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RESUMO 

 

Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) é uma espécie arbórea, nativa da 

Floresta Atlântica de grande interesse econômico devido à sua madeira 

de qualidade e ao crescimento rápido. É utilizada em arborização de 

espaços urbanos, além de produzir metabólitos secundários de interesse 

econômico, principalmente terpenos. Este trabalho teve como objetivos 

estudar, em calos cultivados in vitro, os efeitos de fontes de carbono, 

glutamina, tipos de explantes, reguladores de crescimento (BAP) e 

ANA), presença e ausência de luz sobre os conteúdos de proteínas 

totais, açúcares solúveis totais, amido, fenólicos totais, flavonoides, 

carotenoides (conteúdos e tipos), clorofilas a e b, perfis metabólicos, 

atividade antioxidante, morfologia e histoquímica. Calos de Cedrela 
fissilisforam induzidos em todos os tipos de explantes testados (nó 

foliar, nó cotiledonar, segmentos de epicótilo, folha, cotilédone, 

hipocótilo, raiz) (exceto em explantes de folhas cultivados com 118 mM 

de sacarose, 2,73 mM de glutamina e na luz), cultivados em diferentes 

fontes de carbono (sacarose, frutose, glucose), em todas as combinações 

de concentrações de BAP e ANA (2,5 µM e 5 µM), em diferentes 

concentrações de glutamina (0; 2,73 e 5,46 µM), na presença ou na 

ausência da luz. Através da manipulação das concentrações de sacarose 

(59 mM e 118 mM) e de glutamina (0; 2,73 e 5,46 mM) em meio de 

cultura Murashige & Skoog, suplementado com 0,2% de Phytagel, 2,5 

µM de BAP e 5 µM de ANA foi possível determinar as melhores 

condições de cultivo de calos de nós cotiledonares, para estimular a 

produção de proteínas totais (59 mM de sacarose e 5,46 mM de 

glutamina), açúcares solúveis totais e amido (118 mM sacarose e 5,46 

mM glutamina), fenólicos totais (118 mM sacarose e 2,73 mM de 

glutamina), flavonoides (118 mM sacarose e 2,73 mM glutamina), 

carotenoides (118 mM sacarose e 5,46 mM de glutamina), clorofilas a 

(59 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina) e b (59 mM de sacarose e 

5,46 mM de glutamina, 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina) e 

a maior porcentagem de inibição do radical livre DPPH• (118 mM de 

sacarose e 2,73 mM de glutamina). Através da manipulação das fontes 

de carbono (sacarose, glucose e frutose a 118 mM) e de combinações de 

concentrações de BAP e ANA (2,5 µM e 5 µM), em meio de cultura 

MS, suplementado com 0,2% de Phytagel e 2,73 mM de glutamina foi 

possível determinar as melhores condições de cultivo de calos de nós 

cotiledonares para estimular a biossíntese de proteínas totais (sacarose, 5 

µM de BAP e 5 µM de ANA; frutose 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA), 

açúcares solúveis totais (sacarose, 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA), 



amido (sacarose, 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA), fenólicos totais 

(sacarose, 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA) , flavonoides (glucose 2,5 

µM de BAP e 2,5 µM de ANA), carotenoides (sacarose, 5 µM de BAP e 

2,5 µM de ANA), clorofilas a (glucose 5 µM de BAP e 2,5 µM de 

ANA) e b (sacarose 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA; glucose 5 µM 

de BAP e 2,5 µM de ANA) e a maior porcentagem de inibição do 

radical livre DPPH (glucose 5 µM de BAP e 5 µM de ANA).Através da 

manipulação dos tipos de explantes, fontes de carbono (sacarose, 

glucose e frutose a 118 mM), glutamina (0 e 2,73 mM), em meio de 

cultura MS, suplementado com 0,2% de Phytagel e 2,5 µM de BAP e 5 

µM de ANA, presença e ausência de luz foi possível estabelecer as 

condições para estimular a biossíntese de  proteínas totais (sacarose, 

cotilédone, sem glutamina, luz), açúcares solúveis totais (sacarose, 

cotilédone, nó foliar, sem glutamina, luz), amido (sacarose, nó foliar, 

sem glutamina, luz), fenólicos totais (sacarose, cotilédone, com 

glutamina, luz), flavonoides totais (sacarose, cotilédone, com glutamina, 

luz; frutose, folha, sem glutamina, luz), carotenoides (frutose ou 

glucose, folha, com glutamina, luz), clorofila a (sacarose, cotilédone, 

com glutamina, luz; frutose, folha, cotilédone, sem glutamina, luz e 

glucose, folha, com glutamina luz); clorofila b (sacarose, cotilédone, 

com glutamina, luz; frutose, folha, sem glutamina luz; glucose, folha, 

com glutamina luz); porcentagens de inibição do radical livre DPPH• 

acima de 70% (sacarose,  todos os explantes, com ou sem glutamina, luz 

ou escuro, exceto para explantes de nó cotiledonar (glutamina, luz), 

hipocótilo (glutamina, luz ou sem glutamina, escuro). As fontes de 

carbono, glutamina e concentrações de BAP e ANA influenciaram os 

perfis metabólicos dos calos determinados através de varredura em UV-

vis. As fontes de carbono, tipos de explantes e glutamina influenciaram 

os tipos de carotenoides produzidos pelos calos, assim como as 

concentrações, sendo que a frutose estimulou o aparecimento de tipos de 

carotenoides como beta-criptoxantina e trans-beta-criptoxantina, que 

não foram produzidas com sacarose, ou que apareceram em poucos 

tratamentos com glucose, conforme evidenciado através da análise de 

carotenoides por CLAE. Os testes de coloração de AT-O, PAS e CBB 

indicaram respectivamente a reação metacromática na parede celular das 

células do calo, a presença de grânulos ortocromáticos, possivelmente 

indicando a presença de compostos fenólicos e reação positiva aos 

polissacarídeos neutros, evidenciando a presença de celulose. No 

citoplasma foram detectados poucos grãos de amido e a presença de 

organelas ricas em material protéico. Os resultados obtidos neste 

trabalho permitiram otimizar, para cada fonte de carbono, as condições 



de cultura dos calos necessárias para estimular a produção de vários 

metabólitos. Os sistemas de culturas de células desenvolvidos 

viabilizarão os futuros estudos sobre a biossíntese, identificação e 

otimização da produção de compostos de interesse. 

 

Palavras-chave: calos; fontes de carbono; reguladores de crescimento; 

tipos de explante; glutamina; presença e ausência de luz. 

 

  



ABSTRACT 

 
Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) is a fast growing native tree from the 

Atlantic Forest economically important for its medicinal properties and for 

producing valuable hardwood. The objectives of this work were to study the 

effects of carbon sources (sucrose, glucose, fructose), glutamine, explant 

types (leaf node, leaf, epicotyl, cotyledonary node, cotyledon, hypocotyl, 

root), growth regulators (BAP and NAA), light and dark on the levels of 

total proteins, total soluble sugars,  starch, total phenolics, flavonoids, 
carotenoids (content and types), chlorophylls a and b, metabolic profiles, 

antioxidant activity of in vitro cultured calluses, and to evaluate the 

morphology and hystochemistry of callus originated from the different 

explants type cultured on glucose. Calluses were induced on Murashige and 

Skoog culture medium supplemented with 0,2% Phytagel from all types of 

explant tested (except from leaf explant cultured on 118 mM sucrose, 2,73 

mM glutamine in the light), cultured on different carbon sources (sucrose, 

fructose, glucose), in all combinations of BAP and NAA concentration (2,5 

µM e 5 µM), in different glutamine concentration (0; 2,73 e 5,46 µM), 

either in light or in the dark. The manipulation of sucrose (59 mM e 118 

mM) and glutamine concentration (0; 2,73 e 5,46 mM) in  Murashige & 

Skoog, supplemented with 0,2% de Phytagel, 2,5 µM BAP and 5 µM NAA 
allowed the establishment of optimal callus culture condition for 

cotyledonary node which promoted the production of  the highest levels of 

total proteins (59 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), total soluble sugars 

(118 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), starch (118 mM sucrose and 

5,46 mM glutamine), total phenolics  (118 mM sucrose and  2,73 mM de 

glutamine), flavonoids (118 mM sucrose and 2,73 mM glutamine), 

carotenoids (118 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), chlorophylls a (59 

mM sucrose and 5,46 mM de glutamine) e b (59 mM de sucrose and 5,46 

mM glutamine, 118 mM sucrose and 2,73 mM  glutamine) and highest 

percentage of DPPH free radical inhibition (118 mM sucrose and 2,73 mM 

de glutamine).The manipulation of carbon sources (118 mM sucrose, 
fructose, glucose) in combination with BAP and NAA (2,5 µM e 5 µM), in 

MS culture medium supplemented with 0,2% de Phytagel and 2,73 mM 

glutamine optimized the biosynthesis of total proteins (sucrose, 5 µM BAP 

and 5 µM NAA; fructose 2,5 µM de BAP and  5 µM NAA), total soluble 

sugars (sucrose, 2,5 µM BAP and 2,5 µM NAA), starch (sucrose, 2,5 µM  

BAP and 2,5 µM NAA), total phenolics (sucrose, 2,5 µM BAP and 2,5 µM 

NAA) , flavonoids  (glucose 2,5 µM BAP and 2,5 µM NAA), carotenoids 

(sucrose, 5 µM BAP and 2,5 µM NAA), chlorophylls a (glucose 5 µM BAP 

and 2,5 µM NAA) and b (sucrose, 2,5 µM BAP and 2,5 µM NAA; glucose 

5 µM BAP and 2,5 µM NAA) and the highest percentage of DPPH free 



radical inhibition (glucose 5 µM BAP and 5 µM NAA) in callus originated 

from cotyledonary nodes.The manipulation of explant types (leaf node, 

cotyledonar node, segments of epicotyl, leaf, cotyledon, hypocotyl, root), 

carbon source (118 mM sucrose, fructose, glucose), glutamine (0; 2,73 

mM), light and dark promoted the biosynthesis of total proteins (sucrose, 

cotyledon, without glutamine, light), total soluble sugars (sucrose, 

cotyledon, leaf node, without glutamine, light), starch  (sucrose, leaf node, 

without glutamine, light), total phenolics (sucrose, cotyledon, glutamine, 

light), flavonoids (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf, 
without glutamine, light), carotenoids (fructose or glucose, leaf, glutamine, 

light), chlorophyll a (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf, 

cotyledon, without glutamine, light; glucose, leaf, glutamine light); 

chlorophyll b (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf, without 

glutamine, light; glucose, leaf, glutamine light); the percentage of DPPH 

free radical inhibition higher than 70% (sucrose, all explants types cultured 

either with or without glutamine, in light or dark, except for cotyledonary 

node (with glutamine, light), hypocotyls (with glutamine, light or without 

glutamine, dark).The carbon sources, glutamine, BAP and NAA influenced 

the calluses metabolic profiles determined through the UV-vis sacanning. 

The carbon sources, explants types and glutamine affected the types and 

concentrations of carotenoids produced by calluses, fructose promoted the 
biosynthesis of carotenoids types as beta-cryptoxantin and trans-beta-

cryptoxantin which were not produced with sucrose or were detected in a 

few treatments with glucose, as demonstrated by the HPLC analysis. The 

AT-O, PAS e CBB tests indicated, respectivelly, the metacromatic reaction 

in the callus cell wall, the presence of ortocromatic granules, possibly 

phenolics and positive reactions for neutral polyssacarides, as cellulose. 

Few starch grains and rich protein organels were detected in the cytoplasm. 

The results obtained in this study showed that optimal callus culture 

conditions were established, through the manipulation of carbon sources, 

explant type, glutamine, light and dark, which increased the production of a 

range of metabolites of interest and could foster further investigation on 
biosynthesis, identification and optimization of the production of important 

compounds by the cell culture systems developed. 

 

 

Keywords: Callus; carbon sources; growth regulators; explant types; 

glutamine; presence and absence of light. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Cedrela fissilis(Meliaceae) é uma espécie arbórea, nativa da Mata 

Atlântica, que ocorre no Brasil desde Minas Gerais até o Rio Grande do 

Sul, sendo também encontrada no Norte da Argentina, ao Panamá e 

Costa Rica, onde vêm sendo dizimada pela exploração extrativista e pela 

demanda de mercado por madeiras nobres. Destaca-se, também, pelo 

seu valor medicinal, ecológico e por possuir potencialidades de 

exploração biotecnológica (TISSERAT et al., 1979; CARVALHO, 

1994; MUELLNER et al., 2003; SOUZA & LORENZI, 2005). É 

utilizada na medicina popular e apresenta atividade antiviral, anti-

helmíntica, antirreumática, anti-inflamatória e anticancerígena 

(LORENZI, 1998; MARZALINA & KRISHNAPILLAY, 1999).  

A família Meliaceae é caracterizada pela grande produção de 

limonóides. Estudos realizados com raízes de C. fissilisidentificaram um 

limonóide, 3-β-acetoxicarapina, que é provavelmente, o maior 

representante da classe dos terpenos, juntamente com os triterpenos: 

ácido oleanólico e ácido oleanônico, que apresentaram atividade 

inseticida contra as formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa 
(LEITE et al., 2005). Segundo Lago et al., (2004), dos extratos de folhas 

de C. fissilisforam extraídos óleos voláteis por cromatografia gasosa 

(CG-EM), que continham em sua composição o β-longipineno e 

biciclogermacreno, que foram capazes de inibir o crescimento de 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Outro estudo evidenciou que 

o extrato de folhas e raízes desta espécie apresentou atividade 

antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis e 

Mycobacterium kansasii (RAMOS et al., 2008). 

Nas últimas décadas, a cultura de tecidos e células vegetais in 
vitro, em grande escala, vêm sendo empregada para a produção de 

metabólitos secundários de interesse e estudos realizados com diferentes 

espécies, têm demonstrado que vários fatores influenciam a produção de 

metabólitos secundários por culturas in vitro, como os fatores biológicos 

(tipos e condição fisiológica dos explantes, características genéticas), 

fatores químicos (composição salina do meio de cultura, fontes de 

carbono, fontes de nitrogênio, pH, composição, reguladores de 

crescimento) e fatores físicos (temperatura, luminosidade, fotoperíodo) 

(ANDRADE, 1998). Assim sendo, viabilizar a produção de compostos 

de importância medicinal das espécies arbóreas brasileiras, como C. 
fissilis, por culturas in vitro de células, é uma abordagem que 
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minimizará a exploração extrativista in situ, contribuirá para a 

conservação. 

Em geral, poucos estudos têm sido realizados em relação à 

cultura in vitro visando à produção de metabólitos secundários e a 

conservação das espécies de árvores nativas brasileiras (VIANA et al., 

1999; NUNES et al., 2003). Sistemas de cultura in vitro de Cedrela 
fissilis  foram desenvolvidos visando a micropropagação (NUNES et al., 

2007), conservação in vitro (NUNES et al., 2002) e a otimização da 

produção de calos (NUNES et al., 2001; LAUDANO, 2005; PILATTI, 

2011). 

Entre os estudos realizados, visando o potencial da produção de 

metabólitos secundários em Meliáceas, destaca-se o trabalho de 

Wewetzer (1998), que identificou o teor de azadiractina, um limonóide 

com capacidade inseticida, através da cultura de calos derivados de 

linhagens celulares de Azadirachta indica. Laudano (2005) analisou os 

compostos voláteis de calos de C. fissiliscultivados in vitro, em 

diferentes condições de cultura e observou diferenças na composição 

fitoquímica destas culturas. Observou ainda, que os compostos obtidos a 

partir destas culturas eram diferentes dos produzidos pelas plantas. Em 

um estudo posterior, realizado por Pilatti (2011), a espectroscopia por 

FTIR permitiu comparar, de forma preliminar, o perfil metabólico 

primário e secundário de calos de C. fissiliscrescidos em diferentes 

condições de cultivo, evidenciando diferenças quali-quantitativas a nível 

molecular, determinadas pela variação nas fontes de carbono e presença 

de glutamina. 

Portanto, os sistemas de culturas de calos desenvolvidos para C. 

fissilis têm demonstrado grande potencial a ser explorado e justificam a 

necessidade da realização de estudos complementares, que permitam a 

compreensão de como variam os metabolismos primários e secundários 

de células cultivadas in vitro sob diferentes condições de cultivo. Esses 

estudos são fundamentais para viabilizar a utilização dos sistemas de 

cultura in vitro como ferramentas para a realização de estudos sobre a 

regulação da biossíntese, o isolamento e a otimização da produção de 

eventuais compostos biologicamente ativos, sintetizados in vitro.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 
 Este trabalho teve como objetivo descrever os efeitos de 

diferentes condições de cultivo in vitro sobre os perfis metabólicos, 

conteúdos de metabólitos primários, secundários, atividade antioxidante 

e morfologia de calos de Cedrela fissilis , com o intuito de avaliar o 

potencial de aplicação de estratégias biotecnológicas para a produção de 

compostos de interesse, através de culturas de células. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

2.2.1. Avaliar, em calos de Cedrela fissilis , os efeitos de fontes de 

carbono (sacarose, glucose, frutose), glutamina, tipos de explantes, 

reguladores de crescimento (BAP e ANA) e presença e ausência de luz 

sobre: 

 os conteúdos de proteínas totais, açúcares solúveis totais e 

amido;  

 os conteúdos de compostos fenólicos totais, flavonoides, 

carotenoides e clorofilas a e b;  

 os perfis metabólicos dos calos, através de espectrofotometria 

de varredura em UV-vis; 

 os níveis de atividade antioxidante, através de inibição do 

radical livre DPPH•;  

 

2.2.2 Verificar, em calos de Cedrela fissilis , os efeitos de fontes de 

carbono, tipos de explantes, presença e ausência de glutamina 

sobre os tipos e conteúdos de carotenoides, através de análise 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

2.2.3 Detectar os efeitos de glucose e tipos de explante sobre a 

morfologia e histoquímica de calos de Cedrela fissilis  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 A FAMÍLIA MELIACEAE, COM ÊNFASE EM Cedrela fissilis  

VELL. 
 

 Os mais altos níveis de diversidade de plantas no mundo se 

encontram nos biomas brasileiros, dentre eles se destacam a Amazônia, 

Mata Atlântica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa. O uso contínuo 

de práticas de uso não-sustentável, desmatamento e uso da terra, acabam 

por fragmentar a vegetação nativa, promovendo principalmente a 

extinção de espécies arbóreas, além de causar perdas significativas na 

natureza (PILATTI et al., 2010). 

 Os biomas que apresentam maior grau de conservação, com 82 

– 83% de suas áreas são a Amazônia e o Pantanal, seguidos pelo 

Cerrado, Caatinga, e Pampas com 41 – 45% de remanescentes 

conservados. Já o bioma da Mata Atlântica apresenta 7,26% de sua área 

original (VIANA et al., 1999), mas, por possuir a maior biodiversidade 

no Planeta, a Mata Atlântica apresenta a maior variedade de madeira, 

com árvores medindo até 50 m de altura, sendo 50% endêmicas, ou seja, 

não encontrada em nenhum outro local (SATO, 1995).  

 A família Meliaceae está localizada nos trópicos e subtrópicos, 

ocorrendo em uma variedade de habitats de florestas tropicais, 

manguezais e em semi-desertos. É caracterizada por fornecer as mais 

valiosas madeiras como o mogno (Swietenia) e o cedro (Cedrela), sendo 

constituintes da Ordem Sapindales, que compreende 5 gêneros e 120 

espécies, distribuídos na região Neotropical (MUELLNER et al., 2003; 

MAIA, et al., 2000; LORENZI, 1992). A família Meliaceae, abrange 16 

espécies, agrupadas em 4 gêneros e são nativas da região Sul do Brasil 

(LORENZI, 1992). De acordo com Klein (1984), as meliáceas são 

encontradas em florestas Estacionais Decíduas e Semideciduais, 

ocorrendo também na floresta Ombrófila Densa da encosta Atlântica, 

mesmo em elevadas altitudes. Dentre os gêneros da família Meliaceae, 

destacam-se o gênero Cedrela, popular cedro, que se caracteriza por 

apresentar madeira avermelhada, como Carapa, Trichila e a Guarea 

(JOLY, 1985). No Brasil, ocorrem 8 espécies deste gênero, sendo C. 
odorata, C. angustifolia e C. fissilisas mais conhecidas(RIZZINI, 1971). 

Todas recebem as denominações vernaculares de cedro-vermelho, 

cedro-rosa, cedro-branco, cedro-amarelo, cedro-batata, cedro-cetim e 
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cedro da várzea e suas diferenciações são estabelecidas pela morfologia, 

pois cada espécie tem sua adaptação característica (LORENZI, 1998). 

 Produtora de madeira de alta qualidade,C. fissilis ocorre no 

Brasil desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais. Sua floração ocorre 

de setembro a dezembro e seus frutos amadurecem, após a queda de 

suas folhas, entre julho e agosto (REITZ et al., 1983; CARVALHO, 

1994). Esta espécie desenvolve-se no interior de floresta primária, é 

peculiar às matas mais secas, aparecendo em descampados e até no 

cerrado. Conhecido por cedro dos pinheirais no Brasil meridional 

prefere capoeirões e regenera-se em clareiras ou bordas de mata. Com 

crescimento rápido, C. fissilis é heliófita ou de luz difusa e se 

desenvolve em solos úmidos e profundos com freqüência de uma a três 

árvores por hectare (REITZ et al., 1979; LORENZI, 1992; 

CARVALHO, 1994). 

Os frutos apresentam muitas sementes com alta viabilidade, que 

se prolonga por períodos superiores a 4 meses (LORENZI, 1992). Pode 

produzir 1.500 frutos, com mais de 60.000 sementes férteis (RIZZINI, 

1981). A dispersão das sementes ocorre pela queda, quando os frutos 

caem e se fixam no solo, ou pela ação dispersante do vento, possuindo 

germinação abundante a partir de 12 a 18 dias (LORENZI, 1992; 

CARVALHO, 1994). Suas folhas são de 10 – 15 pares de folíolos 

agudamente acuminados, firmes, sem domácias e pubescentes 

(RIZZINI, 1978). Suas árvores são caducifólias com 10 – 25 m de altura 

e 40 a 80 cm de DAP (Diâmetro à Altura do Peito), chegando a 40 m de 

altura e 200 cm de DAP, quando adulta. Seu tronco é reto ou pouco 

tortuoso, cilíndrico e apresenta tolerância ao frio, e aos ataques do 

agente causador da morte de muitas destas espécies de cedro, conhecido 

como broca-do-cedro (Hypsipyla grandella), que faz com que seus 

troncos fiquem tortuosos, além de atacar as gemas apicais, 

desenvolvendo um arbustiforme. Por isso, é um desafio, manter a 

cultura de cedros, principalmente em regeneração natural (LORENZI, 

1992; CARVALHO, 1994). Porém, se a tecnologia de controle da praga 

for aprimorada, pela manipulação adequada da frequência relativa dessa 

espécie, em povoamentos mistos e também pela ampliação dos estudos 

sobre o melhoramento genético, o cedro poderá se manter no elenco de 

espécies florestais cultiváveis de nosso país (LORENZI, 1998; INOUE 

et al., 1984). 

