mgL"AIB -3,12 ns 9,37 ns

* significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste de média de contraste. ns: n&o significativo.

Curvade crescimento de calos

Os padrdes de crescimento dos calos formados a
partir de segmentos foliares e nodais do cultivar Apoata
estdo apresentados na Figura 1. Observou-se um
crescimento sigmoidal com cinco fases de crescimento
em ambos os explantes utilizados. Santos et al. (2003),
estudando a curva de crescimento de calos durante 84
dias de cultivo em explantes foliares de Coffea arabica
cv. Rubi, observaram a presenga de trés fases de
crescimento (lag, exponencial e linear), ndo detectando
apresenca das fases de desaceleragéo e estacionaria.

Afase lag, na qual células do explante preparam-
se para divisao celular, acumulando biomassa, ocorreu
até o 28° dia de inoculagédo (equivalente a 39 % de
crescimento) no segmento foliar e até o 49° dia
(equivalente a 67 % de crescimento) no segmento
nodal. Landa (2000) verificou que para calos obtidos a
partir de segmentos foliares de pequizeiro, a fase lag
ocorre até o 7° dia apds a inoculagéo. Mezzetti et al.
(1991), avaliando o crescimento de calos obtidos a
partir de segmentos foliares de Actinidia deliciosa,
observaram um acumulo de matéria fresca e seca até o
30° dia apés a inoculagdo. Segundo Scragg e Allan
(1993), afase lag pode ser considerada como produtora
de energia.

Afase de crescimento exponencial, considerada
por Scragg e Allan (1993) como fase biossintética,
periodo em que ocorre maxima divisdo celular, ocorreu
entre 0 28° e 0 63° dia apds a inoculacao dos explantes
foliares e entre 0 49° e 0 63° dia, dos explantes nodais.
O maior percentual de crescimento foi observado nessa
fase, sendo de 92% para os calos obtidos a partir de
segmentos foliares e de 79% para os segmentos
nodais. Em segmentos foliares de pequizeiro essa fase
foi observada entre o 7° e 0 35° dia apds a inoculagao

(Landa, 2000).

O periodo de crescimento linear, em que os calos
diminuem a diviséo celular e aumentam a area celular,
foi observado entre 0 63° e o 70° dia de inoculagéo em
ambos explantes, com 9 e 5 % de crescimento para
segmento foliar e nodal, respectivamente. Segundo
Smith (1992), o crescimento e desenvolvimento celular
nesta fase sdo mais evidentes. Santos et al. (1997),
estudando a curva de crescimento de japecanga
(Smilax japecanga), indicaram que a fase linear dessa
espécie ocorreu entre 0 18° e 26° dia apds ainoculagao.

O intervalo de desaceleracdo do crescimento
ocorreu entre 70° e o 77° dia de inoculagdo em ambos
os explantes, com 7 e 4 % de crescimento dos calos
provenientes de segmento foliar e nodal, respectiva-
mente. Segundo Smith (1992), as culturas, nesse
periodo, devem ser transferidas para um novo meio de
cultura, devido a reducéo de nutrientes, secagem do
agar e acumulo de substéancias téxicas. Dessa forma, a
repicagem de calos para um novo meio de cultura deve
ser feita no inicio da fase de desaceleragéo, ou seja,
aos 70 dias de cultivo. Landa (2000) verificou a
ocorréncia dessa fase, entre 0 46° e 0 49° dia de cultivo,
em calos obtidos de segmentos foliares de pequizeiro.

O crescimento dos calos chegou a fase estacio-
naria entre 77° e o 84° dia de inoculacdo de ambos os
tipos de explantes, sendo observado nesse periodo
apenas 2% de crescimento. Landa (2000) verificou a
ocorréncia dessa fase, entre 0 46° e 0 49° dia, em calos
obtidos de segmentos foliares de pequizeiro.
Segundo Mesquita (2003), o periodo de desaceleragéo
ocorreu entre 0 63° e 0 77° dia apés a inoculagao, para
calos formados a partir de segmentos foliares de
lechieira.
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Figura 1 - Curva de crescimento de calos formados a partir de segmentos foliares e nodais de Coffea canephora
'Apoatéd' inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L" de 2,4-D, durante 84 dias de cultivo.

O padrao de crescimento foi semelhante para os
explantes utilizados, variando apenas na fase lag, onde
os calos provenientes de segmentos nodais
apresentaram um crescimento mais lento em relagao
aos provenientes de segmentos foliares. A repicagem
dos calos para um novo meio de cultivo deve ser feita
apos 70 dias.

Os teores de proteinas totais dos calos
originados de explantes foliares e nodais apresenta-
ram um acumulo até o 63° dia de cultivo (Figura 2),
sendo que os maiores teores de proteinas totais foram
observados em calos originados de segmentos foliares.
Esse periodo coincide com o término da fase
exponencial e o inicio da linear, e 0 aumento no teor de
proteina pode ser devido a uma absorcdo do ion
amobnio e de glicina presente no meio de cultura.

W Segmento Foliar
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[ Segmento Nodal

mg proteina g1 MF

0 21 42 63 84

Dias ap6s inoculacao

Figura 2 - Teores de proteinas totais de calos formados
a partir de segmentos foliares e nodais de
Coffea canephora 'Apoatd' inoculados em
meio MS, suplementado com 1,0 mg L" de
2,4-D, durante 84 dias de cultivo.