O cedro é também uma espécie pioneira, de crescimento rápido, 

de importância ecológica, demonstrando experimentalmente a 

capacidade elástica de adaptação fisiológica às condições luminosas do 

ambiente, e grande potencial de regeneração natural, podendo ser 
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utilizada, através do uso racional, para a produção sustentável da 

madeira (INOUE et al., 1984). 

 

Figura 1: Aspecto de uma ramificação de Cedrela fissilis :Em destaque, o fruto 

imaturo da espécie (Fonte: URBANETZ et al., 2010). 

 

3.2 Cedrela fissilis : IMPORTÂNCIA ECONÔMICA, MEDICINAL 

E INDUSTRIAL 

 

C. fissilis apresenta madeira mais mole e com textura grossa, 

quando comparada ao mogno (Swietenia macrophylla). Dentre as 

madeiras leves, o cedro é o que apresenta a maior diversificação, 

superado somente pela madeira do pinheiro-do-paraná (Araucaria 
angustifolia). A madeira desta espécie é amplamente utilizada em 

compensados, contra placados, esculturas e obras de talhas, modelos e 

molduras, esquadrias, móveis em geral, marcenaria, construção civil, 

naval e aeronáutica, confecção de lápis, caixas e instrumentos musicais. 

Sua ampla utilização se deve pela boa retenção de pregos e parafusos e 

grande absorção de pigmentos e polimento (CARVALHO, 1994; 
LORENZI, 1998). 

A árvore, por ser muito bonita, é largamente empregada em 

trabalhos de paisagismo em parques e jardins. C. fissilis é utilizada na 

recuperação de áreas degradadas, bem como na composição de 
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reflorestamentos heterogêneos de preservação permanente. É uma 

espécie de grande plasticidade silvicultural, embora o seu cultivo em 

larga escala seja inibido pelo ataque de Hypsipyla grandella.  
A família Meliaceae tem sido muito estudada e tem grande 

importância na medicina, fitoquímica e no controle de insetos. As 

espécies desta família são utilizadas na medicina natural, apresentando 

propriedades terapêuticas como: ação anti-helmíntica, antiviral, 

antirreumática, anticancerígena e anti-inflamatória (NUNES, 2000). 

Lago et al. (2004) verificou que o óleo essencial obtido a partir de 

folhas de Cedrela fissilis  apresentou atividade antibacteriana capaz de 

inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Outro 

estudo evidenciou a atividade antimicobacteriana contra Mycobacterium 

tuberculosis e Mycobacterium kansasii de extratos de folhas e raízes 

deC. fissilis(RAMOS et al., 2008). Segundo Carvalho (1998), na 

medicina popular, a casca do cedro é utilizada na forma de chá como 

adstringente e no combate da febre. Também, sua decocção serve para 

lavar feridas e úlceras. Ambrozin et al., (2006), analisando extratos de 

raízes e de folhas deCedrela fissilis , isolaram nove limonóides, onde 

destes, seis apresentaram ação inseticida sobre a formiga Atta sexdens 
rubropilosa. Goulart et al. (2004) encontraram terpenos como o 

nerolidol limoneno, linalol e famesol em extratos de C. fissilis, que 

possuem atividade antimalárica nos estágios intraeritrocíticos do 

Plasmodium falciparum. Os terpenos abrangem uma variedade de 

substâncias de origem vegetal, constituindo uma classe de metabólitos 

secundários, formados pelo metabolismo primário do carbono. A 

unidade ativa básica na formação dos terpenos é o isopentenil difosfato 

(IPP), formado a partir da acetil CoA, rota do ácido mevalônico, ou 

através de intermediários glicolíticos pela rota do metileritritol fosfato 

(MEP) ( TAIZ & ZEIGER, 2009). 

A família Meliaceae é caracterizada pela grande produção de 

limonóides, que podem ser considerados os maiores representantes da 

classe dos terpenos com atividade inseticida. Extratos de C. fissilis 

também têm sido estudados quanto à atividade inseticida. Assim, de 

raízes de C. fissilis foi isolado o limonóide 3-β-acetoxicarapina, 

juntamente com os triterpenos ácido oleanólico e ácido oleanônico, que 

apresentaram atividade inseticida contra as formigas cortadeiras Atta 

sexdens rubropilosa. Técnicas de cultivo in vitro e a aplicação da 

biotecnologia podem ser alternativas importantes e viáveis para a síntese 

destes compostos (LEITE et al., 2005; ROY & SARAF, 2006). 

Pesquisas realizadas sobre as análises de extratos de calos de C. fissilis 

permitiram a identificação de 8 monoterpenos e 3 sesquiterpenos 
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(Laudano, 2005). O principal constituinte foi o linalol, seguido de 

cânfora, 1,8-cineol e o 3-careno, sendo que estes compostos, não foram 

detectados em extratos de folhas e cascas de plantas crescidas ao meio 

natural, indicando que foram induzidos pelas técnicas de cultivo in vitro. 

Esse autor observou ainda, que alguns compostos voláteis podem ou não 

estarem presentes em calos, dependendo se são produzidos na presença 

de luz ou no escuro, como por exemplo, a produção do sesquiterpeno 

germacreno, que ocorreu em calos produzidos na luz, mas que não foi 

identificado em calos produzidos no escuro (LAUDANO, 2005). 

 

3.3 CULTURAS DE CÉLULAS E TECIDOS VEGETAIS IN 

VITRO E PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

O cultivo de células é uma tecnologia viável para a produção de 

compostos de interesse econômico (PLETSCH, 1998; VERPOORTE & 

MARASCHIN, 2001). Kossel (1981) foi o primeiro autor a definir os 

metabólitos secundários como opostos aos metabólitos primários. Os 

metabólitos secundários foram definidos como compostos pouco 

abundantes, com freqüência inferior a 1% do carbono total, ou por 

ocorrer em órgãos ou células específicas. Os produtos secundários têm 

papel importante na adaptação das plantas ao ambiente; essas moléculas 

contribuem para que as mesmas possam ter uma boa interação com os 

diferentes ecossistemas (HARBORNE, 1988). Os produtos secundários 

aumentam a probabilidade de sobrevivência de uma espécie, pois são 

responsáveis por diversas atividades biológicas relacionadas com a 

defesa, por exemplo, podem atuar como antibióticos, antifúngicos e 

antivirais para proteger as plantas dos patógenos, apresentando também, 

atividades antigerminativas ou tóxicas para outras plantas. Além disso, 

alguns destes metabólitos constituem importantes compostos que 

absorvem a luz ultravioleta, evitando que as folhas sejam danificadas 

(LI et al., 1993). 

Algumas espécies de plantas comuns não podem ser cultivadas 

em larga escala, devido à sua susceptibilidade a patógenos (ex. 

antracnose para Hypericum ou Arnica montana), o que tem estimulado 

os cientistas e biotecnologistas a considerar as culturas de células, 

tecidos e órgãos como uma maneira alternativa para produzir os 

correspondentes metabólitos secundários in vitro.  

As plantas que produzem compostos bioativos são obtidas, 

frequentemente, a partir de coleta predatória e indiscriminada 
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(VILLAREAL et al., 1997), por este motivo as pesquisas visando a 

produção destes metabólitos secundários por cultura in vitro de células 

são vantajosas, tanto do ponto de vista ecológico como econômico. 

Como um sistema experimental, a cultura de células de plantas fornece 

uma série de vantagens sobre os estudos conduzidos com as plantas 

íntegras, incluindo a produção contínua, durante o ano, de material 

vegetal necessário para os estudos, células indiferenciadas, estado de 

desenvolvimento das células relativamente uniforme, ausência da 

interferência de microrganismos e da vulnerabilidade sazonal; e mais 

importante, o ciclo vegetativo reduzido (CROTEAU et al., 2000). As 

culturas de células de plantas podem sintetizar grandes quantidades de 

metabólitos secundários, dentro de um período de cultivo de poucas 

semanas, o que é muito favorável em relação à produção pela plantain 
situ, em que o espaço de tempo para o acúmulo destes metabólitos pode 

variar de uma estação para a outra, em plantas anuais ou diversos anos, 

no caso da plantas perianuais, como por exemplo, as árvores. Nas 

culturas de células de plantas as taxas de biossíntese podem ser 

aumentadas, através da manipulação de fatores bióticos e abióticos, 

facilitando grandemente os estudos (CROTEAU et al., 2000; SANTOS 

et al., 2007). 

As técnicas de cultura de células, tecidos e órgãos de plantas, 

além de poderem ser aplicadas para viabilizar a produção de metabólitos 

secundários, também são amplamente utilizadas para a propagação de 

espécies florestais. Através desta técnica, pequenos fragmentos de tecido 

vivo, chamados de explantes, fragmentos de folha, raiz, caule ou 

qualquer tecido que respondam às condições de indução do meio de 

cultura, são isolados da plântula e cultivados assepticamente, por 

períodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. A proliferação 

de células vegetais e a organização em tecidos e eventualmente em 

plantas completas pode ocorrer devido à totipotência. As técnicas de 

cultura de células e tecidos invitro podem ser aplicadas à propagação 

clonal (micropropagação e embriogênese somática), eliminação viral, 

conservação genética, fertilização in vitro, cultura de protoplastos, 

transformação genética, hibridização somática, produção conservação de 

germoplasma entre outros (TORRES et al., 2000; KERBAUY, 1997). 

Para viabilizar sistemas de produção de metabólitos secundários 

de interesse econômico, utilizando-se as técnicas de cultura de células in 

vitro, são necessários, primeiramente, o estabelecimento de sistemas de 

cultura de calos/células, através da realização de experimentos, que 

visam estudar o efeito de diferentes condições de cultura sobre o 

crescimento dos calos, seguidos das análises fitoquímicas, para 
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selecionar as condições mais adequadas de crescimento e de produção 

dos compostos (ROBINS, 1994). Assim, com o cultivo de células, 

associado ao conhecimento de fisiologia, bioquímica e regulação 

metabólica de células vegetais, foram descobertos, o ácido rosmarínico 

(Coleus blumei), saponina (Panax ginseng), cafeína (Coffea arabica), 

diosgenina (Dioscorea deltoidea), capsaicina (Capsicum frutescens), 

sanguinarina (Papaver somniferum) e ajmalicina (Catharanteus roseus).  

Os calos (figura 2), normalmente utilizados para os estudos dos 

metabólitos secundários e que podem ser utilizados para o 

desenvolvimento de suspensões celulares são agrupamentos de células, 

que podem ser heterogêneos, composto por células indiferenciadas ou 

não, em proliferação, de natureza parenquimatosa, capazes de armazenar 

nutrientes. Podem ser compactos ou friáveis e apresentar coloração 

variada, ou mesmo não ter pigmentação. A estrutura e o tipo de 

crescimento que o calo apresentará dependem de diversos fatores, tais 

como a composição do meio de cultura, condições ambientais 

(iluminação, temperatura), origem, idade e genótipo do tecido doador do 

explante, e até mesmo, o tamanho do inóculo (NARAYANASWAMY, 

1994; CHAWLA, 2004; TERMIGNONI, 2005).  

A formação do caloenvolve três etapas: indução, divisão celular e 

diferenciação, sendo que, na fase da eventual diferenciação podem 

surgir centros com atividade meristemática, denominados 

meristemóides, com disposição concêntrica, onde poderão ser formados 

traqueídeos, elementos de tubo crivado e primórdios de raízes ou gemas. 

Embora o processo de calogênese seja dividido em três fases, definidas 

pelas características predominantes em cada uma delas, a formação da 

massa celular ocorre pela divisão celular e diferenciação concomitantes, 

na segunda e na terceira fase (AITCHINSON, 1977; 

NARAYANASWAMY, 1994; TERMIGNONI, 2005). É importante 

salientar, que a diferenciação, originando a formação de primórdios de 

meristemas apicais e radiculares não é comum a todos os sistemas e 

depende da espécie e das condições de cultivo.  
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Figura 2: Diferentes morfologias de calos de Cedrela fissilisiniciados a partir 
de segmentos nodais cotiledonares e segmentos de epicótilo cultivados durante 

8 semanas em meio de cultura MS semi-sólido, suplementados com 2,5 μM de 
BAP e 5,0 μM de ANA. 

A) Amostra 1: calos de epicótilo crescidos em meio de cultura contendo 118 
mM de sacarose; 

B) Amostra 2: calos de nó cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo 
118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina; 

C) Amostra 3: calos de nó cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo 
118 mM de sacarose e na ausência de luz; 

D) Amostra 4: calos de nó cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo 
118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina e na ausência de luz. 

 

 

Segundo Nunes et al. (2003), poucos estudos in vitro foram 

realizados para a conservação das espécies da Floresta Tropical 

Brasileira, como é o caso da espécies pertencentes a família Meliaceae. 

Sendo assim, ainda são escassos na literatura estudos de cultura e 

conservação in vitro para estas espécies. Foram estabelecidos alguns 

protocolos de micropropagação, para Cedrela odorata e Cedrela fissilis  

(NUNES et al., 2002; NUNESet al., 2007; SALDANHA, 2010;) e 
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sistemas de embriogênese somática foram desenvolvidos para Swietenia 

macrophylla e Cedrela fissilis (MARUYAMA & ISHII, 1999; VILA et 

al., 2009).   

A otimização da produção de calos de C. fissilis, em diferentes 

condições de cultura, foi estabelecida através dos estudos conduzidos 

por Nunes et al. (2002), Laudano (2005), Mioto (2007) e Pilatti (2011). 

Os estudos sobre o perfil metabólico de calos de C. fissilis foram 

avaliados por Laudano (2005) e Pilatti (2011), que utilizando 

espectrofotometria de varredura em UV-vis e espectroscopia de FT-IR 

identificou algumas das principais classes de metabólitos secundários 

presentes nos calos e comparou a ocorrência desses compostos, entre os 

calos cultivados em diferentes condições. Os estudos indicaram que o 

crescimento dos calos, assim como as classes dos compostos produzidos 

estão relacionados com as diferentes fontes de carbono e nitrogênio, 

reguladores de crescimento, tipos de explantes.   

A concentração e o tipo de fonte de carbono podem ter efeito 

sobre o crescimento e a síntese de compostos pelas culturas in vitro de 

células vegetais. A fonte de carbono mais utilizada é a sacarose, embora 

outros mono e dissacarídeos possam ser empregados (GUERRA et al., 
1999). A influência de diversos açúcares, tais como sacarose, frutose ou 

glucose na produção de compostos é variável como, por exemplo, 

produção de polissacarídeos em calos cultivados com sacarose, foram 

maiores quando comparados com outras fontes de carbono (GÜNTHER 

& OVODOV, 2002). Os carboidratos são importantes fontes de energia 

e carbono estrutural para o metabolismo vegetal, regulando reações 

bioquímicas, para a manutenção do crescimento e desenvolvimento do 

vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2009). Já a fonte de nitrogênio é um 

nutriente essencial em qualquer fase do desenvolvimento vegetal, pois 

participa da formação de compostos básicos do metabolismo vegetal 

como os aminoácidos, proteínas, ácidos nucléicos, entre outros 

(TEASDALE, 1987). Laukkanen et al., (1997) estudaram o efeito de 

duas diferentes fontes de nitrogênio em culturas de calos de Pinus 
sylvestris.Tais autores demonstraram que o crescimento dos calos foi 

baixo no meio de cultura que continha o nitrato, mas observaram uma 

intensificação no metabolismo dos calos, principalmente em relação à 

síntese de proteínas e compostos fenólicos. Vários exemplos podem ser 

atribuídos na literatura sobre o efeito da luz e do escuro em culturas in 

vitro. Estudos com culturas de segmentos inter-nodais revelaram que a 

luz e o escuro interferem na produção de antocianinas, onde calos 

brancos apresentaram maior crescimento no escuro, enquanto que as 
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culturas de calos vermelhos, em luz, apresentaram maior conteúdo de 

antocianinas (MAKUNGA et al., 1997). 

Os estudos sobre o efeito de diferentes condições de cultivo sobre 

o crescimento dos calos e a produção dos metabólitos primários e 

secundários são necessários para selecionar as condições de cultura mais 

promissoras para o estabelecimento de culturas de suspensão celular 

visando à otimização da produção e extração de metabólitos de 

interesse. 

 

3.4 METABÓLITOS PRIMÁRIOS E SECUNDÁRIOS 

 

3.4.1 Metabólitos primários 

3.4.1.1 Proteínas solúveis totais 

 
Os metabólitos primários são essenciais para o desenvolvimento 

de explantes in vitro, e o conhecimento dos níveis destes metabólitos 

durante o desenvolvimento dos calos é importante. Estudos relacionados 

com o metabolismo das proteínas são necessários para um melhor 

entendimento dos processos metabólicos e o conhecimento de mudanças 

bioquímicas e fisiológicas que ocorrem durante o crescimento in vitro 
de tecidos vegetais, como os calos produzidos in vitro de Cedrela fissilis  
em diferentes condições de cultivo (SANTOS et al., 2010; PASSOS, 

1996; MESQUITA et al., 2002). 

As proteínas são moléculas complexas, constituídas por 

seqüências de aminoácidos. Cada proteína é formada por uma seqüência 

única de aminoácidos, determinando a sua função dentro da célula. A 

síntese de proteínas é a função central de todas as células. As proteínas 

representam um fator limitante para a manutenção dos órgãos e para o 

crescimento das plantas, pois na sua ausência eles cessam. A síntese de 

proteínas requer demanda por aminoácidos, grande suprimento de 

energia e nutrientes (PORTER et al., 1991). Desta forma, torna-se 

interessante quantificar os teores de proteínas totais em calos de 

C.fissilis, para avaliação do metabolismo protéico dos calos em 

diferentes condições de cultivo e a possível correlação com o 

crescimento, a produção de outros metabólitos primários e com os 

metabólitos secundários. Santos et al., (2010), observaram que os níveis 

de proteínas em calos de pinhão-manso foram inferiores até os 63 dias 
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de cultivo (0,0119 mg/ g
-1

 MF), diferentemente do observado aos 70 e 

98 dias, onde os níveis foram superiores (0,0261 mg/g
-1

 MF). Lima et 

al., (2007), entretanto, observaram que espécies lenhosas apresentaram 

maiores teores de proteínas no início do cultivo do calo. Um aumento no 

teor de proteínas após 70 dias pode ser atribuído a mudanças no 

metabolismo celular, gerando a necessidade de proteínas específicas 

para garantir que suas funções sejam executadas (MULLER, 2008). 

 

3.4.1.2 Carboidratos 

 

Os carboidratos são constituídos de açúcares simples e moléculas 

mais complexas, constituídas por subunidades de açúcares mais simples, 

cuja principal função é fornecer esqueletos de carbono para gerar 

energia química aos processos celulares, promovendo a biossíntese de 

compostos orgânicos envolvidos no metabolismo celular, além de 

desempenhar outras funções, como: fontes de reserva, sustentação 

(celulose e hemi-celulose) e defesa (glicoproteínas e imunoglobulinas) 

(BRUM et al., 1994; VIEIRA et al., 1991). 

Estudos realizados com calos de pinhão-manso apresentaram 

teores significativos de açúcares solúveis totais a partir dos 77 dias na 

cultura, não sendo observados no início do período de cultivo (SANTOS 

et al., 2010). Os carboidratos insolúveis, como o amido também 

apresentaram baixos teores no início do cultivo, sendo observados a 

partir de 91 dias. Segundo, Chagas et al., (2003), provavelmente o calo 

utilizado era desprovido de reservas carboidratadas (açúcares). Como 

explantes cultivados in vitro são praticamente heterotróficos, o acúmulo 

de reservas não é a rota marcante em seu metabolismo.  

3.4.2 Metabólitos secundários 

3.4.2.1 Carotenoides 

 Os carotenoides são pigmentos naturais, derivados do isopreno 

sendo caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de dupla- 

ligações conjugadas, geralmente com 40 átomos de carbono 

(tetraterpenos), com uma ou duas estruturas cíclicas (anel β-ionona) que 

terminam em ligações conjugadas (CARDOZO et al., 2007). Os 

carotenoides podem ser sintetizados por plantas, alguns 

microorganismos e algas, sendo que já foram descritos mais de 750 

estruturas químicas diferentes, isoladas de fontes naturais (BRITTON et 
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al., 2004). Estes compostos têm a função de proteger o aparato 

fotossintético de danos oxidativos, que podem ser causados pela 

radiação ultravioleta. São sintetizados pela conversão de difosfato de 

geranilgeranila (GGPP) em fitoeno através da enzima fitoeno-sintase 

(PSY). O fitoeno por processos de dessaturação é transformado em 

licopeno que é o substrato para as reações de ciclização. O processo de 

ciclização pode ocorrer em uma ou em ambas as extremidades da 

molécula. Os carotenoides, após o processo de ciclização, podem ser 

divididos em dois grupos, conforme a figura 02: os carotenos e as 

xantofilas, que são formadas através da oxigenação dos carotenos, pela 

adição de grupamentos hidroxila, carbonila, éter, acetato e epóxido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3: Ciclização do licopeno à α e β- caroteno e formação das xantofilas a 
partir do α e β- caroteno (RAMLOV, 2010, adaptado de RÖMER et al. 2002). 

 
3.4.2.2 Clorofila 

A clorofila é o pigmento mais importante ligado a eficiência 

fotossintética das plantas, é responsável pelo crescimento e pela 
adaptação das plantas nos diferentes ambientes. A concentração de 

clorofila é dependente da intensidade luminosa, ou seja, a taxa 

fotossintética é dependente do nível de pigmentos nas folhas (HEATH, 

1989). 
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A partir de 1970 é que trabalhos com espécies arbóreas, 

contemplando a presença de clorofilas é que começaram a aparecer no 

Brasil, dentre eles, destacam-se estudo da concentração de clorofila em 

cedro-rosa (Cedrela fissilis ) e cedro (Cedrela odorata), onde foi 

observada concentrações de clorofilas superiores em plantas cultivadas à 

sombra quando comparada as plantas de sol (INOUE, 1978). Em 

estudos com calos cultivados in vitro foram observadas diferenças na 

concentração de clorofila em calos de Kalanchoë crenata cultivados 

emdiferentes meios de cultura (STOBART et al., 1967). Bernet et al., 
(1999), isolaram cloroplastos oriundos de calos de milho e compararam 

o teor de clorofilas a e b com o tempo de sub-cultivo e se as fases 

luz/escuro interferiam no aumento e na diminuição destas clorofilas, 

onde eles perceberam que, o conteúdo de clorofila a era muito maior, 

quando comparado com o teor de clorofila b. Além disso, eles 

observaram que, o conteúdo de clorofila a diminuía com 3 horas de sub-

cultivo e após isso aumentava, ficando constante até as 16 h na fase de 

luz. Na fase de escuro, após as 16 horas, ocorria um declínio de clorofila 

a, aumentando novamente após as 22 h. A clorofila b, apresentava 

aumento na fase luz e declínio na fase escuro, sendo que após algum 

tempo nesta fase, o conteúdo de clorofila b aumentava novamente. 

Segundo os autores, a alta proporção de clorofilas a/b parece indicar que 

o complexo da antena coletora pode estar mal inserido na membrana dos 

tilacóides destes cloroplastos e possivelmente com baixa eficiência 

fotossintética.  

 
3.4.2.3 Compostos fenólicos  

 

Os compostos fenólicos constituem um dos maiores grupos de 

metabólitos secundários das plantas com mais de 8000 estruturas 

conhecidas (RICE-EVANS et al., 1997). São moléculas formadas por 

um ou mais anéis benzênicos, ligados a grupos hidroxilas, podendo 

apresentar como substituintes grupamentos metil, metoxil, amino e 

monossacarídeos (HARBORNE, 1999). Este grupo de compostos pode 

ser dividido em fenóis simples e polifenóis, dependendo do número de 

unidades de hidroxilas na molécula (CURVELIER et al., 1992). Os 

compostos fenólicos são sintetizados pela via do ácido chiquímico, em 

que se origina o aminoácido aromático fenilalanina, intermediário inicial 

na via de síntese de fenilpropanóides. Pela ação da enzima fenilalanina 

amonialiase (PAL) a fenilalanina origina o ácido cinâmico, que é 

hidroxilado a ácido p-cumárico, sendo este convertido a p-cumaroil-
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CoA, que é o substrato utilizado para a síntese das classes de compostos 

fenólicos. O p-cumaroil-CoA ainda pode ser sintetizado a partir da via 

do acetil-CoA/malonial-CoA (VERMERRIS & NICHOLSON 2008) 

(Figura 03). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Via de biossíntese de compostos fenólicos (RAMLOV, 2010, 

adaptado de VERMERRIS & NICHOLSON, 2008). 

 

Os compostos fenólicos podem ser divididos em seis subclasses 

baseado na sua estrutura química, como representado na Figura 4: 

ácidos fenólicos (5A - C6-C1), flavonoides (5B- C6-C3-C1), estilbenos 

(5C- C6-C2-C6), lignanas (5D- C6-C3)2, taninos (5E- C6-C3-C6)n e 

cumarinas (5F- C6-C3). Os flavonoides representam a maior classe de 

compostos fenólicos e podem ser divididos em outras subclasses de 

acordo com as variações que ocorrem no seu anel heterocíclico (ROSSI 

& KASUM 2002, TAPIERO et al. 2002). 
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Figura 5: Exemplos de estruturas químicas representativas das classes de 

compostos fenólicos (RAMLOV, 2010, adaptado de SHAHIDI & NACZK, 
2006). 

 

Devido à capacidade antioxidante os compostos fenólicos estão 

envolvidos na prevenção de inúmeras patologias humanas. Outras 

atividades biológicas têm sido relatadas, tais como antitumoral, anti-

inflamatória e antiviral (RAO et. al., 1993; MAGGI-CAPEYRON et al., 
2001). Em estudos in vitro, muitos compostos fenólicos naturais são 

melhores antioxidantes que as vitaminas E ou C. A sua capacidade de 

quelatar metais, especialmente cobre e ferro, faz com que atuem 

indiretamente como antioxidantes, já que inibem a ação catalisadora dos 

metais na formação dos radicais livres. A remoção de radicais livres e o 

potencial antioxidante dos compostos fenólicos dependem do arranjo 

dos grupos funcionais da estrutura nuclear do composto (CONNER & 

GRISHAM, 1996). 

Em extratos de calos de barbatimão, da família Fabaceae, foram 

observadas presença de fenóis, principalmente em calos cultivados na 

ausência de luz (CASTRO et al., 2009). Cultivo de calos de camomila 

(Matricaria recutita L. – Asteraceae) mostraram ser uma boa fonte de 

compostos fenólicos, principalmente com a adição de reguladores de 

crescimento BAP e ANA em maiores concentrações, sendo indicado 

para estudos mais aprofundados com o cultivo destes órgãos. 

Geralmente, o cultivo de calos tem sido utilizado como modelo para 
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estudos de desenvolvimento de plantas e facilitam a análise de 

mudanças metabólicas, tais como a atividade das enzimas, ação de 

reguladores e morfogênese (TAVANO et al., 2009; ARNALDOS et al., 
2001). Vários trabalhos na literatura mostraram a produção de 

metabólitos secundários, tais como flavonoides, em plantas cultivadas in 

vitro (PASQUAL et al., 2003; DIAS et al., 1998) e indicaram que partes 

de plantas cultivadas em meio de cultura podem apresentar teores 

maiores que os encontrados em plantas cultivadas no campo, podendo 

ser utilizada como modelo para estudos fitoquímicos. 

 

3.5 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA FITOQUÍMICA 

 

Para a determinação de substâncias ativas, a fitoquímica tem 

papel fundamental na detecção e análise de produtos do metabolismo 

vegetal, além disso, na cultura de tecidos in vitro tem se mostrado como 

uma ferramenta muito importante para a pesquisa e de grande interesse 

econômico. A fitoquímica estuda cada grupo da planta, desde a estrutura 

química molecular até as propriedades biológicas dos vegetais 

(VERPOORTE & MARASCHIN, 2001). Dentre os vários 

equipamentos utilizados na fitoquímica, a análise dos compostos por 

espectrofotometria de UV-vis e Cromatografia liquida de alta eficiência 

(CLAE) fornecem grande número de informações. Como por exemplo, a 

avaliação de crescimento das culturas de calos de Cedrela fissilis , 
através das curvas de dissimilação, espectrofotometria de UV-vis, 

espectroscopia de FTIR, foi possível compreender melhor como os 

diferentes açúcares e a glutamina atuam sobre o crescimento de calos de 

C. fissilis (PILATTI, 2011). 

A espectrofotometria de UV-Vis utiliza radiação eletromagnética, 

cujos comprimentos variam entre 200 a 780 nm. Quando estimulada 

com esse tipo de radiação, a molécula do composto pode sofrer 

transições eletrônicas por ocasião da absorção de energia quantizada. O 

espectro eletrônico de absorção é o registro gráfico da resposta do 

sistema ao estímulo. A absorção de energia UV-Vis modifica a estrutura 

eletrônica da molécula em consequência de transições eletrônicas 

envolvendo geralmente elétrons π e n (não ligantes) envolvidos em 

ligações. Isto requer que a molécula contenha pelos menos um grupo 

funcional insaturado (C=C, C=O, por exemplo) para fornecer os orbitais 

moleculares π e n. Tal centro de absorção é chamado de cromóforo, 

sendo responsável principalmente pelas transições π → π* e n → π*. 

Estas resultam da absorção de radiações eletromagnéticas que se 
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enquadram em uma região espectral experimentalmente conveniente, ao 

contrário das transições n → σ* e σ → σ*  que requerem geralmente 

radiações mais energéticas (< 200 nm) (PEREIRA, 2009). 

Os métodos cromatográficos de alta eficiência são um grupo de 

técnicas de separação de misturas, de modo que o mesmo instrumento 

faz a separação dos analitos contidos na amostra e sua 

quantificação. Esta técnica apresenta-se como uma alternativa bastante 

viável, eficiente e rápida, em comparação a métodos químicos e 

microbiológicos. Os métodos cromatográficos analíticos são 

responsáveis por mais da metade da demanda mundial de análises 

químicas. Muitas misturas complexas, especialmente de origem 

biológica, só podem ser quantificadas usando cromatografia líquida ou 

gasosa. O processo da quantificação funciona, basicamente, pela 

adsorção do analito de interesse na fase estacionária. O tempo de 

retenção permite a separação das várias substâncias que compõe a 

amostra: analito(s) e interferentes (SIMÕES et al., 2009). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAL VEGETAL 

 

Foram utilizadas sementes e plântulas axênicas de Cedrela fissilis  

como fontes de explantes para a realização dos experimentos. As 

sementes foram previamente adquiridas no Instituto Florestal de São 

Paulo e coletadas na Estação Experimental de Araraquara, São Paulo. 

4.2. DESINFECÇÃO DAS SEMENTES 

 

As sementes foram lavadas com água da torneira e detergente 

neutro, enxaguadas quatro vezes e, em fluxo laminar, foram imersas por 

75 minutos em solução comercial de hipoclorito de sódio (Q-Boa) com 

2.5% (v/v) de cloro ativo, acrescida de algumas gotas de detergente. Em 

seguida, foram enxaguadas por quatro vezes com água destilada 

esterilizada, para a remoção de resíduos de hipoclorito e detergente e 

inoculadas em meio de cultura (NUNESet al., 2007).  

4.3. PREPARAÇÃO DO MEIO DE CULTURA 

 

O meio de cultura utilizado para o estabelecimento de plântulas 

foi o meio de cultura Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962), uma mistura em pó preparada pela Sigma Chemical 

Co., na concentração de 4,4 g/L, suplementado com 59 mM de sacarose 

e 0,2% (m/V) de Phytagel. O pH do meio de cultura foi ajustado para 

5,8, antes da autoclavagem, utilizando-se solução de hidróxido de sódio 

0,1 M ou de ácido clorídrico 0,1 N. O meio de cultura foi distribuído em 

tubos de ensaio de 20 x 150 mm (8 ml de meio por tubo). Todos os 

tubos foram fechados com tampas de polipropileno e autoclavados por 

18 minutos a 1,1Kgf/cm
3
 e 121

o
C (NUNESet al., 2007). Estes 

procedimentos foram utilizados em todos os experimentos descritos a 

seguir, com modificações na composição do meio de cultura quando 

necessário. 

4.4. ESTABELECIMENTO DE PLÂNTULAS E CONDIÇÕES DE 

CRESCIMENTO DAS CULTURAS 
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As sementes desinfectadas foram inoculadas em meio de cultura 

MS, suplementado com sacarose e Phytagel nas concentrações citadas 

no item 4.3. Os tubos de ensaio foram cobertos com filme de 

polipropileno (76 mm x 76 mm), presos com elásticos de borracha. As 

culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura 

controlada de 25  2ºC, sob fotoperíodo de 16 horas, provido por 

lâmpadas fluorescentes Philips TDL (22.3 µmol.m
-
².s

-
¹) e umidade 

relativa de 70% (NUNES et al., 2007). Estas condições foram utilizadas 

em todos os experimentos, exceto quando especificado. 

4.5 INDUÇÃO E MORFOGÊNESE DE CALOS DE C. fissilis EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES DE CULTURA 

 

Segmentos de raiz, hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, 

cotilédone, folha e epicótilo medindo aproximadamente 5 mm de 

comprimento foram excisados de plântulas axênicas de C. fissilis com 8 

semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em 

meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado 

com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 0 ou 2,73 µM de 

glutamina, presença ou ausência de luz em 2,5 M de BAP, 5 M de 

ANA. Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz, 

hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por 

tubo de ensaio de epicótilo, sendo que cada tratamento foi constituído de 

25 repetições. As culturas foram mantidas nas condições descritas no 

item 4.4 e no tratamento de escuro os tubos de ensaio contendo os 

explantes foram envoltos em papel alumínio. Após 8 semanas do início 

dos experimentos, foi avaliada a porcentagem de indução de calos (nº 

total de calos/nº total de explantes x 100%). Os calos provenientes dos 

tratamentos foram cortados e homogeneizados, e posteriormente foram 

mantidos a -80°C para análise de compostos do metabolismo primário e 

secundário. 
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Figura 6: A) Plântula de C. fissilis com 8 semanas de idade. A localização dos 

explantes está indicada pelas letras: a) ápice; b) folha; c) cotilédone; d) nó 
cotiledonar; e) hipocótilo; f) raiz. B) Detalhe dos explantes: a) folha; b) 

cotilédone. C) Detalhe dos explantes: a) segmento foliar; b) segmento 
cotiledonar; c) segmento de hipocótilo; d) segmento de raiz; e) segmento apical; 

f) segmento nodal cotiledonar (PILATTI, 2011). 

 

4.6 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE PROTEÍNAS TOTAIS, 

AÇÚCARES SOLÚVEIS TOTAIS E AMIDO EM CALOS DE Cedrela 

fissilis  

4.6.1 Efeito de diferentes concentrações de sacarose e de glutamina 

em relação ao conteúdo de metabólitos primários e secundários de 

calos de Cedrela fissilis  

 
Segmentos nodais cotiledonares medindo aproximadamente 5 

mm de comprimento foram excisados de plântulas axênicas de C. fissilis 

com 8 semanas de idade [(Figura 6 –(A)-d)], obtidas conforme citado no 

item 4.4, e inoculados em meio de cultura preparado conforme descrito 
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no item 4.3, suplementado com 59 mM ou 118 mM de sacarose, com 

2,5 M de BAP, 5 M de ANA. Para testar os efeitos da glutamina 

foram observados através da suplementação do meio com 0, 2,73 mM 

ou 5,46 de glutamina. As culturas foram mantidas nas condições 

descritas no item 4.4. Após 8 semanas do início dos experimentos os 

calos foram coletados para as análises dos metabólitos primários e 

secundários e para a análise da porcentagem de calogênese. Foram 

utilizadas no mínimo 20 repetições por tratamento para as análises, 

totalizando 6 tratamentos. 

4.6.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e das concentrações de 

BAP e ANA em relação ao conteúdo de metabólitos primários e 

secundários de calos de Cedrela fissilis  

 
Segmentos nodais cotiledonares medindo aproximadamente 5 

mm de comprimento foram excisados de plântulas axênicas de C. fissilis 

com 8 semanas de idade, obtidas conforme citado no item 4.4. Os nós 

cotiledonares, contendo duas gemas axilares cada, foram inoculados no 

meio de cultura descrito em 4.3, suplementado com 118 mM de 

sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM de glutamina e os reguladores de 

crescimento BAP nas concentrações de 2,5 e 5,0 µM em combinação 

com concentrações de 2,5 e 5,0 M de ANA. As culturas foram 

mantidas nas condições descritas no item 4.4. Após 8 semanas do início 

dos experimentos os calos foram coletados para as análises dos 

metabólitos primários e secundários e para a análise da porcentagem de 

calogênese. Foram utilizadas no mínimo 20 repetições por tratamento 

para as análises, totalizando 12 tratamentos. 

4.6.3 Efeito de diferentes explantes, fontes de carbono, presença e 

ausência de luz e da glutamina sobre o crescimento e acúmulo de 

metabólitos primários e secundários em calos de Cedrela fissilis  

 
Segmentos de raiz, hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, 

cotilédone, folha e epicótilo medindo aproximadamente 5 mm de 

comprimento foram excisados de plântulas axênicas de C. fissilis com 8 

semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em 

meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado 

com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 0 ou 2,73 µM de 

glutamina, presença ou ausência de luz em 2,5 M de BAP, 5 M de 

ANA. Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz, 

hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por 
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tubo de ensaio de epicótilo, sendo que cada tratamento foi constituído de 

25 repetições por tratamento, totalizando 84 tratamentos. As culturas 

foram mantidas nas condições descritas no item 4.4 e no tratamento de 

escuro os tubos de ensaio contendo os explantes foram envoltos em 

papel alumínio. Após 8 semanas do início dos experimentos, foi 

avaliada a porcentagem de indução de calos (nº total de calos/nº total de 

explantes x 100%). Os calos provenientes dos tratamentos foram 

cortados e homogeneizados, e posteriormente foram mantidos a -80°C 

para análise de compostos do metabolismo primário e secundário. 

4.6.4 Preparo das amostras e relação massa fresca/ massa seca 

 

O extrato para a quantificação dos compostos foi preparado a 

partir de 1 g (massa fresca) para 8 mL de solvente extrator (metabólitos 

primários) e 10 mL de solvente extrator (metabólitos secundários). A 

concentração do extrato corresponde a 100  mg de extrato fresco 

(equivale a10 mg de extrato seco).  As análises dos conteúdos de 

proteínas solúveis totais, açúcares solúveis totais, amido, carotenoides, 

compostos fenólicos, flavonoides, clorofila e a atividade antioxidante 

pela inibição do radical (DPPH) foram realizadas a partir de n=5. 

Para a obtenção da relação massa fresca/massa seca (MF/MS), o 

teor de água dos calos foi expresso em porcentagem da massa fresca e 

em mg de água por mg de massa seca, determinados através da seguinte 

fórmula (LAUDANO, 2005):  

Teor de água (% da massa fresca) = (massa fresca – massa seca) 

/massa fresca x 100. 

 
4.6.4.1 Proteínas Solúveis totais: 

Os extratos foram preparadas segundo Santos et al., (2010), com 

modificações. Os calos crescidos conforme descrito nos itens 4.6.1; 

4.6.2; 4.6.3 foram maceradas em 8 mL de água, permanecendo em 

repouso por 30 minutos. Em seguida, o macerado foi aquecido em 

banho-maria a 40º C por 30 minutos, sendo transferidos para tubos 

Falcon, onde foram centrifugadas por 20 minutos, a 4.000 g. Para a 

quantificação das proteínas solúveis totais, alíquotas de 0,02 mL deste 

extrato, foram adicionadas a 0,2 mL do reagente de Bradford (1976). 

Após 20 min, procedeu-se a leitura das amostras a 595 nm em leitor de 

microplacas. A quantificação das proteínas solúveis totais foi feita a 

partir da curva padrão de albumina de soro bovino (BSA) (10 a 250 mg. 
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L
-1

- r² = 0,99; y =0,0027x). Os resultados foram expressos em mg de 

BSA por g de massa seca. 

 
4.6.4.2 Açúcares solúveis totais (AST) 

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1954) foi utilizada 

para determinar o teor de açúcares solúveis totais (AST). Dos extratos 

de calos que foram preparados no item 4.6.4.1 (4.6.1; 4.6.2; 4.6.3) foram 

retiradasalíquotas de 0,02 mL, sendo adicionados a 0,98 mL de água 

destilada e 2 mL do reagente antrona ( 20 mg de antrona, 0,5 mL de 

água destilada e 10 mL de ácido sulfúrico concentrado) em tubos de 

ensaio, sendo agitados em vórtex e aquecidos em banho-maria a 100º C 

por 5 minutos. Após, procedeu-se a leitura das amostras a 620 nm em 

leitor de microplacas. A quantificação dos AST foi feita a partir da 

curva padrão de glucose (1 a 10 mg. mL
-1

- r²= 0,99; y = 0,340x). Os 

resultados foram expressos em mg de glucose por g de massa seca. 

 
4.6.4.3 Amido 

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1954), foi utilizada 

para determinar o teor de amido. Ao resíduo da centrifugação do extrato 

bruto estabelecido conforme o item 4.6.4.1 (4.6.1; 4.6.2; 4.6.3), foram 

adicionados 2 mL de ácido perclórico 30 % (v/v), que permaneceu em 

repouso por 1 hora. Deste extrato, foi coletado 0,02 mL, sendo acrescido 

0,98 mL de água destilada e 2 mL do reagente antrona. Coletou-se 0,02 

mL deste resíduo, sendo adicionados 0,98 mL de água destilada e 2 mL 

do reagente antrona. Esta solução foi agitada em vórtex e aquecida em 

banho-maria a 100 º C por 5 minutos. Após, procedeu-se a leitura das 

amostras a 620 nm em leitor de microplacas. A quantificação do teor de 

amido foi feita a partir da curva padrão de glucose (1 a 10 mg. mL
-1

- r²= 

0,99; y = 0,340x). Os resultados foram expressos em mg de glucose por 

g de massa seca. 

4.7 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE FENÓLICOS TOTAIS, 

FLAVONOIDES TOTAIS, CAROTENOIDES E CLOROFILA EM 

CALOS DE Cedrela fissilis  

4.7.1 Compostos fenólicos totais 

 

As amostras de calos crescidos conforme itens4.6.1; 4.6.2; 4.6.3, 

foram maceradas com 10 mL de metanol 80% (MeOH 80%). Após a 
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maceração, as amostras foram mantidas em repouso no escuro por 1 

hora. Em seguida, as amostras foram filtradas sob vácuo.  

A determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais foi 

feita de acordo com a metodologia descrita por Rhandir et al. (2002). 

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do extrato metanólico 

(metanol 80%) de cada amostra e 5 mL de metanol 95%, seguido de 

agitação no vórtex. Dessa solução, foi retirado 1 mL e a este 

adicionaram-se 5 mL de água ultrapura, 1 mL de etanol 95% e 0,5 mL 

do reativo de Folin- Ciocalteu, seguido de agitação e repouso de 5 

minutos. Após, foi adicionado 1 mL de carbonato de sódio 5% (p/v), 

seguido de agitação e repouso de 1 hora em câmara escura. Em seguida 

procedeu-se a leitura das amostras a 725 nm em espectrofotômetro UV-

Vis. A quantificação dos compostos fenólicos totais foi feita a partir da 

curva padrão de ácido gálico (50 a 800 µg.mL
-1

 – r
2 
= 0,99; y = 1,254x). 

Os resultados foram expressos em µg de ácido gálico por g de massa 

seca. 

4.7.2 Flavonoides 

 

A determinação do conteúdo de flavonoides totais foi feita de 

acordo com Zacarias et al., (2007), com modificações. As amostras de 

calos estabelecidos nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3 foram maceradas em 10 

mL de metanol 80% (MeOH 80%) e foram mantidas em repouso (1 

hora) em câmara escura. Os extratos foram filtrados sob vácuo. Uma 

alíquota de 0,5 mL de cada extrato foi utilizada para a determinação do 

conteúdo de flavonoides totais, na presença de 0,5 mL de solução de 

cloreto de alumínio (2% em metanol) e 2,5 mL de etanol. Após repouso 

de 1 hora, fez-se a leitura a 420 nm em espectrofotômetro UV-Vis. A 

quantificação dos flavonoides foi feita a partir da curva padrão de 

quercetina (0,5 a 100 µg.mL
-1

 – r
2 

= 0,99; y = 0,009x). Os resultados 

foram expressos em µg de quercetina por g de massa seca. 