Segundo George (1996), a presenga de aménio no
meio de cultura resulta no aumento da sintese de
aminoacidos e proteinas, os quais sdo produzidos
utilizando-se energia liberada no catabolismo dos
carboidratos. A partir do 63° dias de cultivo, iniciou-se
uma reducéo no teor de proteinas totais. Esse aumento
inicial e posterior redugdo no teor de proteina total
também foram detectados por Sachi et al. (1995) em
calos de Actinidia deliciosa. Serra (2000) observou um
acumulo nos teores de proteinas e aminoacidos até o
30°dia deinoculagéo.

O teor maximo de acucares redutores ocorreu no
dia da inoculagao dos explantes, a partir do qual sofreu
reducéo, atingindo um teor minimo no 84° dia de cultivo
(Figura 3).
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W Segmento Foliar
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u mol glicose g MF

bﬁ@ﬁ
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Figura 3 - Teores de agucares redutores de calos forma-
dos a partir de segmentos foliares e nodais
de Coffea canephora 'Apoatd' inoculados em
meio MS, suplementado com 1,0 mg L" de
2,4-D durante 84 dias de cultivo.
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Esses resultados coincidem com os resultados
obtidos por Serra (2000), o qual demonstrou que o teor
maximo de agucares redutores de calos de castanha-
do-brasil, formados a partir de segmentos foliares, foi
observado no dia da inoculagao dos explantes e o teor
minimo, no ultimo dia da avaliagdo (84° dia). A redugao
dos acucares redutores, no periodo compreendido
entre 0 e 21 dias ap6s a inoculagao, coincide com afase
lag (até o 28° dia para calos provenientes de segmento
foliar e 49° dia para segmento nodal) de crescimento
dos calos, o que, possivelmente, ocorreu para produzir
energia a ser utilizada na fase exponencial. Os
resultados indicam uma preparagao para o inicio da
fase de crescimento exponencial, em que ocorre um
aumento na divisdo celular, resultando no maior
percentual de crescimento. No periodo entre 42° e 84°
dia de inoculagéo, os teores de acgucares redutores
continuaram apresentando reducao, porém, de uma
forma menos acentuada, possivelmente devido ao
esgotamento natural desses nos tecidos.

Na Figura 4 sdo apresentados os padrdes
protéicos da curva de crescimento de calos da cultivar
Apoata. Foi observada a presenca de polipeptideos de
tamanho entre 29 a 66 kD nos explantes foliares e

nodais em todo periodo de crescimento dos calos.

Polipeptideos de massa molecular de 42 kD
foram observados em todas as fases de crescimento
dos calos originados de explantes foliares e nodais, no
entanto, aos 84 dias de cultivo, verificou-se maior
intensidade dessa banda.

Aos 84 dias de cultivo de calos originados de
segmentos foliares e nodais, observou-se a presenca
de polipeptideos com tamanho de 36 kD. Esse periodo
corresponde a fase estacionaria na curva de
crescimento de calos.

No dia da inoculagdo dos explantes foliares e
nodais no meio de cultura e aos 42 dias, observou-se a
presenca de polipeptideos de peso molecular de 31 kD
com alta intensidade de banda, a partir da qual, a
intensidade da banda diminuiu gradativamente.

O cobre (Cu™), sob condigdes alcalinas, forma
um complexo com liga¢des peptidicas, sendo reduzido
a Cu'. Esse Cu’, bem como os residuos de tirosina,
triptofano e cisteina, reagem com o acido bicinconinico,
formando um complexo de coloragdo purpura. A
concentragao de proteina é diretamente proporcional a
leitura da absorbanciaem 562 nm.

Massa Fragbes Protéicas
MO(IES)JIar Segmento Foliar Segmento Nodal
PM 0 21 42 63 0 21 42 63 84 PM
- — bt =
v :

Figura 4 - Padrao protéico de calos formados a partir de segmentos foliares e nodais de Coffea canephora 'Apoaté&'’
inoculados em meio MS, suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D durante 84 dias de cultivo.
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CONCLUSOES

1. Apresenca de reguladores de crescimento no
meio de cultura é essencial para a indugao de calos em
segmentos foliares e nodais de Coffea canephora
'Apoata’.

2.0 2,4-D apresenta-se mais eficiente que o AIB
na formacgéo de calos em segmentos foliares e nodais
de Coffea canephora'Apoata’.

3. A concentracéo de 0,5 mg L" de 2,4-D é mais
eficiente para a calogénese de segmentos foliares
dessa cultivar.

4.Ainteragao de 2,4-D com AIB nao se apresenta
significativa, exceto quando o 2,4-D encontra-se na
concentragdode 1,0mgL".

5. Acurva de crescimento de calos originados de
explantes foliares, apresenta crescimento tipo
sigmoide, com cinco fases: lag (de 0 a 28 dias de
inoculagao), exponencial (28 a 63 dias), linear (63 a 70
dias), desaceleragao (70 a 77 dias) e estacionaria (77 a
84 dias).

6. Os calos, independente do tipo de explante
utilizado, devem ser transferidos para um novo meio de
cultura apés 70 dias de cultivo para que a indugéo de
embriogénese ou organogénese possa ser realizada.

7. O teor maximo de proteina total, em calos
originados a partir de explantes foliares e nodais, pode
ser obtido ao 63° dia de cultivo, coincidindo com o final
do crescimento exponencial e inicio do crescimento
linear.

8. Os teores de agucares redutores dos calos
originados de explantes foliares e nodais decrescem
com o tempo de cultivo.

9. Diferengcas quantitativas (intensidade das
bandas) e qualitativas (presenca ou auséncia de
bandas) no padréo protéico s&o observadas durante o
periodo de desenvolvimento de calos originados de
explantes foliares e nodais.
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