4.7.3 Carotenoides 

 

As amostras de calos crescidos conforme itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3 

foram maceradas em 10 mL de solução hexano:acetona (50:50, v/v), 

contendo 100 mg.L
-1

 de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Após a 

maceração, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em câmara 

escura, filtradas sob vácuo e o solvente evaporado sob fluxo de N2 

gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol PA e 

posteriormente, submetido à espectrofotometria UV-Vis (Hiatachi U-
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1800) para determinação do teor de carotenoides totais (λ = 450 nm). A 

quantificação dos carotenoides totais utilizou de curva padrão-externa de 

β–caroteno (Sigma, 0,5 a 10 µg.mL
-1

 – r
2 

= 0,99; y = 0,167x). Os 

resultados foram expressos em µg β – caroteno por g de massa seca. 

4.7.4 Dosagem de Clorofilas 

 

A clorofila dos calos foi dosada conforme metodologia descrita 

por Hiscox & Israelstam (1979), com modificações. Calos crescidos 

conforme descrito nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3, foram macerados com 10 

mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e mantidos em estufa a 45ºC durante 

45 minutos. Após a incubação, o extrato foi centrifugado a 3.000 rpm e 

em seguida, a absorbância foi lida em espectrofotômetro UV-vis, em 

645 e 663 nm. Para a quantificação das clorofilas foi utilizada a Fórmula 

de Arnon (1949): 

mg.mL de clorofila a = 0,0127.D663 – 0,00269.D645 

mg.mL de clorofila b = 0,0229.D645 – 0,00468.D663 

Os resultados foram expressos em µg de clorofila por mL de 

extrato. 

4.8 PERFIL METABÓLICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE 

VARREDURA UV-VIS DE CALOS DE C. fissilis 

4.8.1 Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre os perfis metabólicos de extratos de calos de 

Cedrela fissilis  
 

Calos crescidos conforme item 4.6.1, em meio de cultura MS, 

semi-sólido, suplementado com 59 mM ou 118 mM de sacarose, com 

2,5 M de BAP, 5 M de ANA e a suplementação de 0; 2,73 ou 5,46 

mM de glutamina foram preparados para posteriores analises. 

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa 

fresca foram maceradas em 10 mL de solução hexano:acetona (50:50, 

v/v), contendo 100 mg.L
-1

 de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Após a 

maceração, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em câmara 

escura, filtradas sob vácuo e o solvente evaporado sob fluxo de N2 

gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA) 

e posteriormente, submetido à varredura por espectrofotometria UV-Vis 

(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram 

submetidos a 5 varreduras em espectrofotômetro UV-vis (200 – 800 

nm). Os valores de absorbância obtidos foram plotados em planilha do 
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Microsoft Office Excel 2007 e um gráfico foi gerado a partir da média 

dos valores obtidos nas varreduras. 

4.8.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANAsobre os perfis metabólicos de extratos 

de calos de Cedrela fissilis  
 

Calos crescidos conforme item 4.6.2, em meio de cultura, 

suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM 

de glutamina e os reguladores de crescimento BAP nas concentrações de 

2,5 e 5,0 µM em combinação com concentrações de 2,5 e 5,0 M de 

ANA foram preparados para posteriores analises. 

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa 

fresca foram maceradas em 10 mL de solução hexano:acetona (50:50, 

v/v), contendo 100 mg.L
-1

 de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Após a 

maceração, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em câmara 

escura, filtradas sob vácuo e o solvente evaporado sob fluxo de N2 

gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA) 

e posteriormente, submetido à varredura por espectrofotometria UV-Vis 

(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram 

submetidos a 5 varreduras em espectrofotômetro UV-vis (200 – 800 

nm). Os valores de absorbância obtidos foram plotados em planilha do 

Microsoft Office Excel 2007 e um gráfico foi gerado a partir da média 

dos valores obtidos nas varreduras. 

4.8.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre os perfis metabólicos de extratos de 

calos de Cedrela fissilis  
 

Calos crescidos conforme item 4.6.3, em meio de cultura MS, 

semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou 

glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina na luz com 2,5 μM de BAP e 5 μM 

de ANA, foram selecionados e mantidos em nitrogênio líquido até o 

momento do preparo das amostras. 

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa 

fresca foram maceradas em 10 mL de solução hexano:acetona (50:50, 

v/v), contendo 100 mg.L
-1

 de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Após a 

maceração, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em câmara 

escura, filtradas sob vácuo e o solvente evaporado sob fluxo de N2 

gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA) 

e posteriormente, submetido à varredura por espectrofotometria UV-Vis 
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(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram 

submetidos a 5 varreduras em espectrofotômetro UV-vis (200 – 800 

nm). Os valores de absorbância obtidos foram plotados em planilha do 

Microsoft Office Excel 2007 e um gráfico foi gerado a partir da média 

dos valores obtidos nas varreduras. 

4.9 ANÁLISES QUALITATIVAS POR CLAE DE CAROTENOIDES 

DE CALOS DE Cedrela fissilis  
 

Os extratos provenientes dos tratamentos: raiz, hipocótilo, nó 

cotiledonar, nó foliar, cotilédone, folha e epicótilo cultivados em 

concentração de 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 2,5 M de 

BAP, 5 M de ANA, 0 ou 2,73 mM de glutamina, sendo todos os 

tratamentos cultivados na presença de luz, foram selecionados para 

determinação do perfil carotenoídico via Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). 

A saponificação dos extratos selecionados para CLAE foram 

realizados através da adição de 100 µL da solução metanólica de 

hidróxido de potássio 10% a 1 mL de extrato carotenoídico, durante três 

horas, a temperatura ambiente e em local protegido da luz. Após este 

período, as amostras foram lavadas em funil de separação (por quatro 

vezes com água ultrapura). A fração remanescente foi transferida para 

frasco âmbar, seguido da remoção do solvente sob fluxo de N2 gasoso e 

ressuspensão em 200 µL de hexano. 

Alíquotas de 10 L de cada amostra foram analisadas em 

cromatógrafo líquido (Shimzadu LC – 10A), equipado com coluna de 

fase reversa C18 (Vydac 201TP54, 25 cm x 4,6 mm  interno) e pré-

coluna (Vydac 218GK54, 5 µm) e detector espectrofotométrico UV-Vis 

operando em 450 nm. A eluição utilizou metanol: acetonitrila (90:10, 

v/v) como fase móvel, fluxo de 1 mL.min
-1

. A identificação dos 

compostos de interesse foi realizada através de comparação com os 

tempos de retenção dos compostos padrões (luteína, zeaxantina, β e α – 

caroteno, Sigma), sob as mesmas condições experimentais. A 

quantificação dos carotenoides foi feita utilizando-se curva padrão 

externa de luteína (2,5 a 50 µg.mL
-1 

- r
2 

= 0,99; y = 7044x) e β – 

caroteno (0,01 a 5 µg.mL
-1

- r
2 

= 0,99; y = 1019x) e considerou a área 

dos picos de interesse para efeito dos cálculos de concentração, sendo 

que os valores apresentados correspondem à média de 3 injeções por 

amostra. A concentração de carotenoides foi expressa em g por g de 

massa seca.  



31 

5.ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CALOS DE 

Cedrela fissilis  

5.1 INIBIÇÃO DO RADICAL DPPH (1,1-DIFENIL-2-

PICRILHIDRAZIL) 
 

A fim de avaliar a capacidade antioxidante, extratos metanólicos 

de calos obtidos conforme descrito nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3 (extrato 

equivalente a 10 mg de extrato seco), foram submetidos ao teste do 

DPPH . Este modelo é baseado na capacidade do radical livre estável 

1,1-difenil-2-picrilhidrazil em reagir com substâncias doadoras de 

hidrogênio (DPPH + AH  DPPH-H + A ), incluindo compostos 

fenólicos (ROGINSKY & LISSI, 2005), sendo um método amplamente 

utilizado e relativamente rápido quando comparado a outras técnicas 

(SÁNCHEZ-MORENO et al. 1998; MENSOR et al. 2001). O consumo 

de DPPH  é, portanto, um índice para estimar a capacidade antioxidante 

na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio 

espectrofotométrico, a absorbância diminui como resultado de uma 

alteração na coloração, de violeta para amarelo, uma vez que o radical é 

capturado por antioxidantes presentes no extrato através da doação de 

um átomo de H para formar a molécula estável DPPH-H (ESPÍNet al., 

2000). 

A metodologia utilizada foi descrita por Kim et al. (2002). Uma 

alíquota de 290 µL da solução metanólica do radical DPPH (Sigma, 0,1 

mM em metanol 80%) foi acrescida de 10 µL da amostra (em metanol 

80%). O decréscimo da absorbância em 530 nm foi medido em leitora 

de microplacas após 30 minutos de incubação da amostra. O BHT foi 

utilizado como padrão.  

A atividade de seqüestro do radical DPPH foi calculada pela 

equação abaixo: 

% de inibição: [(Abs controle - Abs final da amostra)/ Abs 

controle] x 100 

5.2ANÁLISES HISTOQUÍMICA DE CALOS DE Cedrela fissilis  

 

Segmentos de raiz, hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, 

cotilédone, folha e epicótilo medindo aproximadamente 5 mm de 

comprimento foram excisados de plântulas axênicas de C. fissilis com 8 

semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em 

meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado 

com 118 mM de glucose, 2,5 M de BAP, 5 M de ANA. No 
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tratamento de escuro os tubos de ensaio contendo os explantes foram 

envoltos em papel alumínio. Os efeitos da glutamina foram observados 

através da suplementação do meio com glutamina na concentração de 

2,73 mM.  Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz, 

hipocótilo, nó cotiledonar, nó foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por 

tubo de ensaio de epicótilo, sendo que cada tratamento foi constituído de 

25 repetições. As culturas foram mantidas nas condições descritas no 

item 4.4. Após 8 semanas do início dos experimentos, os calos 

provenientes dos tratamentos, foram cortados e homogeneizados para a 

análise histoquímica. 

5.2.1 Análise em microscopia de luz (ML) 

 

As amostras dos diferentes tratamentosforam processadas para 

análises histoquímica e morfológica em microscopia de luz e 

histoquímica. Fragmentos dos calos foram fixados em solução de 

paraformaldeído 2.5 % em tampão fosfato 0.1 M, pH 7.2, overnight 

(Schmidt et al., 2009). Após a fixação, as amostras foram lavadas e 

desidratadas em séries crescentes de etanol. Após a desidratação, as 

amostras foram infiltradas em historesina (Leica Historesin, Heidelberg, 

Alemanha). Secções com 5 µm de espessura foram corados com 

diferentes testes citoquímicos e fotografados com o microscópio 

Epifluorescent (Olympus BX 41), equipado com o sistema de captura 

Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, 

Estados Unidos da América). 

 

5.2.2 Testes citoquímicas 
As secções dos diferentes tratamentosforam coradas com os 

seguintes citoquímicas: a dupla marcação com ÁcidoPeriódico de Schiff 

(PAS) utilizado paraidentificar a presença de polissacarídeos neutros 

(Schmidt et al., 2012) e Azulbrilhante de Coomassie (CBB) para 

identificar a presença de proteínas totais (Schmidt et al., 2012), e Azul 

de Toluidina (AT-O) para identificar polissacarídeos ácidosatravés da 

reação de metacromasia (Schmidt et al., 2010). 
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6.ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os experimentos foram montados de acordo com o 

delineamento estatístico completamente casualizado. Os resultados 

foram analisados estatisticamente através da análise de variância 

(ANOVA) simples ou multifatorial com separação de médias pelo teste 

de Tukey. As análises foram feitas considerando um intervalo de 

confiança de 95% e nível de significância de 5% (p<0,05). As análises 

de variância foram realizadas no programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, 

Inc.). 
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7. RESULTADOS 

 
 

Os resultados descritos a seguir referem-se aos experimentos 

conduzidos para verificar os efeitos de diferentes fatores como tipos e 

concentrações de fontes de carbono, concentrações de glutamina, 

combinações de diferentes concentrações de BAP e ANA, tipos de 

explantes, presença e ausência de luz sobre a indução e morfogênese dos 

calos, teores de metabólitos primários, teores de metabólitos secundários 

e atividade antioxidante de extratos de calos de C. fissilis.  

Nos experimentos conduzidos por Pilatti (2011) ficou 

evidenciado que nós cotiledonares cultivados na presença de 2,5 µM de 

BAP e 5 µM de ANA produziam calos com biomassa considerável para 

as análises bioquímicas. Assim, no presente de trabalho, para cada 

parâmetro estudado e apresentado abaixo (indução e morfogênese de 

calos, análises de metabólitos primários, análises de metabólitos 

secundários e análises da atividade antioxidante dos calos) os resultados 

dos experimentos realizados serão apresentados na seguinte sequência: 

primeiramente, os experimentos com nós cotiledonares cultivados nas 

concentrações de 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, para verificar o 

efeito das concentrações de sacarose e glutamina. Esses experimentos 

indicaram que a concentração de 118 mM de sacarose e 2,73 mM ou 

5,46 mM de glutamina produziram os maiores níveis de metabólitos 

secundários. Assim sendo, em seguida, são apresentados os resultados 

dos experimentos, ainda com nós cotiledonares, em que foram 

manipulados os tipos de fontes de carbono, agora na concentração de 

118 mM e com 2,73 mM de glutamina, e as diferentes concentrações de 

BAP e ANA. Como esses experimentos indicaram que as maiores 

concentrações de metabólitos secundários ocorria em outras 

combinações de BAP e ANA, que não a que propiciava o maior 

crescimento dos calos (2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA), o que poderia 

comprometer a disponibilidade de biomassa de calos para as análises 

posteriores, essa combinação de reguladores de crescimento, assim com 

a concentração de 2,73 mM de glutamina foram escolhidas para tentar 

otimizar a produção dos metabólitos secundários, agora através da 

manipulação dos tipos de explante, fontes de carbono, presença e 

ausência de luz e presença e ausência de glutamina. Por essa razão, para 

os itens apresentados em resultados indução e morfogênese, análises 

quantitativas de metabólitos primários, análises quantitativas de 

metabólitos secundários, atividade antioxidante de extratos de calos os 
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experimentos serão apresentados na seguinte sequência: efeito de 

concentrações de sacarose e glutamina, efeito de fontes de carbono e 

combinações de concentrações de BAP e ANA e efeito de fontes de 

carbono, tipos de explante, presença e ausência de luz e de glutamina. 

As análises quantitativas e qualitativas de carotenoides por CLAE foram 

realizadas apenas para os experimentos em que foram manipuladas 

fontes de carbono, tipos de explantes, presença e ausência de luz e de 

glutamina. 

7.1 INDUÇÃO E MORFOGÊNESE DE CALOS DE C. fissilis EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES DE CULTURA 

7.1.1. Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre a indução de calos originados a partir de nós 

cotiledonares de plântulas de Cedrela fissilis  

 
Os experimentos cujos resultados são apresentados na tabela 1 

visaram analisar o efeito de diferentes concentrações de sacarose em 

combinação com diferentes concentrações de glutamina sobre a 

iniciação de calos, a partir de um tipo de explante, nós cotiledonares, 

que seriam utilizados, na sequência, nas análises dos metabólitos 

primários, secundários e atividade antioxidante em calos produzidos 

nessas condições de cultivo. Nesses experimentos foram mantidas as 

concentrações de 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, condições essas que 

em experimentos preliminares, realizados com nós cotiledonares, 

garantiram altas taxas de indução e formação de biomassa significativa 

para as análises posteriores. 

Os resultados da Tabela 1 indicam que, na concentração de 59 

mM de sacarose e na presença de 5,46 mM de glutamina, apenas 45% 

dos nós cotiledonares formaram calos. Em todos os outros experimentos 

as porcentagens de indução variaram de 70% a 85%, sendo que apenas 

nos tratamentos de 58 mM e de 118 mM, sem glutamina, de 33,3% a 

42,8% dos calos formaram raízes. 
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Tabela 01: Efeito de concentrações de sacarose e glutamina sobre a 

indução e morfogênese de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 

semanas, a partir de nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & 

Skoog, semi-sólido, suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de 

ANA. 

Sacarose 

(mM) 

Glutamina 

(mM) 

Número 

de 

explantes 

inoculados 

Calogênese 

(%) 

Calos 

com 

raízes 

(%) 

Formação 

de raízes 

(%) 

59   0 40 85 42,8 0 

59   2,73 40 70 0 0 

59   5,46 40 45 0 0 

118 0 40 85 33,3 0 

118   2,73 40 75 0 0 

118 5,46 40 70 0 0 

 

7.1.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANA sobre a indução de calos originados a 

partir de nós cotiledonares de plântulas Cedrela fissilis  

 

Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir 

foram conduzidos com nós cotiledonares, com a concentração fixa de 

glutamina de 2,73 mM e foram manipuladas as fontes de carbono, na 

concentração de 118 mM e diferentes combinações de concentrações de 

BAP e ANA.  

Os resultados da tabela 2 indicam que, em todas as combinações 

de BAP e ANA testadas, exceto para os tratamentos com sacarose, as 

taxas de indução de calos foram de 100%. Na presença de sacarose, 

contudo as porcentagens de indução variaram entre 65% e 95 %. Apenas 

nos tratamentos com sacarose foi observada a formação de raízes nos 

calos produzidos (entre 14,2% e 15% dos explantes inoculados), em 

todas as combinações de concentrações BAP e ANA testadas. 
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Tabela 02: Efeito de fontes de carbono e de combinações de BAP e 

ANA sobre a indução e morfogênese de  calos de Cedrela fissilis 

cultivados, durante 8 semanas, a partir de nós cotiledonares em meio de 

cultura  Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 

suplementado com 2,73 mM de glutamina. 

Fontes de 

carbono 

BAP 

(µM) 

ANA 

(µM) 

Número de 

explantes 

inoculados 

Calogênese 

(%) 

Calos 

com 

raízes 

(%) 

Sacarose 2,5 5,0 40 85 14,2 

 5,0 2,5 40 95 14,2 

 2,5 2,5 40 85 14,2 

 5,0 5,0 40 65 15 

Frutose 2,5 5,0 40 100 0 

 5,0 2,5 40 100 0 

 2,5 2,5 40 100 0 

 5,0 5,0 40 100 0 

Glucose 2,5 5,0 40 100 0 

 5,0 2,5 40 100 0 

 2,5 2,5 40 100 0 

 5,0 5,0 40 100 0 

 

7.1.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre a indução de calos de Cedrela 

fissilis  

 

Os experimentos, cujos resultados são descritos a seguir, foram 

realizados com o objetivo de verificar as porcentagens de indução e a 

morfogênese de calos produzidos, após 8 semanas de cultivo, a partir de 

diferentes tipos de explantes cultivados em meio de cultura MS, 

suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM 

de glutamina, 2,5 µM de BAP, 5 µM de ANA e 0,2% de Phytagel 

(Sigma). As concentrações de fontes de carbono e de reguladores de 

crescimento utilizadas, assim como as concentrações de glutamina 

foram aquelas que propiciaram os maiores valores de indução de calos e 

de biomassa seca dos calos produzidos a partir de nós cotiledonares, de 

acordo com os resultados obtidos preliminarmente por Pilatti (2011). 

Tais condições foram selecionadas para verificar que efeitos as fontes de 

carbono, presença e ausência de glutamina, luz e escuro teriam sobre a 

indução de calos, agora em outros tipos de explantes, obtidos a partir da 
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folha, nó foliar, cotilédone, hipocótilo, raiz e epicótilo. Posteriormente, 

os calos produzidos foram utilizados para as análises dos metabólitos 

primários, secundários e atividade antioxidante. 

 
8.1.3.1. Efeito da sacarose sobre a indução de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 3 indicam que porcentagens de indução 

de calos acima de 80% foram observadas para explantes de nó 

cotiledonar, nó foliar e hipocótilo, na luz e para nó cotiledonar, 

hipocótilo e epicótilo, no escuro, tanto na presença como na ausência de 

glutamina. Os menores valores de indução de calos ≤ 50% foram 

observados, tanto na luz como no escuro para explantes de folha e 

cotilédone. Para raiz, na luz, a ausência de glutamina promoveu a 

formação de calo (60%), enquanto que no escuro a presença de 

glutamina é que promoveu a indução (50%). No escuro, parece ter 

havido um efeito promotor da glutamina sobre a indução de calos de 

folha, cotilédone e de raiz. As menores porcentagens de indução com 

glucose ocorreram com explantes de cotilédone, em glutamina (22%) e 

com explantes de folha, sem glutamina (23,3%). No escuro, as menores 

porcentagens de indução foram observadas com explantes de folha, 

tanto na ausência (13,%) como na presença de glutamina (33%).  

Quanto à morfogênese verifica-se pela tabela 3 que, na luz, 

apenas os explantes de nó foliar e epicótilo formaram raízes enquanto 

que no escuro a rizogênese ocorreu nos calos de nó cotiledonar, folha, 

nó foliar, cotilédone e epicótilo. Assim, a formação de raízes nos calos 

foi observada tanto na presença, quanto na ausência de luz, sendo que na 

luz, o tratamento que apresentou maior porcentagem de rizogênese foi o 

nó foliar com glutamina (24%).  
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Tabela 03: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a indução e morfogênese de calos de Cedrela fissilis cultivados 

durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 

2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Condição 

de 

cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Número de 
explantes 

inoculados 

Calogênese 
 (%) 

Calos 
com 

raízes 
(%) 

 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 15 93,3 0  

  2,73 25 84 0  

 Folha 0 30 23,3 0  

  2,73 50 - -  

 Nó foliar 0 15 100 6,6  

  2,73 25 80 24  

 Cotilédone 0 30 33,3 0  

  2,73 50 22 2  

 Hipocótilo 0 30 100 0  

  2,73 50 100 0  

 Raiz 0 30 60 0  

  2,73 50 46 0  

 Epicótilo 0 15 73,3 13,3  

  2,73 25 84 0  

       

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 15 93,3 0  

  2,73 25 88 8  

 Folha 0 30 13,3 3,3  

  2,73 50 32 0  

 Nó foliar 0 15 53,3 0  

  2,73 25 68 16  

 Cotilédone 0 30 33,3 3,3  

  2,73 50 64 8  

 Hipocótilo 0 30 90 0  

  2,73 50 88 0  

 Raiz 0 30 36,6 0  

  2,73 50 50 0  

 Epicótilo 0 15 100 13,3  

  2,73 25 92 0  
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7.1.3.2. Efeito da frutose sobre a indução de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 4 indicam que porcentagens de indução 

de calos acima de 92% ocorreram na maioria dos tratamentos, 

independente do tipo de explante, da presença ou ausência de luz ou de 

glutamina. Apenas explantes de folha, cotilédone, na luz, na presença de 

glutamina e de cotilédone, no escuro, também na presença de glutamina 

apresentaram as menores taxas de indução, que variaram entre 74 e 

76%.  

Quanto à morfogênese dos calos os resultados indicam que, na 

luz, foi observada a formação de raízes em alguns tratamentos, sendo 

que a maior porcentagem de calos com raízes (23%) ocorreu em 

explantes de folhas. No escuro, entretanto, calos oriundos de folhas e de 

cotilédones na ausência de glutamina apresentaram 100% e 56,6%, 

respectivamente, de rizogênese e calos de nó cotiledonar, folha, nó foliar 

e cotilédone formaram raízes na presença e na ausência de glutamina. 

Calos de epicótilo e raiz não apresentaram rizogênese, na luz ou no 

escuro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

Tabela 04: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a indução e morfogênese de calos de Cedrela fissilis cultivados 

durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 

2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamin

a (mM) 

Número de 
explantes 

inoculados 

Calogênes
e 

 (%) 

Calos 
com 

raízes 
(%) 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 15 100 3,3 

  2,73 25 100 0 

 Folha 0 30 100 23,3 

  2,73 50 74 8 

 Nó foliar 0 15 100 0 

  2,73 25 100 4 

 Cotilédone 0 30 100 13,3 

  2,73 50 76 8 

 Hipocótilo 0 30 100 0 

  2,73 50 100 0 

 Raiz 0 30 93,3 0 

  2,73 50 100 0 

 Epicótilo 0 15 100 0 

  2,73 25 96 0 

      

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 15 100 13,3 

  2,73 25 100 4 

 Folha 0 30 100 100 

  2,73 50 92 38 

 Nó foliar 0 15 100 20 

  2,73 25 100 4 

 Cotilédone 0 30 100 56,6 

  2,73 50 76 34 

 Hipocótilo 0 30 100 3,3 

  2,73 50 100 0 

 Raiz 0 30 100 0 

  2,73 50 100 0 

 Epicótilo 0 15 100 0 

  2,73 25 100 0 
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7.1.3.3. Efeito da glucose sobre a indução de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 5 indicam que, na presença de glucose, as 

taxas de indução de calos na luz foram de 100%, na maioria dos 

tratamentos, exceto para explantes de folha, cotilédone, raiz e epicótilo, 

na presença de glutamina. No escuro, as porcentagens de indução abaixo 

de 100% (entre 76% e 92%) foram observadas para explantes de folha, 

cotilédones e raiz, com glutamina.  

Quanto à morfogênese dos calos em glucose, os resultados 

indicam que, na luz, foi observada a formação de raízes em 42 a 50% 

dos calos produzidos a partir de explantes de folha e cotilédone, tanto na 

ausência como na presença de glutamina. No escuro, entre 66% e 86% 

dos calos originados de segmentos de folhas apresentaram rizogênese, 

independente da presença de glutamina, enquanto que os valores foram 

de 33,3% a 58% para os calos produzidos a partir de cotilédone. Calos 

de nó cotiledonar na luz, não apresentaram rizogênese na ausência ou 

presença de glutamina, enquanto que no escuro apenas 13,3% formou 

raízes, mas somente na ausência de glutamina. No escuro apenas os 

calos de nó cotiledonar, de hipocótilo e epicótilo, na ausência de 

glutamina, não formaram raízes.  
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Tabela 05: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a indução e morfogênese de calos de Cedrela fissilis cultivados 

durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 

2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Número de 
explantes 

inoculados 

Calogênese 
 (%) 

Calos 
com 

raízes 
(%) 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 15 100 0 

  2,73 25 100 0 

 Folha 0 30 100 50 

  2,73 50 74 42 

 Nó foliar 0 15 100 0 

  2,73 25 92 8 

 Cotilédone 0 30 100 50 

  2,73 50 60 50 

 Hipocótilo 0 30 100 0 

  2,73 50 100 2 

 Raiz 0 30 100 0 

  2,73 50 84 16 

 Epicótilo 0 15 100 0 

  2,73 25 100 0 

      

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 15 100 13,3 

  2,73 25 92 0 

 Folha 0 30 100 86,6 

  2,73 50 86 66 

 Nó foliar 0 15 100 20 

  2,73 25 100 4 

 Cotilédone 0 30 100 33,3 

  2,73 50 76 58 

 Hipocótilo 0 30 100 10 

  2,73 50 100 0 

 Raiz 0 30 100 3,3 

  2,73 50 90 8 

 Epicótilo 0 15 100 0 

  2,73 25 100 4 
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7.2 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE PROTEÍNAS TOTAIS, 

AÇÚCARES SOLÚVEIS TOTAIS E AMIDO EM CALOS DE Cedrela 

fissilis  
 
Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir 

foram realizados com o objetivo de estudar o metabolismo primário dos 

calos de C. fissilis produzidos em condições de cultivo em que foram 

manipuladas, combinações de concentrações de sacarose e de glutamina, 

combinações de fontes de carbono e de diferentes combinações de 

concentrações BAP e ANA, e de fontes de carbono, tipos de explantes, 

presença e ausência de luz. 

Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes 

de carbono, devido à grande quantidade de dados obtidos, os resultados 

são apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para 

melhor visualização dos valores precisos de concentrações obtidos e das 

diferenças estatísticas entre todos os tratamentos conduzidos. 

7.2.1. Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre os teores de proteínas totais, açúcares solúveis 

totais e amido em calos de Cedrela fissilis  

 
Nos experimentos descritos a seguir foram quantificadas as 

proteínas totais, açúcares solúveis totais e amido em calos de C. fissilis, 

produzidos a partir de nós cotiledonares, após 8 semanas de cultivo, em 

meio de cultura MS suplementado 2,5 µM de BAP, 5 µM de ANA, 

0,2% de Phytagel (Sigma) e com concentrações de sacarose de 59 mM e 

118 mM, em combinação com concentrações de glutamina de 0, 2,73 

mM e 5,46 mM.  

Os resultados da tabela 6 indicam que o maior teor de proteínas 

totais (10,81 µg/g MS) foi detectado em calos produzidos em meio de 

cultura contendo 59 mM de sacarose em combinação com 5,46 mM de 

glutamina, enquanto que os maiores níveis de açúcares solúveis totais e 

amido (245,80 µg/g MS e 113,24 µg/g MS, respectivamente) foram 

observados nos calos produzidos na presença de 118 mM de sacarose e 

de 5,46 mM de glutamina. A menor concentração de proteínas totais 

(5,44 µg/g MS) foi observada em calos cultivados com 59 mM de 

sacarose e na ausência de glutamina, enquanto que as menores 

concentrações de açúcares solúveis totais (85,70 µg/g MS) e amido 

(38,59 µg/g MS) ocorreram nos calos crescidos na presença de 59 mM 

de sacarose e 5,46 mM de glutamina.  
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Tabela 06: Efeito de concentrações de sacarose e glutamina sobre o 

conteúdo de proteínas totais, açúcares solúveis totais e amido de calos 

de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir de nós 

cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Em negrito os 

melhores tratamentos. 

Sacarose 

(mM) 

Glutamina 

(mM) 

Proteínas totais  

(µg/g MS)
a
 

Açúcares 

solúveis totais 

(µg/g MS)
a 

Amido 

(µg/g MS)
a
 

59   0 5,44±0,04 e 48,20±0,20 f 24,82±0,16 f 

59   2,73 6,57±0,03 d 108,40±0,30 d 42,47±0,74 d 

59   5,46 10,81±0,03 a 85,70±0,20 e 38,59±0,38 e  

118 0 7,49±0,06 c 135,40±0,30 c 77,65±0,42 b 

118   2,73 9,33±1,05 b 152,50±0,20 b 67,82±0,26 c 

118 5,46 8,13±0,03 c 245,80±0,10 a 113,24±0,21 a 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca.  

 

7.2.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANA sobre os teores de proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis  

 
Nesses experimentos foram quantificadas as proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de C. fissilis, produzidos a 

partir de nós cotiledonares, após 8 semanas de cultivo, em meio de 

cultura MS suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 

2,73 mM de glutamina, 0,2% de Phytagel (Sigma) e com diferentes 

combinações de concentrações de BAP e ANA. 

Os resultados da tabela 7 indicam que os maiores teores de 

proteínas totais (10,99 µg/g MS e 11,06 µg/g MS) foram detectados em 

calos cultivados com sacarose, 5 µM de BAP,e 5 µM de ANA) e em 

frutose, com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, enquanto que os maiores 

níveis de açúcares solúveis totais e amido (199,71 µg/g MS e 92,18 µg/g 

MS, respectivamente) foram observados nos calos produzidos na 

presença de 118 mM de sacarose, 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA. 

As menores concentrações de proteínas totais (1,07 µg/g MS e 1,17 µg/g 

MS) foram observadas em calos cultivados com frutose, 2,5 µM BAP e 

2,5 µM de ANA e com glucose, 5 µM BAP e 2,5 µM de ANA. A menor 

concentração de açúcares solúveis totais (21,12 µg/g MS) ocorreu em 
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calos cultivados em frutose, 5 µM BAP e 2,5 µM de ANA e os menores 

teores de amido dos calos (7,65 µg/g MS e 7,20 µg/g MS) foram 

detectados nos tratamentos com glucose, 5 µM BAP em combinação 

com 2,5 µM ou 5 µM de ANA. 

Com glucose o maior valor de proteínas totais (3,17 µg/g MS) foi 

obtido em calos cultivados com 2,5 µM BAP e 5 µM de ANA.  A maior 

concentração de açúcares solúveis totais (157,18 µg/g MS) dos calos 

cultivados em frutose ocorreu com 2,5 µM BAP e 2,5 µM de ANA e 

com glucose (112,82 µg/g MS), em 5 µM de BAP e 5 µM de ANA. O 

maior teor de amido dos calos cultivados em frutose (29,94 µg/g MS) 

ocorreu nas combinações de concentração de 5 µM de BAP e 5 µM de 

ANA e em glucose (22,88 µg/g MS), em 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de 

ANA. 

 

Tabela 07. Efeito de fontes de carbono e de combinações de BAP e 

ANA sobre conteúdo de proteínas totais, açúcares solúveis totais e 

amido de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir 

de nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-

sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose e 
2,73 mM de glutamina. Em negrito os melhores tratamentos. 

Fonte de 

carbono 

BAP 

(µM) 

ANA 

(µM) 

Proteínas 

totais 

(µg/g MS)
a
 

Açúcares 

solúveis totais 

(µg/g MS)
a
 

Amido 

(µg/g MS)
a
 

Sacrose 2,5 5,0 10,02 ± 0,02 c
 

122,94 ± 0,21e
 

69,29 ± 0,16 b
 

 5,0 2,5 9,77 ± 0,02 d
 

142,59 ± 0,13 d
 

45,47 ± 0,34 d
 

 2,5 2,5 10,31 ± 0,04 b
 

199,71 ± 0,36 a
 

92,18 ± 0,79 a
 

 5,0 5,0 11,06 ± 0,04 a
 

150,71 ± 0,26 c
 

61,06 ± 0,45 c
 

Frutose 2,5 5,0 10,99 ± 0,04 a 40,41 ± 0,49 i
 

25,06 ± 0,25 f
 

 5,0 2,5 9,53 ± 0,03 e
 

21,12 ± 0,48 j
 

11,41 ± 0,38 i
 

 2,5 2,5 1,07 ± 0,03 j
 

157,18 ± 0,34 b
 

24,00 ± 0,34 g
 

 5,0 5,0 2,07 ± 0,08 h
 

83,35 ± 0,61 h  29,94 ± 0,25 e
 

Glucose 2,5 5,0 3,17 ± 0,08 f
f 

83,94 ± 0,61 h
 

9,94 ± 0,25 j
 

 5,0 2,5 1,17 ± 0,02 j
 

85,00 ± 0,29 g
 

7,65 ± 0,29 k
 

 2,5 2,5 1,50 ± 0,08 i
 

83,47 ± 0,25 h
 

22,88 ± 0,25 h
 

 5,0 5,0 2,53 ± 0,02 g
 

112,82 ± 0,26 f
 

7,29 ± 0,44 k
 

a
Médias de cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 

significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey 

(p≤0,05). MS= massa seca. 
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7.2.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre os teores de proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis  

 

Nesses experimentos foram quantificadas as proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de C. fissilis, produzidos, após 

8 semanas de cultivo, a partir de diferentes tipos de explantes cultivados 

em meio de cultura MS, suplementado com 118 mM de sacarose, 

glucose ou frutose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP, 5 µM de 

ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma). Os resultados serão apresentados em 

tabelas para facilitar a visualização das diferenças estatísticas entre 

todos os tratamentos e para mostrar, com precisão os reais valores 

obtidos para cada parâmetro analisado. 

 
7.2.3.1 Efeito da sacarose sobre os teores de proteínas totais, açúcares 

solúveis totais e amido de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 8 indicam que os maiores teores de 

proteínas e açúcares solúveis totais e amido foram observados na luz. 

Calos de cotilédone, na ausência de glutamina, apresentaram os maiores 

teores de proteínas totais (12,76 µg/g MS) e açúcares solúveis totais 

(254,11 µg/g MS, mas os maiores níveis de amido foram observados, na 

luz, em calos obtidos a partir de nó foliar (125,47 µg/g MS de amido), 

também na ausência de glutamina. O teor de açúcares solúveis totais dos 

nós foliares (255,17 µg/g MS de açúcares solúveis totais) não diferiu 

significativamente do valor obtido para os calos de cotilédone nas 

mesmas condições de cultura.  

Na luz, em todos os tratamentos, exceto para raiz, a glutamina 

diminuiu os teores de proteínas totais e de açúcares solúveis totais, 

enquanto que no escuro, a glutamina aumentou os teores de proteínas 

totais em calos de folha, hipocótilo, raiz e epicótilo e aumentou os níveis 

de açúcares solúveis totais em calos de nó cotiledonar, folha, cotilédone 

e raiz. Os teores de amido nos calos diminuíram na presença de 

glutamina na maioria dos tratamentos exceto em calos de hipocótilo, na 

luz e em calos de raiz, no escuro, condições que promoveram o acúmulo 

de amido nos calos. 
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Tabela 08: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de proteínas totais, açúcares solúveis totais e 

amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em 

meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 

118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 

µM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos. 
Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Proteínas 

totais 

(µg/g MS)
a
 

Açúcares solúveis 

totais (µg/g MS)
a 

Amido 

(µg/g MS)
a
 

Luz Nó cotiledonar 0 6,42 ± 0,07 h 194,47 ± 2,86 e 29,52 ± 0,26 s 

  2,73 3,93 ± 0,05 n 95,52 ± 0,73 p 26,17 ± 0,29 t 

 Folha 0 2,37 ± 0,00 s 230,41 ± 0,34 c 117,82 ± 0,26 b 

  2,73 -             - - 

 Nó foliar 0 6,72 ± 0,04 f 255,17 ± 0,16 a 125,47 ± 0,45 a 

  2,73 2,72 ± 0,07 r 103,47 ± 0,13 o 48,52 ± 0,47 q 

 Cotilédone 0 12,76 ±0,06a 254,11 ± 0,66 a 111,70 ± 0,13 c 

  2,73 6,57 ± 0,02 g 98,23 ± 0,21 p 19,00 ± 0,16 u 

 Hipocótilo 0 7,75 ± 0,03 d 236,94 ± 1,42 b 55,47 ± 0,16 o 
  2,73 4,98 ± 0,06 k 85,35 ± 0,38 q 60,17 ± 0,26 m 

 Raiz 0 1,65 ± 0,02 u 53,52 ± 0,21 t  16,35 ± 0,16 v 

  2,73 2,85 ± 0,03 q 77,64 ± 0,21 r 11,70 ± 0,13 w 

 Epicótilo 0 6,92 ± 0,09 e 198,11 ± 0,16 d 86,94 ± 0,45 f 

  2,73 4,17 ±0,04m 22,94 ± 0,21 u 5,17 ± 0,26 x 

      

Escuro Nó cotiledonar 0 3,34 ± 0,04 o 101,88 ± 0,45 o 74,11 ± 0,69 h 

  2,73 2,96 ± 0,04 q 113,94 ± 0,39 n 42,94 ± 0,36 r 

 Folha 0 2,71 ± 0,02 r 131,76 ± 0,21 k 90,70 ± 0,16 d 

  2,73 6,21 ± 0,03 i 173,05 ± 0,61 g 73,00 ± 0,57 i 

 Nó foliar 0 9,91 ± 0,08 b 112,64 ± 0,72 n 59,17 ± 0,25 n 

  2,73 4,71 ± 0,04 l 67,23 ± 0,97 s 26,00 ± 0,26 t 

 Cotilédone 0 8,11 ± 0,06 c 141,52 ± 0,73 j 89,23 ± 0,16 e 

  2,73 1,71 ± 0,09 u 183,88 ± 0,60 f 73,52 ± 0,69 hi 

 Hipocótilo 0 3,08 ± 0,04 p 140,47 ± 0,45 j 66,00 ± 0,26 k 
  2,73 3,88 ± 0,05 n 114,52 ± 0,34 n 43,05 ± 0,61 r 

 Raiz 0 1,97 ± 0,02 t 126,00 ± 0,16 l 61,35 ± 0,26 l 

  2,73 2,92 ± 0,03 q 160,76 ± 0,34 h 77,70 ± 0,60 g 

 Epicótilo 0 4,89 ± 0,03 k 152,94 ± 0,42 i 69,29 ± 0,26 j 

  2,73 5,66 ± 0,06 j 119,29 ± 0,49 m 54,35 ± 0,38 p 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca. – Biomassa insuficiente. 

 

 
Na luz e sem glutamina (tabela 8), os tratamentos de calos 

oriundos de cotilédone, hipocótilo, epicótilo e nó foliar apresentaram 

12,76; 7,76; 6,73 µg/g MS de proteínas totais, respectivamente, 

enquanto que calos de cotilédone, hipocótilo e epicótilo, na luz, mas 

com glutamina apresentaram respectivamente (6,58; 4,99; 4,17 µg/g 

MS).  
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No escuro (Tabela 8), calos de nó foliar e cotilédone, na ausência 

de glutamina apresentaram os maiores níveis de proteínas totais (9,91 e 

8,11 µg/g MS, respectivamente), sendo que para nó foliar o valor foi 

superior ao obtido na luz e na presença de glutamina e o maior teor de 

proteínas totais foi observado em calos de folha (6,21 µg/g MS). No 

escuro os níveis de proteínas foram reduzidos, tanto na presença como 

na ausência de glutamina, nos calos de nó cotiledonar, cotilédone, 

hipocótilo. Porém, nos calos de folha, sem glutamina, e epicótilo, com 

glutamina os níveis de proteínas totais aumentaram no escuro. O menor 

conteúdo de proteínas totais ocorreu no tratamento de raiz, na luz, na 

ausência de glutamina (1,65 ± 0,02 µg/g MS). Calos oriundos de folha, 

cultivados com glutamina, não foram apresentados, por que não houve 

indução.  

Na luz e sem glutamina (Tabela 8), os tratamentos de calos 

oriundos de nó cotiledonar, folha, nó foliar, cotilédone, hipocótilo e 

epicótilo apresentaram níveis de açúcares solúveis totais que variaram 

de 53,52 µg/g MS a 255,17 µg/g MS, enquanto que com glutamina os 

teores de açúcares solúveis totais variaram de 22,94 µg/g MS a 103,47 

µg/g MS, para os mesmos tipos de calos. No escuro, sem glutamina os 

níveis de açúcares solúveis totais variaram de 101,88 µg/g MS a 152,94 

µg/g MS enquanto que com glutamina os valores variaram de 67,23 

µg/g MS  a 183,88 µg/g MS. Apenas para calos de raiz, na luz, a 

presença de glutamina aumentou o nível de açúcares solúveis totais para 

77,64 µg/g MS.   

Assim, na luz, sem glutamina (Tabela 8) os calos de cotilédone e 

nó foliar apresentaram os maiores teores de açúcares solúveis totais 

(254,11 e 255,17 µg/g MS), enquanto que com glutamina, os calos de nó 

foliar apresentaram o maior teor (103,47 µg/g MS). No escuro, sem 

glutamina, os calos de epicótilo foram os que apresentaram os maiores 

níveis de açúcares solúveis totais (152,94 µg/g MS) e, com glutamina, 

os calos de cotilédone apresentaram os maiores níveis de açúcares 

solúveis totais (183,88 µg/g MS). 

Na maioria dos tratamentos a presença da glutamina, tanto na luz, 

como no escuro, reduziu o acúmulo de amido nos calos, com exceção de 

dois tratamentos: hipocótilo, na luz e raiz, no escuro, em que a presença 

de glutamina promoveu o acúmulo de amido (Tabela 8). Na luz e sem 

glutamina, os valores de teores de amido variaram de 16,35 µg/g MS, 

em calos de raiz a 125,47 µg/g MS, em calos de nó foliar e com 

glutamina os valores variaram de 5,17 µg/g MS, em calos de raiz a 

60,17 µg/g MS, em calos de hipocótilo. No escuro, semglutamina as 

variações foram de 59,17 µg/g MS, em calos de nó foliar a 90,70 µg/g 
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MS, em calos de folha, enquanto que no escuro e com glutamina as 

variações foram de 26 µg/g MS, em calos de nó foliar a 77,70 µg/g MS, 

em calos de raiz. 

Assim, na luz e na ausência de glutamina (Tabela 8), o maior teor 

de amido foi observado em calos de nó foliar (125,47 µg/g MS), 

enquanto que na presença de glutamina o maior teor foi detectado em 

calos de hipocótilo (60,17 µg/g MS). No escuro, sem glutamina o maior 

acúmulo de amido ocorreu em calos de folha (90,70 µg/g MS) e com 

glutamina, o maior teor de amido foi observado em calos de raiz (77,70 

µg/g MS).  

 

7.2.3.2. Efeito da frutose sobre os teores de proteínas totais, açúcares 

solúveis totais e amido a indução de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 9 indicam que os maiores teores de 

proteínas totais (8,80 µg/g MS, para calos de nó cotiledonar), açúcares 

solúveis totais (129,41 µg/g MS, para calos de raiz) foram observados 

nos tratamentos de escuro, enquanto que o maior teor de amido (64,88 

µg/g MS, para calos de folha) foi observado na luz, todos na ausência de 

glutamina.  

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto para hipocótilo, a 

glutamina aumentou os teores de proteínas totais, enquanto que no 

escuro, na maioria dos tratamentos a presença de glutamina reduziu os 

níveis de proteínas totais nos calos, exceto em calos originados de folha, 

hipocótilo e epicótilo, em que os níveis foram aumentados. Já para os 

açúcares solúveis totais observa-se que em todos os tratamentos, tanto 

na luz como no escuro, a presença de glutamina reduziu as 

concentrações e em apenas um caso, nó foliar, na luz, os valores 

permaneceram iguais. Tendência similar aos açúcares solúveis totais foi 

verificada para o amido, cujos teores foram reduzidos pela presença da 

glutamina, exceto em calos originados de nó foliar e cotilédone, em que 

os teores de amido aumentaram.  
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Tabela 9: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de proteínas totais, açúcares solúveis totais e 

amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em 

meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 

118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 

µM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos. 
Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Proteínas 

totais  

(µg/g MS)
a
 

Açúcares 

solúveis totais 

(µg/g MS)
a 

Amido 

(µg/g MS)
a
 

 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 1,42 ± 0,03 q
 

64,11 ± 0,55 h
 

27,29 ± 0,38 g
 

 

  2,73 3,22 ± 0,04 j 
 

26,52 ± 0,44 q
 

15,05 ± 0,57 lm 
 

 

 Folha 0 2,94 ± 0,02 k
 

75,05 ± 1,52 e 
 

64,88 ± 0,16 a
 

 

  2,73 5,58 ± 0,03 e 
 

33,35 ± 0,61 n
 

15,82 ± 0,25 kl 
 

 

 Nó foliar 0 1,04 ± 0,05 s
 

28,00 ± 0,60 p
 

17,58 ± 0,70 j
 

 

  2,73 3,78 ± 0,05 h 
 

28,29 ± 0,64 p 
 

13,11 ± 0,53 n 
 

 

 Cotilédone 0 3,61 ± 0,04 i
 

81,94 ± 0,53 c 
 

18,00 ± 0,25 j
 

 

  2,73 5,02 ± 0,03 f 
 

47,29 ± 0,38 k
 

24,58 ± 0,39 h 
 

 
 Hipocótilo 0 2,57 ± 0,02 l

 
30,41 ± 0,74 o

 
31,17 ± 0,21 f

 
 

  2,73 2,09 ± 0,04 n 
 

20,23 ± 0,32 s
 

10,76 ± 0,34 o 
 

 

 Raiz 0 1,77 ± 0,07 op
 

59,23 ± 0,45 i
 

21,23 ± 0,25 i
 

 

  2,73 3,01 ± 0,03k 
 

42,29 ± 0,38 l 
 

13,41 ± 0,45 n 
 

 

 Epicótilo 0 3,18 ± 0,08 j
 

38,94 ± 0,92 m
 

16,00 ± 0,39 k
 

 

  2,73 3,71 ± 0,05 hi 
 

24,35 ± 0,48 r 
 

2,58 ± 0,32 r 
 

 

       

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 8,80 ± 0,03 a
 

68,05 ± 0,34 g
 

27,82 ± 0,34 g
 

 

  2,73 2,29 ± 0,08 m 
 

46,05 ± 0,26 k 
 

14,94 ± 0,25 lm 
 

 

 Folha 0 1,88 ± 0,03 o
 

51,41 ± 0,53 j
 

27,29 ± 0,48 g
 

 

  2,73 2,15 ± 0,05 n 
 

41,23 ± 0,38 l 
 

14,94 ± 0,32 lm 
 

 

 Nó foliar 0 6,20 ± 0,03 d
 

77,05 ± 0,36 d
 

39,82 ± 0,45 e
 

 

  2,73 4,08 ± 0,04 g 
 

23,52 ± 0,42 r 
 

5,05 ± 0,64 q 
 

 

 Cotilédone 0 6,42 ± 0,03 c
 

64,29 ± 0,16 h
 

31,23 ± 0,25 f
 

 
  2,73 2,39 ± 0,06 m 

 
39,05 ± 0,38 m 

 
14,70 ± 0,29 m 

 
 

 Hipocótilo 0 1,37 ± 0,06 q
 

69,94 ± 0,25 f
 

42,11 ± 0,25 d
 

 

  2,73 1,86 ± 0,03 o 
 

27,11 ± 0,44 pq 
 

10,47 ± 0,39 o 
 

 

 Raiz 0 1,71 ± 0,05 p
 

129,41 ± 0,25 a
 

54,70 ± 0,29 b
 

 

  2,73 1,22 ± 0,06 r 
 

50,88 ± 0,47 j 
 

17,70 ± 0,25 j 
 

 

 Epicótilo 0 2,67 ± 0,07 l
 

93,58 ± 0,25 b
 

44,23 ± 0,34 c
 

 

  2,73 7,94 ± 0,06 b 
 

31,41 ± 0,25 o 
 

7,70 ± 0,38p 
 

 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca.  

 

No escuro e sem glutamina (Tabela 9), os níveis de proteínas 

totais variaram de 1,37 µg/g MS, em calos de hipocótilo a 8,80 µg/g 

MS, em calos de nó cotiledonar, enquanto que na presença de glutamina 

variaram de 1,22 µg/g MS, em calos de raiz a no máximo 7,94 µg/g MS, 

em calos de epicótilo. Na luz, entretanto, os valores de proteínas totais 

em calos crescidos na ausência de glutamina variaram de 1,04 µg/g MS, 
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em calos de nó foliar a 3,61 µg/g MS, em calos de cotilédone. Os 

resultados apresentados na tabela 9 mostram que os tratamentos de calos 

cultivados com glutamina, na presença de luz apresentaram 

estatisticamente as maiores concentrações de proteínas totais (folha, 

5,59; cotilédone, 5,02; nó foliar, 3,79; epicótilo 3,71µg/g MS), do que os 

tratamentos sem a presença de glutamina (cotilédone, 3,61; epicótilo, 

3,19; folha, 2,95; hipocótilo, 2,57; raiz, 1,77; nó cotiledonar, 1,42; nó 

foliar, 1,04 µg/g MS). Assim, no escuro e ausência de glutamina, os 

calos produzidos a partir de nó cotiledonar apresentaram os níveis 

máximos de proteínas totais, enquanto que o menor teor foi detectado 

em calos de nó foliar produzidos na luz, na ausência de glutamina. 

Na luz, sem glutamina (Tabela 9) o menor teor de açúcares 

solúveis totais foi detectado em calos de nó foliar (28,8 µg/g MS) e o 

maior valor (81,94 µg/g MS), em calo de cotilédone, enquanto que, com 

glutamina, os valores foram no mínimo de 20,23 µg/g MS, em calo de 

hipocótilo e no máximo de 47,29 µg/g MS, em calo de cotilédone.  

No escuro e sem glutamina (Tabela 9), os calos oriundos de 

segmentos de raiz apresentaram os maiores níveis de açúcares solúveis 

totais (129,41 µg/g MS). Nessas condições de cultivo os teores de 

açúcares solúveis totais variaram de 51,41 µg/g MS, em calos de folha 

ao máximo de 129,41 µg/g MS, em calos de raiz enquanto que com 

glutamina, os valores variaram de 23, 52 µg/g MS, em calos de nó foliar 

a 50,88 µg/g MS, em calos de raiz. Assim, no escuro e ausência de 

glutamina, os calos produzidos a partir de raiz apresentaram os níveis 

máximos de proteínas totais, enquanto que o menor teor foi detectado 

em calos de hipocótilo produzidos na luz, na presença de glutamina. 

Na maioria dos tratamentos a presença da glutamina, tanto na luz, 

como no escuro, reduziu o acúmulo de amido nos calos, com exceção de 

dois tratamentos: nó foliar e cotilédone, na luz, em que a presença de 

glutamina promoveu o acúmulo de amido (Tabela 9). O maior teor de 

amido (64,88 µg/g MS) foi detectado em calos produzidos a partir de 

folha, na luz, sem glutamina, enquanto que o menor valor foi de 7,70 

µg/g MS, verificado em calos de epicótilo produzidos nos escuro, na 

presença de glutamina.  

Na luz e sem glutamina (Tabela 9) os valores de teores de amido 

variaram de 16,00 µg/g MS, em calos de epicótilo a, no máximo, 64,88 

µg/g MS, em calos de folha e com glutamina os valores variaram de 

2,58 µg/g MS, em calos de epicótilo a 24,58 µg/g MS, em calos de 

cotilédone. Observa-se na tabela 9 que o tratamento que apresentou 

maior conteúdo de amido foi calos de folha, cultivados sem a presença 

de glutamina na luz (64,88 µg/g MS), seguido de hipocótilo e nó 
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cotiledonar (31,18 e 27,29  µg/g MS, respectivamente). Nota-se que, os 

tratamentos cultivados sem a presença de glutamina, foram superiores 

estatisticamente, que os cultivados com glutamina na luz. 

No escuro, sem glutamina (Tabela 9) o menor valor de teor de 

amido ocorreu em calos de folha (27,29 µg/g MS) e o máximo valor em 

calos de raiz (54,70 µg/g MS), e com glutamina, os valores de 

concentrações de amido variaram de 5,05 µg/g MS, em nó foliar a 14,94 

µg/g MS, em calos de nó cotiledonar e folha. Observa-se, na tabela 9, 

que os tratamentos de calos cultivados na ausência de glutamina, no 

escuro, também foram superiores estatisticamente aos tratamentos 

cultivados com glutamina no escuro. O tratamento que apresentou a 

maior concentração de amido foi o de calos de raiz, cultivados sem 

glutamina, no escuro (54,71 µg/g MS), seguido de epicótilo, hipocótilo, 

nó foliar e cotilédone (44,24; 42,12; 39,82; 31,24 µg/g MS 

respectivamente). O tratamento que apresentou o menor conteúdo de 

amido foi o de calos de nó foliar, cultivados com glutamina, no escuro 

(5,06 µg/g MS).  

 

7.2.3.3. Efeito da glucose sobre os teores de proteínas totais, açúcares 

solúveis totais e amido a indução de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 10 indicam que o maior teor de proteínas 

totais (6,17 µg/g MS, para calos de cotilédone) foi observado na luz, na 

presença de glutamina, enquanto que os maiores níveis de açúcares 

solúveis totais e amido (114,17 µg/g MS e 54,64 µg/g MS, 

respectivamente) foram observados no escuro e na ausência de 

glutamina.  

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto para hipocótilo, a 

glutamina aumentou os teores de proteínas totais. No escuro, contudo, a 

presença de glutamina diminuiu os níveis de proteínas na maioria dos 

tratamentos, exceto para nó cotiledonar e raiz, em que as concentrações 

de proteínas totais aumentaram com a presença de glutamina.  
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Tabela 10: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de proteínas totais, açúcares solúveis totais e 

amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em 

meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 

118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 

µM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos. 
Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Proteínas 

totais  

(µg/g MS)
a
 

Açúcares 

solúveis totais 

(µg/g MS)
a 

Amido 

(µg/g MS)
a
 

 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 2,77 ± 0,09 j
 

14,88 ± 1,94 q 
 

2,58 ± 0,32 t 
 

 

  2,73 3,12 ± 0,04 i 
 

33,11 ± 0,34 k
 

15,17 ± 0,16 k
 

 

 Folha 0 2,14 ± 0,06 k
 

22,94 ± 0,36 mn
 

14,05 ± 0,13 l
 

 

  2,73 3,95 ± 0,06 f 
 

53,64 ± 0,53 f 
 

25,47 ± 0,49 f 
 

 

 Nó foliar 0 1,44 ± 0,06 m
 

31,00 ± 1,13 l
 

18,17 ± 0,25 ij
 

 

  2,73 3,34 ± 0,06 h 
 

21,70 ± 0,64 n 
 

7,00 ± 0,76 p 
 

 

 Cotilédone 0 1,78 ± 0,03 l
 

38,94 ± 0,34 j
 

18,05 ± 0,16 ij
 

 

  2,73 6,17 ± 0,05 a 
 

38,47 ± 0,48 j 
 

23,35 ± 0,26 g 
 

 
 Hipocótilo 0 2,82 ± 0,03 j

 
17,05 ± 0,66 p

 
4,94 ± 0,38 r

 
 

  2,73 2,18 ± 0,06 k 
 

5,29 ± 0,36 r 
 

3,88 ± 0,53 s 
 

 

 Raiz 0 2,14 ± 0,08 k
 

49,05 ± 0,44 g
 

18,88 ± 0,13 i
 

 

  2,73 4,11 ± 0,06 ef 
 

23,23 ± 0,21 m 
 

8,88 ± 0,38 o 
 

 

 Epicótilo 0 3,27 ± 0,03 hi
 

44,35 ± 0,64 h
 

24,76 ± 0,25 f
 

 

  2,73 4,11 ± 0,04 ef 
 

23,82 ± 0,51 m 
 

12,47 ± 0,26 m 
 

 

       

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 3,21 ± 0,03 hi
 

62,35 ± 0,51 e
 

30,58 ± 0,21 e
 

 

  2,73 3,66 ± 0,05 g 
 

40,58 ± 0,88 i 
 

10,88 ± 0,62 n 
 

 

 Folha 0 4,30 ± 0,02 d
 

43,58 ± 0,94 h
 

25,23 ± 0,38 f
 

 

  2,73 3,33 ± 0,05 h 
 

39,94 ± 0,32 ij 
 

25,47 ± 0,16 f 
 

 

 Nó foliar 0 5,08 ± 0,02 b
 

67,35 ± 0,21 c
 

33,00 ± 0,48 d
 

 

  2,73 4,60 ± 0,03 c 
 

33,35 ± 0,26 k 
 

6,35 ± 0,45 pq 
 

 

 Cotilédone 0 3,57 ± 0,04 g
 

65,41 ± 0,26 d
 

40,23 ± 0,38 b
 

 
  2,73 2,14 ± 0,24 k 

 
39,29 ± 0,26 ij 

 
17,41 ± 0,38 j 

 
 

 Hipocótilo 0 3,25 ± 0,05 hi
 

47,82 ± 0,26 g
 

21,47 ± 0,21 h
 

 

  2,73 2,20 ± 0,03 k 
 

19,82 ± 0,34 o 
 

3,17 ± 0,53 st 
 

 

 Raiz 0 3,54 ± 0,05 g
 

114,17 ± 0,64 a
 

54,64 ± 0,13 a
 

 

  2,73 3,99 ± 0,07 f 
 

78,23 ± 0,36 b 
 

22,29 ± 0,38 h 
 

 

 Epicótilo 0 4,25 ± 0,07 de
 

63,94 ± 0,16 d
 

35,05 ± 0,25 c
 

 

  2,73 3,68 ± 0,06 g 
 

30,58 ± 0,42l 
 

5,88 ± 0,29 q 
 

 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca.  

 

Na luz (Tabela 10), os valores de proteínas totais em calos 

crescidos na ausência de glutamina variaram de 1,44 µg/g MS, em calos 

de nó foliar a 3,27 µg/g MS, em calos de hipocótilo e com glutamina, 

foram no mínimo de 2,18 µg/g MS, em calos de hipocótilo e no máximo 

de 6,17 µg/g MS, em calos de cotilédone.  
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No escuro e sem glutamina (Tabela 10), os níveis de proteínas 

totais variaram de 3,21 µg/g MS, em calos de nó cotiledonar a 5,08 µg/g 

MS, em calos de nó foliar, enquanto que na presença de glutamina 

variaram de 2,14 µg/g MS, em calos de cotilédone a no máximo 4,60 

µg/g MS, em calos de nó foliar. Observa-se que o tratamento que 

apresentou maior concentração de proteínas totais foi nó foliar, sem a 

presença de glutamina (5,09 µg/g MS), enquanto que nos tratamentos 

cultivados na luz, o nó foliar sem glutamina, foi o que apresentou a 

menor concentração de 1,44 ± 0,06 µg/g MS. Assim, na luz e na 

presença de glutamina, os calos produzidos a partir de cotilédone 

apresentaram o nível máximo deproteínas totais, enquanto que o menor 

teor foi detectado em calos de nó foliar, produzidos na luz, na ausência 

de glutamina. 

Na luz, sem glutamina (Tabela 10) o menor teor de açúcares 

solúveis totais foi detectado em calos de nó cotiledonar (14,88 µg/g MS) 

e o maior valor (49,05 µg/g MS), em calos de raiz, enquanto que, com 

glutamina, os valores foram no mínimo de 5,29 µg/g MS, em calo de 

hipocótilo e no máximo de 53,64 µg/g MS, em calo de folha.  

No escuro e sem glutamina (Tabela 10), os calos oriundos de 

segmentos de raiz apresentaram os maiores níveis de açúcares solúveis 

totais (114,17 µg/g MS). Nessas condições de cultivo os teores de 

açúcares solúveis totais variaram de 47,82 µg/g MS, em calos de 

hipocótilo ao máximo de 114,17 µg/g MS, em calos de raiz enquanto 

que com glutamina, os valores variaram de 19,82 µg/g MS, em calos de 

hipocótilo a 78,23 µg/g MS, em calos de raiz. Assim, no escuro e 

ausência de glutamina, os calos produzidos a partir de raiz apresentaram 

os níveis máximos de açúcares solúveis totais, enquanto que o menor 

teor foi detectado em calos de hipocótilo produzidos no escuro, na 

presença de glutamina.  

Quanto ao amido, na luz, a presença de glutamina (Tabela 10) 

aumentou os teores de amido dos calos produzidos a partir de nó 

cotiledonar, folha e cotilédone e reduziu o teor de amido em calos de nó 

foliar, hipocótilo, raiz e epicótilo. No escuro (Tabela 10), entretanto, na 

maioria dos tratamentos, exceto em calos de folha, a presença de 

glutamina diminuiu o teor de amido nos calos. O maior teor de amido 

(54,64 µg/g MS) foi detectado em calos produzidos a partir de raiz, no 

escuro, sem glutamina, enquanto que o menor valor foi de 3,88 µg/g 

MS, verificado em calos de hipocótilo produzidos na luz, na presença de 

glutamina.  

Na luz e sem glutamina (Tabela 10) os valores de teores de amido 

variaram de 2,58 µg/g MS, em calos de nó cotiledonar a, no máximo, 
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24,76 µg/g MS, em calos de epicótilo e com glutamina os valores 

variaram de 3,88 µg/g MS, em calos de hipocótilo a 25,47 µg/g MS, em 

calos de folha. No escuro, sem glutamina (Tabela 10) o menor valor de 

teor de amido ocorreu em calos de hipocótilo (21,47 µg/g MS) e o 

máximo valor em calos de raiz (54,64 µg/g MS), e com glutamina, os 

valores de concentrações de amido variaram de 3,17 µg/g MS, em calos 

de segmentos de hipocótilo a 25,47 µg/g MS em calos de folha.  

Na luz, o tratamento que apresentou o menor teor de amido foram 

calos de nó cotiledonar, cultivados sem glutamina na luz (2,58 µg/g 

MS). No escuro, o tratamento que apresentou o menor conteúdo de 

amido foram os calos de hipocótilo, cultivados com glutamina (3,18 ± 

0,53 µg/g MS).  

 
7.2.3.4. Análise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre a 

produção de metabólitos primários em calos de Cedrela fissilis  

A tabela 11 abaixo apresenta a compilação dos tratamentos que 

apresentaram os melhores resultados para os metabólitos primários 

produzidos pelos calos, com a manipulação das diferentes fontes de 

carbono estudadas. Verificam-se, quanto aos tipos de explantes, que 

para proteínas totais, segmentos de cotilédone foram os melhores 

explantes, quando as fontes de carbono foram sacarose ou glucose, mas 

com frutose o melhor explante foi segmento de nó cotiledonar. Já para 

os açúcares solúveis totais segmentos de cotilédone foram melhores, 

quando a fonte de carbono foi a sacarose, mas para frutose e glucose, os 

melhores valores foram obtidos com calos de raiz. Para o amido, os 

maiores valores foram detectados em calos de nó foliar, com a sacarose, 

em calos de folha, com a frutose e em calos de raiz, com a glucose.  

Quanto à eficiência da glutamina na produção dos metabólitos 

primários pelos calos, observa-se, na tabela 11 que, apenas quando a 

fonte de carbono foi a glucose, a glutamina apresentou um efeito 

promotor, mas apenas para a produção de proteínas totais. Quanto à 

necessidade de luz, verifica-se que, com sacarose, os maiores níveis de 

proteínas totais, açúcares solúveis totais e amido foram obtidos em calos 

cultivados na luz, enquanto que para a frutose a luz foi necessária para 

garantir a maior produção de amido e para glucose, apenas para garantir 

a maior produção de proteínas totais. Nota-se que, para frutose e 

glucose, os mesmos tipos de tratamentos apresentaram as maiores 

concentrações de açúcares solúveis totais. 
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Tabela 11: Compilação dos melhores tratamentos (tipo de 

explante, presença/ausência de glutamina, presença/ausência de luz) que 

produziram as maiores concentrações de proteínas totais, açúcares 

solúveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis  cultivados durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 

mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de  

carbono 

 

Proteínas  

totais 

Açúcares solúveis  

totais 

Amido  

Sacarose Cotilédone  

Sem glutamina  

Luz 

Cotilédone, nó foliar 

Sem glutamina  

Luz 

Nó foliar 

Sem glutamina 

 Luz 

    

Frutose Nó cotiledonar  

Sem glutamina,  

Escuro 

Raiz 

Sem glutamina 

Escuro 

Folha 

Sem glutamina 

Luz 

    

Glucose Cotilédone 

Com glutamina 

Luz 

Raiz 

Sem glutamina 

Escuro  

Raiz 

Sem glutamina 

Escuro 

 

 

 Em termos quantitativos (tabela 12), apesar de não terem sido 

realizadas as análises estatísticas comparando as fontes de carbono, é 

possível observar que com a sacarose, as maiores concentrações de 

proteínas totais (12,76 µg/g MS), açúcares solúveis totais (255,18 µg/g 

MS) e amido (125,47 µg/g MS) detectadas nos calos, nos melhores 

tratamentos, foram, pelo menos, duas vezes maior do que os valores 

obtidos para frutose e glucose. Apenas em relação à frutose, a 

concentração de proteínas totais nos calos cultivados com sacarose foi 

apenas, 1,45 vezes maior.  
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Tabela 12: Compilação dos maiores valores de concentração de 

proteínas totais, açúcares solúveis totais e amido em calos de Cedrela 

fissilis  cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige & 

Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou 

frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de carbono Proteínas totais 

(µg/g MS)
 a
 

Açúcares solúveis totais 

(µg/g MS)
 a
 

 

Amido 

 (µg/g MS)
 a
 

Sacarose 12,76 255,18 125,47 

    

Frutose 8,80 129,41 64,88 

    

Glucose 6,17 114,17 54,64 
a
Médias de no mínimo cinco repetições. 

 

7.3 ANÁLISES QUANTITATIVAS DE FENÓLICOS TOTAIS, 

FLAVONOIDES TOTAIS, CAROTENOIDES E CLOROFILA EM 

CALOS DE Cedrela fissilis  
 
 Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir 

foram realizados com o objetivo de estudar o metabolismo secundário 

dos calos de C. fissilis e as possibilidades de otimização da produção de 

fenólicos totais, flavonoides totais, carotenoides e clorofilas através da 

manipulação das fontes de carbono, concentrações de glutamina, 

combinações de concentrações de BAP e ANA, tipos de explantes, 

presença e ausência de luz.   

 Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes 

de carbono, devido à grande quantidade de dados obtidos, os resultados 

são apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para 

melhor visualização dos valores precisos de concentrações obtidos e das 

diferenças estatísticas entre todos os tratamentos conduzidos. 

7.3.1. Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre os teores de fenólicos totais, flavonoides, 

carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis  

 
Nos experimentos descritos a seguir foram quantificados os 

fenólicos totais, flavonoides totais e carotenoides em calos de C. fissilis, 

produzidos a partir de nós cotiledonares, após 8 semanas de cultivo, em 

meio de cultura MS suplementado 2,5 µM de BAP, 5 µM de ANA, 
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0,2% de Phytagel (Sigma) e com concentrações de sacarose de 59 mM e 

118 mM, em combinação com concentrações de glutamina de 0, 2,73 

mM e 5,46 mM.  

Observa-se, pelos resultados apresentados na tabela 13 que, na 

ausência de glutamina, os maiores níveis de fenólicos totais e 

flavonoides totais foram observados com sacarose 118 mM (22,84 µg/g 

MS), enquanto que os maiores níveis de carotenoides ocorreram com 59 

mM de sacarose (0,70 µg/g MS). Porém, com 118 mM de sacarose e 

com 2,73 mM glutamina foram produzidas as maiores concentrações de 

fenólicos totais (26,27 µg/g MS) e de flavonoides totais (0,54 µg/g MS) 

e com 118 mM de sacarose e com 5,46 mM de glutamina foram 

produzidas as maiores concentrações de carotenoides (1,14 µg/g MS).  

Verifica-se que a menor concentração de fenólicos totais (11,50 

µg/g MS) foi observada em calos cultivados com 59 mM de sacarose e 

na ausência de glutamina, enquanto que as menores concentrações de 

flavonoides totais (0,09 µg/g MS) foram apresentadas pelos calos 

crescidos com 118 mM de sacarose, na ausência de glutamina. Os 

menores níveis de carotenoides (0,69 µg/g MS e 0,70 µg/g MS) 

ocorreram nos calos crescidos na presença de 59 mM de sacarose e na 

ausência ou presença de 2,73 mM de glutamina.  

 

Tabela 13: Efeito de concentrações de sacarose e glutamina sobre o 

conteúdo de fenólicos totais, flavonoides totais e carotenoides de calos 

de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir de nós 

cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Em negrito os 

melhores tratamentos. Em negrito os melhores tratamentos. 

Sacarose 

(mM) 

Glutamina 

(mM) 

Fenólicos  

totais 

(µg/g MS)
a 

Flavonoides 

totais 

(µg/g MS)
a 

Carotenoides  

(µg/g MS)
a 

59   0 11,50 ± 0,14 d 0,27 ± 0,01 c 0,70 ± 0,00 e 

59   2,73 16,91 ± 0,09 c 0,14 ± 0,03 d 0,69 ± 0,00 e 

59   5,46 16,45 ± 0,23 c 0,26 ± 0,05 c 1,03 ± 0,02 b 

118 0 22,84 ± 1,39 b 0,09 ± 0,03 d 0,74 ± 0,01 d 

118   2,73 26,27 ± 0,47 a 0,54 ± 0,07 a 0,78 ± 0,01 c 

118 5,46 23,28 ± 1,03 b 0,43 ± 0,01 b 1,14 ± 0,01 a 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 

0,05). MS= massa seca.  
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Observa-se, pelos resultados apresentados na tabela 14, que o 

maior teor de clorofila a (0,25 µg/g MS) ocorreu com 59 mM de 

sacarose e 5,46 mM de glutamina e os maiores níveis de clorofila b 

(0,11 µg/g MS e 0,12 µg/g MS) foram observados com 59 mM de 

sacarose e 5,46 mM de glutamina e com 118 mM de sacarose e 2,73 

mM de glutamina. Com 118 mM de sacarose, a presença de 5,46 mM de 

glutamina promoveu a síntese de clorofila a em relação aos tratamentos 

com 2,73 mM ou ausência de glutamina, mas não houve efeito da 

glutamina sobre os níveis de clorofila b. As menores concentrações de 

clorofila a ocorreram com sacarose 59 mM, com 2,73 mM de glutamina 

e de clorofila b com 59 mM ou 112 mM de sacarose, na ausência de 

glutamina, com 59 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina e com 118 

mM e 5,46 mM de glutamina. 

 

Tabela 14: Efeito de concentrações de sacarose e glutamina sobre os 

conteúdos de clorofilas a e b  de calos de Cedrela fissilis cultivados, 

durante 8 semanas, a partir de nós cotiledonares em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 2,5 µM de BAP e 

5 µM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos. 

Sacarose 

(mM) 

Glutamina 

(mM) 

Clorofila a 

(µg/g MS)
a 

Clorofila b 

(µg/g MS)
a
 

59   0 0,14 ± 0,00 d
 

0,08 ± 0,01 c
 

59   2,73 0,12 ± 0,00 e
 

0,09 ± 0,01 bc
 

59   5,46 0,25 ± 0,00 a
 

0,12 ± 0,00 a
 

118 0 0,15 ± 0,00 c
 

0,10 ± 0,01 bc
 

118   2,73 0,15 ± 0,01 c
 

0,11 ± 0,02 ab
 

118 5,46 0,17 ± 0,00 b
 

0,10 ± 0,00 bc
 

a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 

0,05). MS= massa seca.  

 

A tabela 15 abaixo sumariza os tratamentos que produziram os 

melhores resultados para a produção de fenólicos totais, flavonoides 

totais, carotenoides, clorofila a e clorofila b pelos calos de C. fissilis, 

através da manipulação das concentrações de sacarose e de glutamina. 

Os resultados indicam que, com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, 118 

mM de sacarose combinada com concentrações específicas de glutamina 

foram eficientes para otimizar a produção de fenólicos totais, 

flavonoides e carotenoides. 
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Tabela 15: Concentrações de sacarose e de glutamina que produziram 

as maiores concentrações de fenólicos totais, flavonoides totais e 

carotenoides em calos de Cedrela fissilis  cultivados  durante 8 semanas, 

a partir de nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, 

semi-sólido, suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Em 

negrito os melhores tratamentos. 

Parâmetros Tratamentos 

Fenólicos totais 118 mM sacarose + 2,73 mM 

glutamina 

Flavonoides totais 118 mM sacarose + 2,73mM 

glutamina  

Carotenoides 

Clorofila a 

118 mM sacarose + 5,46 mM 

glutamina 

59 mM sacarose + 5,46 mM 

glutamina 

Clorofila b 59 mM sacarose + 5,46 mM 

glutamina 

 118 mM sacarose + 2,73 mM 

glutamina 

 

7.3.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANAsobre os teores de fenólicos totais, 

flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis  

 

Nesses experimentos foram quantificados os fenólicos totais, 

flavonoides totais, carotenoides e clorofilas a e b em calos de C. fissilis, 

produzidos a partir de nós cotiledonares, após 8 semanas de cultivo, em 

meio de cultura MS suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou 

glucose, 2,73 mM de glutamina, 0,2% de Phytagel (Sigma) e com 

diferentes combinações de concentrações de BAP e ANA. 

Através dos resultados mostrados na tabela 16 observa-se que as 

maiores concentrações de fenólicos totais (23,61 µg/g MS) e 

carotenoides (1,82 µg/g MS) ocorreram em calos cultivados com 

sacarose, mas em combinações de 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA e 

de 5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA, respectivamente. Contudo, os 

maiores níveis de flavonoides (0,70 µg/g MS) foram detectados em 

calos cultivados com glucose, 2,5 de BAP e 2,5 de ANA. 

Em calos cultivados com sacarose a maior concentração de 

flavonoides (0,59 µg/g MS) foi observada nas concentrações de 5 µM de 

BAP com 2,5 µM de ANA. Com frutose, as maiores concentrações 
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fenólicos totais (13,56 µg/g MS), flavonoides (0,32 a 0, 35 µg/g MS) e 

carotenoides (1,59 µg/g MS) ocorreram, respectivamente, nas 

combinações de 2,5 µM e 5 µM de  BAP com 2,5 µM de ANA, 5 µM de 

BAP com 2,5 µM e 5 µM de ANA e com 5 µM de BAP e 2,5 µM de 

ANA. Com glucose, os maiores teores de carotenoides (0,87 µg/g MS) 

foram observados na combinação de 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA 

(e 5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA, para os fenólicos totais) , nas 

mesmas concentrações em que foram detectados os maiores níveis de 

flavonoides totais (0,70 µg/g MS ) e fenólicos totais (14,61 µg/g MS e 

15,19 µg/g MS).  

Com sacarose, as menores concentrações de fenólicos totais (16, 

49 µg/g MS), flavonoides (0,16 µg/g MS) e carotenoides (0,72 µg/g 

MS) ocorreram com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. As menores 

concentrações de fenólicos totais (8,68 µg/g MS) e flavonoides totais 

(0,05 µg/g MS) foram verificadas com frutose, 2,5 de BAP e 5 de ANA 

e de carotenoides (0,49 µg/g MS ) , com glucose nas concentrações de 

2,5 de BAP e 5 de ANA. 

 

Tabela 16: Efeito de fontes de carbono e de combinações de BAP e 

ANA sobre o conteúdo de fenólicos totais, flavonoides totais e 

carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, 

a partir de nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, 

semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose 

e 2,73 mM de glutamina. Em negrito os melhores tratamentos. 
Fonte de 
carbono 

BAP 
(µM) 

ANA 
(µM) 

Fenólicos  
Totais 
(µg/g MS)a 

Flavonoides 
totais 
(µg/g MS)a 

Carotenoides  
(µg/g MS)a 

Sacarose 2,5 5,0 16,49 ±1,41 c 0,16 ± 0,02 f 0,72 ± 0,00 h 

 5,0 2,5 20,08 ± 1,07 b 0,59 ± 0,02 b 1,82 ± 0,00 a 

 2,5 2,5 23,61 ± 1,39 a 0,50 ± 0,02 c 1,24 ± 0,01 c 

 5,0 5,0 21,74 ± 0,15 b 0,56 ± 0,04 bc 0,95 ± 0,00 e 

Frutose 2,5 5,0 8,68 ± 0,31 f 0,05 ± 0,01 g 0,67 ± 0,00 j 

 5,0 2,5 13,56 ± 1,07 de 0,35 ± 0,04 de 1,59 ± 0,01 b 

 2,5 2,5 13,56 ± 1,07 de 0,32 ± 0,03 de 0,85 ± 0,00 g 

 5,0 5,0 12,24 ± 0,04 e 0,33 ± 0,05 de 1,12 ± 0,00 d 

Glucose 2,5 5,0 9,18 ± 0,44 f 0,27 ± 0,02 e 0,49 ± 0,00 l 

 5,0 2,5 15,19 ± 1,05 cd 0,38 ± 0,07 d 0,69 ± 0,00 i 

 2,5 2,5 14,61 ± 0,11 d 0,70 ± 0,03 a 0,87 ± 0,00 f 

 5,0 5,0 9,34 ± 0,43 f 0,29 ± 0,09 de 0,65 ± 0,00 k 

a
Médias de cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 

significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey 
(p≤0,05). MS= massa seca. 
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Através dos resultados mostrados na tabela 17 observa-se que a 

maior concentração (0,40 µg/g MS) de clorofila a ocorreu em calos 

cultivados com glucose, na presença de 5 µM  de BAP e 2,5 µM de 

ANA, enquanto que as maiores concentrações de clorofila b (0,14 µg/g 

MS) foram observadas, com sacarose e concentrações de 2,5 µM de 

BAP e 2,5 µM de ANA, e com glucose, nas concentrações de 5 µM de 

BAP e 2,5 µM de ANA.  

Com sacarose e frutose os maiores teores de clorofila a (0,31 

µg/g MS e 0,28 µg/g MS) ocorreram, respectivamente, com 2,5 µM de 

BAP e 2,5 µM de ANA. Com frutose a maior concentração de clorofila 

b (0,11 µg/g MS) foi observada também nas concentrações de 2,5 µM 

de BAP e 2,5 µM de ANA. 

O tratamento que apresentou as menores concentrações de 

clorofilas a e b foi aquele em que os calos foram cultivados em glucose, 

nas concentrações de 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Com sacarose os 

menores teores de clorofilas a e b ocorreram com 5 µM de BAP e 5 µM 

de ANA.  

 

Tabela 17. Efeito de fontes de carbono e de combinações de BAP e 

ANA sobre os conteúdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis 
cultivados, durante 8 semanas, a partir de nós cotiledonares em meio de 

cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM 

de sacarose, frutose ou glucose e 2,73 mM de glutamina. Em negrito os 

melhores tratamentos. 
Fonte de 
carbono 

BAP 
(µM) 

ANA 
(µM) 

Clorofila a 
(µg/g MS)a 

Clorofila b 
(µg/g MS)a 

Sacarose 2,5 5,0 0,18 ± 0,00 f 0,10 ± 0,00 de 

 5,0 2,5 0,26 ± 0,00 d 0,12 ± 0,00 b 

 2,5 2,5 0,31 ± 0,00 b 0,14 ± 0,00 a 

 5,0 5,0 0,13 ± 0,00 h 0,09 ± 0,00 ef 

Frutose 2,5 5,0 0,24 ± 0,01 e 0,08 ± 0,01 f 

 5,0 2,5 0,24 ± 0,00 e 0,08 ± 0,00 f 

 2,5 2,5 0,28 ± 0,00 c 0,11 ± 0,00 cd 

 5,0 5,0 0,24 ± 0,00 e 0,09 ± 0,00 f 

Glucose 2,5 5,0 0,08 ± 0,00 i 0,04 ± 0,00 g 

 5,0 2,5 0,40 ± 0,00 a 0,14 ± 0,00 a 

 2,5 2,5 0,28 ± 0,00 c 0,12 ± 0,00 bc 

 5,0 5,0 0,14 ± 0,00 g 0,09 ± 0,00 f 

a
Médias de cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna não 

diferem significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o 

teste de Tukey (p≤0,05). MS= massa seca. 
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A tabela 18 abaixo sumariza os tratamentos que produziram os 

melhores resultados para a produção de fenólicos totais, flavonoides 

totais, carotenoides, clorofila a e clorofila b pelos calos de C. fissilis, 

através da manipulação das fontes de carbono e das concentrações de 

BAP e ANA. Os resultados indicam que, na presença de 118 mM da 

fonte de carbono e 2,73 mM de glutamina são requeridos tipos de fontes 

de carbono e concentrações de BAP e ANA específicas para otimizar a 

produção de cada um dos parâmetros estudados.  

 

Tabela 18: Concentrações de BAP e ANA que produziram as maiores 

concentrações de fenólicos totais, flavonoides totais e carotenoides em 

calos de Cedrela fissiliscultivados, durante 8 semanas, a partir de nós 

cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose e 2,73 mM 

de glutamina.  

Parâmetros Tratamentos 

Fenólicos totais Sacarose + 2,5 µM BAP +2,5 µM ANA 

Flavonoides totais Glucose + 2,5 µM BAP +2,5 µM ANA 

Carotenoides 

Clorofila a 

Sacarose + 5 µM BAP + 2,5 µM ANA 

Glucose + 5 µM BAP + 2,5 µM ANA 

Clorofila b Sacarose + 2,5 µM BAP + 2,5 µM ANA 

 Glucose + 5 µM BAP + 2,5 µM ANA  

 

7.3.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre os teores de fenólicos totais, 

flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b em calos de Cedrela 

fissilis  
 

Nesses experimentos foram quantificados os fenólicos totais, 

flavonoides totais, carotenoides, clorofilas a e b em calos de C. fissilis, 

produzidos, após 8 semanas de cultivo, a partir de diferentes tipos de 

explantes cultivados em meio de cultura MS, suplementado com 118 

mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de 

BAP, 5 µM de ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma). Os carotenoides 

foram analisados apenas em calos cultivados na luz devido ao baixo teor 

verificado nos calos cultivados no escuro.  
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7.3.3.1 Efeito da sacarose sobre os teores de fenólicos totais, 

flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis  

Os resultados da tabela 19 indicam que, com sacarose, os maiores 

teores de fenólicos totais e flavonoides totais foram observados na luz 

em calos de cotilédone cultivados na presença de glutamina, enquanto 

que o maior teor de carotenoides foi detectado na luz, em calos de folha, 

na ausência de glutamina. Assim, calos de cotilédone, na presença de 

glutamina, apresentaram os maiores teores de fenólicos totais (51,35 

µg/g MS) e flavonoides totais (1,35 µg/g MS), mas o maior nível de 

carotenoides foi observado, na luz, em calos obtidos a partir de folha 

(2,22 µg/g MS), mas na ausência de glutamina. As análises não foram 

efetuadas para calos de folha na luz, pois com sacarose a biomassa de 

calos foi insuficiente para as análises.  
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Tabela 19: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de fenólicos totais, flavonoides totais e 

carotenoides de calos de Cedrela fissiliscultivados durante 8 semanas 

em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado 

com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP 

e 5 µM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos. 
Condição 

de cultura 

Tipo de explante Glutami

na 

(mM) 

Fenólicos  

totais 

(µg/g MS)
a 

Flavonoides 

totais 

(µg/g MS)
a 

Carotenoides  

(µg/g MS)
a 

Luz Nó cotiledonar 0 18,22 ± 1,04 gh
 

0,97 ± 0,04 d 
 

0,73 ± 0,01 j
 

  2,73 17,47 ± 1,15 gh 
 

1,16 ± 0,02 b
 

0,39 ± 0,00 k 
 

 Folha 0 26,75 ± 0,97 e  0,83 ± 0,03 ef 2,22 ± 0,01 a 

  2,73 -
 

-
 

-
 

 Nó foliar 0 25,75 ± 1,17 e
 

0,69 ± 0,12 gh 
 

1,37 ± 0,01d
 

  2,73 10,91 ± 1,67 kl 
 

0,77 ± 0,01 fg
 

0,73 ± 0,00 j 
 

 Cotilédone 0 26,66 ± 2,14 e
 

0,83 ± 0,01 ef 
 

1,21 ± 0,01 e
 

  2,73 51,35 ± 1,74 a 
 

1,35 ± 0,09 a
 

1,63 ± 0,00 b 
 

 Hipocótilo 0 21,96 ± 1,62 f
 

1,09 ± 0,12 bc 
 

1,39 ± 0,00 c
 

  2,73 12,50 ± 1,51 ijk 
 

0,95 ± 0,04 d
 

0,78 ± 0,00 i 
 

 Raiz 0 31,86 ± 2,80 cd
 

0,37 ± 0,06 jk 
 

0,86 ± 0,01 g 

  2,73 28,59 ± 1,46 de 
 

0,30 ± 0,06 kl
 

-
 

 Epicótilo 0 12,69 ± 2,31 ijk 0,23 ± 0,03  lm
 

0,80 ± 0,03 h
 

  2,73 14,71 ± 2,15 hij 
 

1,04 ± 0,04 cd 
 

0,91 ± 0,00 f 
 

      

Escuro Nó cotiledonar 0 18,91 ± 0,95 fg
 

0,77 ± 0,02 fg
 

 

  2,73 10,98 ± 0,87 kl 
 

0,41 ± 0,02 ij 
 

 

 Folha 0 33,86 ± 3,16 bc
 

0,50 ± 0,01 i
 

 

  2,73 36,36 ± 1,33 b 
 

0,93 ± 0,01 de 
 

 

 Nó foliar 0 12,96 ± 0,10 ijk
 

0,50 ± 0,04 i
 

 

  2,73 12,45 ± 0,10 ijk 
 

0,15 ± 0,04 m 
 

 

 Cotilédone 0 19,54 ± 0,59 fg
 

1,03 ± 0,01 cd
 

 

  2,73 16,04 ± 1,07ghi 
 

0,69 ± 0,05 gh 
 

 

 Hipocótilo 0 11,16 ± 0,35 jkl
 

0,49 ± 0,04 i
 

 
  2,73 7,66 ± 1,03 l 

 
0,24 ± 0,00 lm 

 
 

 Raiz 0 17,97 ± 1,12 gh
 

0,31 ± 0,01 jkl
 

 

  2,73 10,89 ± 0,49 kl 
 

0,52 ± 0,01 i 
 

 

 Epicótilo 0 18,45 ± 0,82 fg
 

0,65 ± 0,05 h
 

 

  2,73 18,52 ± 2,48 fg 
 

0,37 ± 0,06 jk 
 

 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (não ocorreu formação de 

calos). 
 

Na luz, na maioria dos tratamentos (Tabela 19), exceto para nó 

cotiledonar, cotilédone e epicótilo, a glutamina diminuiu os teores de 

fenólicos totais. O mesmo efeito inibidor da glutamina foi verificado no 

escuro, em que, apenas houve aumento dos fenólicos totais na presença 

de glutamina em calos originários do cultivo de segmentos de folha. Em 

alguns casos como, nos calos produzidos a partir de nó cotiledonar na 
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luz, nó foliar e epicótilo, no escuro a glutamina não influenciou a 

formação de fenólicos totais.   

Na tabela 19, observa-se que o tratamento que apresentou maior 

conteúdo de fenólicos totais foi o de calos de cotilédone, cultivados com 

glutamina (51,35 ± 1,74 µg/g MS), sendo que os demais tratamentos que 

apresentaram teores significativos foram de calos cultivados sem 

glutamina (raiz= 31,86 ± 2,80; folha= 26,75 ± 0,97; cotilédone= 26,66 ± 

2,14; nó foliar= 25,75 ± 1,17; hipocótilo= 21,96 ± 1,62 µg/g MS). O 

tratamento que apresentou a menor concentração de fenólicos totais foi 

o de calos de nó foliar, cultivados com glutamina (10,91 ± 1,67 µg/g 

MS). No tratamento em que foram utilizados segmentos de folha 

cultivados com glutamina, não houve formação de calos. 

Assim, na luz e sem glutamina, os níveis de fenólicos totais 

foram no mínimo de 12,69 µg/g MS, em calos de epicótilo e no máximo 

de 31,86 µg/g MS, em calos de raiz, enquanto que, com glutamina, o 

menor valor foi observado para os calos de nó foliar (10,91 µg/g MS) e 

o maior valor (51,35 µg/g MS) em calos de cotilédone. 

A tabela 19 apresenta os níveis de fenólicos totais para os 

tratamentos cultivados no escuro. Observa-se que os tratamentos 

realizados com segmentos de folhas, cultivados com e sem glutamina 

apresentaram os maiores teores destes compostos (36,36 ± 1,33; 33,86 ± 

1,00 µg/g MS respectivamente). A presença de glutamina no meio de 

cultura não alterou as concentrações dos compostos fenólicos totais, em 

calos de folha, nó foliar, cotilédone, hipocótilo e epicótilo cultivados no 

escuro. No escuro, o tratamento que apresentou a menor concentração 

de fenólicos totais, foi o de calos de hipocótilo, cultivados com 

glutamina (7,66 ± 1,03 µg/g MS).  

Com relação aos flavonoides totais, por outro lado, observa-se 

que na luz, na maioria dos tratamentos a glutamina estimulou a síntese 

de flavonoides, exceto em calos de hipocótilo e raiz. No escuro, na 

presença de glutamina, houve diminuição na produção de flavonoides 

nos calos de nó cotiledonar, nó foliar e hipocótilo e promoção em calos 

de folha, cotilédone e raiz (Tabela 19).  

Na tabela 19 observa-se que, na luz, o tratamento que apresentou 

significativamente o maior conteúdo de flavonoides foi o de calos de 

cotilédone, cultivados com glutamina (1,35 ± 0,02 µg/g MS). Já entre os 

tratamentos realizados na ausência de glutamina, o tratamento que 

apresentou maior teor deste composto foi o de calos de hipocótilo (1,09 

± 0,02 µg/g MS). Entre todos os tratamentos, o que apresentou menor 

conteúdo de flavonoides foi o de calos de epicótilo, cultivados sem 
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glutamina (0,23 ± 0,03 µg/g MS). No tratamento em que segmentos de 

folha foram cultivados com glutamina não ocorreu formação de calos.  

Entre os tratamentos cultivados no escuro (Tabela 19), observa-se 

que para cada tipo de explante houve diferença significativa, quanto aos 

níveis de flavonoides, entre aqueles cultivados com glutamina e sem 

glutamina, O tratamento que significativamente apresentou maior 

concentração de flavonoides foi o realizado com calos de cotilédone, 

cultivados sem glutamina (1,03 ± 0,01 µg/g MS). O tratamento que 

apresentou o menor conteúdo de flavonoides foi o realizado com calos 

de hipocótilo, cultivados com glutamina (0,24 ± 0,00 µg/g MS).  

Na ausência de glutamina, na luz, os teores de flavonoides 

variaram de 0,23 µg/g MS, em calos de epicótilo, a 1,09 µg/g MS, em 

calos de hipocótilo e no escuro, variaram de 0,31 µg/g MS, em calos de 

raiz a 1,03 µg/g MS, em calos de cotilédone.  No escuro, o maior teor de 

fenólicos totais foi observado em calos de folha (33,86 µg/g MS e 36.36 

µg/g MS), tanto na presença como na ausência de glutamina e o maior 

nível de flavonoides totais (0,93 µg/g MS), também foi verificado em 

calos de folhas cultivados com glutamina.  

Os teores de carotenoides aumentaram na presença de glutamina, 

em calos oriundos de cotilédone, e epicótilo, mas diminuíram em calos 

de nó cotiledonar, nó foliar e hipocótilo (Tabela 19). Observa-se ainda 

que, os teores de carotenoides diferiram significativamente entre os tipos 

de tratamentos estudados e que o tratamento de calos de folha, 

cultivados sem a glutamina, apresentou maior concentração de 

carotenoides (2,22 ± 0,01 µg/g MS), enquanto que o tratamento de nó 

cotiledonar, cultivado na presença de glutamina, na luz apresentou a 

menor concentração (0,39 ± 0,00 µg/g MS). As concentrações de 

carotenoides para os tratamentos cultivados sem a glutamina foram 

maiores estatisticamente (nó cotiledonar = 0,73 µg/g MS; hipocótilo= 

1,39 ± 0,00; nó foliar= 1,37 ± 0,01; cotilédone= 1,21 ± 0,01 µg/g MS) 

do que os tratamentos com glutamina. Para cotilédone e epicótilo, a 

presença de glutamina aumentou significativamente os teores de 

carotenoides (cotilédone= 1,63 ± 0,00; epicótilo= 0,91 ± 0,00 µg/g MS). 

No tratamento de segmentos de folha cultivados com glutamina e 

sacarose não houve a formação de calos. 

Os resultados apresentados na tabela 20 indicam que os calos de 

cotilédone, cultivados com glutamina apresentaram significativamente a 

maior concentração de clorofila a e clorofila b, diferindo dos demais 

tratamentos analisados (1,06 ± 0,00; 0,44 ± 0,00 µg/g MS 

respectivamente), sendo que o tratamento de folha, cultivado sem 

glutamina apresentou significativamente a segunda maior concentração 
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para clorofila a e b (0,82 ± 0,01; 0,33 ± 0,01 µg/g MS respectivamente). 

Observa-se que, para os calos de nós foliares e cotilédone a presença de 

glutamina aumentou as concentrações de clorofila a e no caso da 

clorofila b, as concentrações foram aumentadas na presença de 

glutamina em calos de cotilédone, hipocótilo, raiz e epicótilo.  

O tratamento que apresentou a menor concentração para a 

clorofila a, foi o de calos de raiz, cultivados com glutamina (0,06 ± 0,00 

µg/g MS) e para a clorofila b, o tratamento que apresentou a menor 

concentração foi o de calos de cotilédone e epicótilo, cultivados sem 

glutamina (0,008 ± 0,00; 0,01 ± 0,00 µg/g MS 

respectivamente).Observa-se ainda que, as concentrações de clorofilas a 

e b se variaram entre os tipos de explante, sendo, em alguns tratamentos, 

significativamente iguais, como no caso da clorofila a para nó 

cotiledonar com glutamina e nó foliar sem glutamina.  
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Tabela 20: Efeito da sacarose, tipo de explante e glutamina sobre os 

conteúdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilisiniciados a 

partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 

2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Clorofila a 

(µg/g MS)
a 

Clorofila b 

(µg/g MS)
a
 

Nó cotiledonar 0 0,46 ± 0,01 e 0,15  ± 0,00 d 

 2,73 0,30 ± 0,00 g 0,16  ± 0,00 d 

Folha 0 0,82 ± 0,01 b 0,33  ± 0,01 b 

 2,73          -           - 

Nó foliar 0 0,30 ± 0,01 g 0,18  ± 0,00 c 

 2,73 0,32 ± 0,00 f 0,17  ± 0,00 c 

Cotilédone 0 0,66 ± 0,01 c 0,008 ± 0,00 j 

 2,73 1,06 ± 0,00 a 0,44  ± 0,00 a 

Hipocótilo 0 0,51 ± 0,01 d 0,01  ± 0,00 i 

 2,73 0,21 ± 0,00 i 0,12  ± 0,00 f 

Raiz 0 0,27 ± 0,01 h 0,03  ± 0,00 h 

 2,73 0,06 ± 0,00 k 0,06  ± 0,00 g 

Epicótilo 0 0,18 ± 0,00 j 0,007  ± 0,00 j 

 2,73 0,17 ± 0,00 j 0,13  ± 0,00 e 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na 

coluna não diferem significativamente entre si. 

 
7.3.3.2 Efeito da frutose sobre os teores de fenólicos totais, flavonoides, 

carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis  

 
Os resultados da tabela 21 indicam que, com frutose, os maiores 

teores de fenólicos totais (33,31µg/g MS) foram observados em calos 

produzidos a partir de nó cotiledonar, na ausência de glutamina. Os 

maiores níveis de flavonoides e carotenoides, contudo foram detectados, 

na luz, em calos de folha, na ausência de glutamina (1,71 µg/g MS), e de 

folha, na presença de glutamina (5,39 µg/g MS), respectivamente. 

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto em calos de raiz e 
epicótilo, e no escuro, exceto em calos de raiz, a glutamina reduziu os 

teores de fenólicos totais. O mesmo ocorreu para os flavonoides totais, 

com exceção de calos de nó foliar e epicótilo, na luz, e de hipocótilo e 

raiz, no escuro. Entretanto, as concentrações de carotenoides 
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aumentaram na presença de frutose e glutamina, em todos os 

tratamentos, com exceção dos calos de nó foliar, em que houve 

diminuição da concentração. 

Os tratamentos que apresentaram os menores teores de fenólicos 

totais, flavonoides totais e carotenoides, na presença de frutose foram, 

respectivamente, os calos produzidos a partir de segmentos de 

hipocótilo, com glutamina, no escuro (2,34 µg/g MS), calos de epicótilo, 

com glutamina, no escuro (0,10 µg/g MS) e calos de epicótilo, sem 

glutamina na luz (0,64 µg/g MS).  
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Tabela 21: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de fenólicos totais, flavonoides totais e 

carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas 

em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado 

com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 

5 µM de ANA. 
Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

 (mM) 

Fenólicos  

totais 

(µg/g MS)
a 

Flavonoides 

totais 

(µg/g MS)
a 

Carotenoides  

(µg/g MS)
a 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 7,02 ± 0,21 hi
 

0,83 ± 0,06 d
 

1,05 ± 0,10 g
 

  2,73 5,88 ± 0,35 ijkl 
 

0,71 ± 0,15 df 
 

1,23 ± 0,04 g  

 Folha 0 14,81 ± 1,31 b
 

1,71 ± 0,06 a
 

3,17 ± 0,10 d
 

  2,73 11,20 ± 0,33 cd 
 

1,42 ± 0,02 b 
 

5,39 ± 0,06 a 
 

 Nó foliar 0 8,64 ± 0,57 fg
 

0,19 ±0,07 jk
 

1,21 ± 0,03 g
 

  2,73 4,30 ± 0,24 mn 
 

0,69 ± 0,03 df 
 

1,19 ± 0,02 g 
 

 Cotilédone 0 15,41 ± 1,22 b
 

1,55 ± 0,06 b
 

3,57 ± 0,07 c
 

  2,73 6,62 ± 0,61 hij 
 

1,27 ± 0,07 c 
 

4,91 ± 0,17 b 
 

 Hipocótilo 0 6,52 ± 0,30 hijk
 

0,80 ±0,04 d
 

0,69 ± 0,02 h
 

  2,73 4,50 ± 0,79 lmn 
 

0,57 ±0,07 efg 
 

1,90 ± 0,06 e 
 

 Raiz 0 12,57 ± 0,82 c
 

0,20 ±0,04 jk
 

1,04 ± 0,01 g
 

  2,73 15,02 ± 0,14 b 
 

0,19 ±0,09 jk 
 

1,65 ± 0,25 f 
 

 Epicótilo 0 4,83 ± 0,55 lmn
 

0,37 ±0,03 hi
 

0,64 ± 0,05 h
 

  2,73 6,59 ± 0,45 hij 
 

0,64 ±0,05 f 
 

1,20 ± 0,11 g 
 

      

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 33,31 ± 0,43 a
 

0,37 ± 0,02 hi
 

 

  2,73 7,24 ± 0,58 ghi 
 

0,43 ±0,08 ghi 
 

 

 Folha 0 11,77 ± 1,43 cd
 

0,33 ± 0,05 ij
 

 

  2,73 10,60 ± 0,14 de 
 

0,48 ± 0,02 efg 
 

 

 Nó foliar 0 6,84 ± 0,15 hij
 

0,48 ± 0,00 

efghi
 

 

  2,73 4,12 ± 0,56 mn 
 

0,15 ± 0,03 k   
 Cotilédone 0 7,49 ± 0,61 gh

 
0,68 ± 0,03 def

 
 

  2,73 5,14 ± 0,03 klmn 
 

0,48 ± 0,06 egh   

 Hipocótilo 0 9,14 ± 0,16 f
 

0,24 ±0,01 ijk
 

 

  2,73 2,34 ± 0,22 o 
 

0,32 ± 0,02 ij 
 

 

 Raiz 0 5,42 ± 0,36 jklm
 

0,32 ± 0,05 ij
 

 

  2,73 14,80 ± 0,13 b 
 

0,39 ± 0,03 hi 
 

 

 Epicótilo 0 9,60 ± 0,53 ef
 

0,26 ± 0,01hijk
 

 

  2,73 3,79 ± 0,17 n 
 

0,10 ± 0,01 k 
 

 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca.  

Na presença de frutose, os maiores níveis de fenólicos totais, na 

luz e na ausência de glutamina (Tabela 21), foram observados em calos 

de cotilédone (15,41 µg/g MS), enquanto que com glutamina, em calos 

raiz (15,02 µg/g MS). Na luz a presença de glutamina no meio de 

cultura aumentou a produção de fenólicos totais apenas em calos de raiz 

e epicótilo, diminuindo nos demais tratamentos (Tabela 21).Observa-se 
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também que o tratamento que apresentou a menor concentração foi 

aquele em que foram utilizados segmentos de nó foliar para indução de 

calos, cultivados com glutamina (4,30 ± 0,24 µg/g MS). 

A tabela 21, que apresenta os níveis de fenólicos totais, em calos 

cultivados em frutose e no escuro mostra que, em todos os tratamentos, 

exceto com folha, os calos cultivados com glutamina apresentaram 

níveis de compostos fenólicos significativamente diferentes daqueles 

cultivados sem glutamina. O tratamento que apresentou maior valor foi 

o de calos produzidos a partir de nós cotiledonares cultivados sem 

glutamina (33,31 ± 0,43 µg/g MS), quando comparados com os outros 

tratamentos. Observa-se ainda que o tratamento que apresentou o menor 

conteúdo de fenólicos totais foi calos de hipocótilo, cultivados com 

glutamina (2,34 ± 0,22 µg/g MS). 

Quanto aos flavonoides, com frutose e na luz (Tabela 21) os calos 

originários de folha, na ausência de glutamina produziram a maior 

concentração (1,71 µg/g MS) e no escuro (Tabela 21), os maiores níveis 

de flavonoides foram detectados em calos de cotilédone (0,68 µg/g MS), 

também na ausência de glutamina. Verifica-se que, na luz, apenas para 

os calos de nó cotiledonar e raiz a glutamina não afetou os níveis de 

flavonoides, sendo que em todos os outros tratamentos a presença de 

glutamina aumentou (nó foliar, epicótilo) ou diminuiu (folha, 

cotilédone, hipocótilo) as concentrações desses compostos. 

Na tabela 21, observa-se que, na presença de frutose e no escuro, 

os calos apresentaram menores concentrações de flavonoides, do que 

quando comparados com calos cultivados na luz (Tabela 21). O 

tratamento que apresentou maior concentração de flavonoides foi o de 

calos produzidos a partir da cultura de segmentos de cotilédones 

cultivados sem glutamina (0,68 ± 0,03 µg/g MS). Já o tratamento que 

apresentou o menor conteúdo de flavonoides foi o de calos de epicótilo, 

cultivados com glutamina (0,10 ± 0,01 µg/g MS). Verifica-se que, no 

escuro, em todos os tratamentos, exceto folha e nó foliar, a presença de 

glutamina não afetou os níveis de flavonoides nos calos. 

Os níveis de carotenoides, com frutose, na luz (Tabela 21) foram 

maiores em calos de folhas cultivados com glutamina (5,39 ± 0,06 µg/g 

MS). Os tratamentos de cotilédone cultivados com ou sem glutamina e 

de folha, cultivados sem glutamina também apresentaram níveis 

elevados de carotenoides variando de 3,17 ± 0,10 a 4,91 ± 0,17 µg/g 

MS, respectivamente. Já os tratamentos que apresentaram os menores 

conteúdos de carotenoides foram os calos de hipocótilo e epicótilo (0,69 

± 0,02; 0,64 ± 0,05 µg/g MSrespectivamente). 
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Através dos resultados apresentados na tabela 22 verifica-se que, 

com frutose, os maiores teores de clorofila a (1,06 e 1,04 µg/g MS) 

foram observados em calos produzidos a partir de segmentos de folha e 

cotilédone, na ausência de glutamina e a maior concentração de clorofila 

b (0,45 µg/g MS) ocorreu em calos provenientes do cultivo de 

segmentos de folha, também na ausência de glutamina. As menores 

concentrações de clorofilas a (0,22 µg/g MS) e b (0,01 µg/g MS) 

ocorreram em calos de hipocótilo, na ausência de glutamina e em calos 

de nó foliar, também na ausência de glutamina. 

As concentrações de clorofila a diminuíram na presença de 

glutamina, na maioria dos tratamentos com frutose, exceto nos calos 

produzidos a partir de segmentos de hipocótilo. Por outro lado, as 

concentrações de clorofila b aumentaram, na presença de glutamina, na 

maioria dos tratamentos, sendo que diminuíram apenas em calos de 

folha. Em calos produzidos a partir de segmentos de hipocótilo a 

produção de clorofila b não foi afetada pela glutamina.  
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Tabela 22: Efeito da frutose, tipo de explante e glutamina sobre os 

conteúdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilisiniciados a 

partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 

µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Tipo de explante Glutamina 

(mM) 

Clorofila a  

(µg/g MS)
a 

Clorofila b  

(µg/g MS)
a
 

Nó cotiledonar 0 0,43 ± 0,01 e 0,08 ± 0,00 h 

 2,73 0,33 ± 0,00 f 0,11 ± 0,00 ef 

Folha 0 1,05 ± 0,00 a 0,45 ± 0,00 a 

 2,73 0,86 ± 0,00 b 0,27 ± 0,00 c 

Nó foliar 0 0,55 ± 0,01 d 0,01 ± 0,00 j 

 2,73 0,25 ± 0,00 g 0,10 ± 0,00 fg 

Cotilédone 0 1,04 ± 0,00 a 0,42 ± 0,00 b 

 2,73 0,76 ± 0,00 c 0,25 ± 0,00 d 

Hipocótilo 0 0,22 ± 0,01 g 0,11 ± 0,00 ef 

 2,73 0,32 ± 0,00 f 0,12 ± 0,00 e 

Raiz 0 0,35 ± 0,02 f 0,04 ± 0,01 i 

 2,73 0,23 ± 0,00 g 0,09 ± 0,00 gh 

Epicótilo 0 0,36 ± 0,07 f 0,06 ± 0,03 i 

 2,73 0,24 ± 0,00 g 0,08 ± 0,00 h 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na 

coluna não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey 
(p≤ 0,05). MS= massa seca. 

 

Observa-se na tabela 22 que, seguindo os tratamentos que 

apresentaram significativamente as maiores concentrações de clorofila a 

foram (calos de folha e cotilédone sem glutamina), os tratamentos que 

também apresentaram concentrações significativas de clorofila a foram 

calos de folha e cotilédone, cultivados com glutamina (0,86 ± 0,00; 0,76 

± 0,00 µg/g MS respectivamente) e para a clorofila b (0,27 ± 0,00; 0,25 

± 0,00 µg/g MS respectivamente). Nota-se que as menores 

concentrações de clorofila a foram detectadas em calos de raiz, 

cultivados com glutamina e em calos de hipocótilo, cultivados sem 

glutamina (0,23 ± 0,00;0,22 ±0,01 µg/g MS respectivamente). Para a 

clorofila b, as menores concentrações foram encontradas em calos de nó 

foliar, cultivados sem glutamina (0,01 ± 0,00 µg/g MS).  
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7.3.3.3. Efeito da glucose sobre os teores de fenólicos totais, 

flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis  

 
Os resultados da tabela 23 indicam que, com glucose, os maiores 

teores de fenólicos totais (18,82 µg/g MS e 18,25 µg/g MS) foram 

observados em calos produzidos, no escuro, a partir de folha e de raiz, 

na ausência de glutamina. Os maiores níveis de flavonoides ocorreram 

na luz, em calos de folha e de cotilédone, na presença de glutamina 

(0,83 µg/g MS e 0,89 µg/g MS, respectivamente). Calos de folha 

cultivados na presença de glutamina também apresentaram a maior 

concentração de carotenoides (5,62 µg/g MS). 

Com glucose, na luz, na maioria dos tratamentos, exceto em calos 

de nó cotiledonar e folha, e no escuro, exceto em calos de folha, 

cotilédone e raiz, a glutamina aumentou os teores de fenólicos totais. 

Para os flavonoides totais, com exceção de calos de nó cotiledonar, nó 

foliar e epicótilo, na luz e no escuro, com exceção de calos de 

cotilédone, hipocótilo, raiz e epicótilo, a presença de glutamina também 

promoveu a produção, o mesmo ocorrendo com os carotenoides, em 

todos os tratamentos.  
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Tabela 23: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a concentração de fenólicos totais, flavonoides totais e 

carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas 

em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado 

com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 

5 µM de ANA. 
Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Fenólicos  

totais 

(µg/g MS)
a 

Flavonoides 

totais 

(µg/g MS)
a 

Carotenoides  

(µg/g MS)
a 

Luz Nó 

cotiledonar 

0 5,49 ± 1,70 jkl
 

0,29 ± 0,04 

efgh
 

0,77 ± 0,02 g
 

  2,73 4,79 ± 0,08 

klm 
 

0,26 ± 0,01 

fghij 
 

1,14 ± 0,04 ef 
 

 Folha 0 16,36 ± 2,25 b
 

0,61 ± 0,07 b
 

2,93 ± 0,03 d
 

  2,73 12,64 ± 0,25 c 
 

0,83 ± 0,01 a 
 

5,62 ± 0,29 a 
 

 Nó foliar 0 3,55 ± 0,21 mn
 

0,28 ± 0,03 

efghi
 

1,29 ± 0,02 ef
 

  2,73 6,11 ± 0,27 
hijk 

 
0,19 ± 0,02 ij 

 
1,36 ± 0,10 e 

 

 Cotilédone 0 5,57 ± 0,74 jkl
 

0,42 ±0,07 cd
 

3,57 ± 0,07 c
 

  2,73 6,66 ± 0,37 

ghij 
 

0,89 ± 0,01 a 
 

4,42 ± 0,17 b 
 

 Hipocótilo 0 1,72 ± 0,36 o
 

0,10 ± 0,01 kl
 

0,59± 0,04 g
 

  2,73 4,16 ± 0,36 

lmn 
 

0,20 ± 0,04 ij 
 

0,80 ± 0,10 g 
 

 Raiz 0 8,37 ± 0,69 fg
 

0,19 ± 0,03 ij
 

0,24 ± 0,00 h
 

  2,73 11,42 ± 1,41 cd 
 

0,33 ±0,02 ef 
 

1,34 ± 0,13 ef 
 

 Epicótilo 0 2,59 ± 0,24 no
 

0,48 ±0,08 c
 

0,75 ± 0,14 g
 

  2,73 5,44 ± 0,11 jkl 
 

0,18 ± 0,03 jk 
 

1,09 ± 0,03 f 
 

      

Escuro Nó 

cotiledonar 

0 5,83 ± 0,46 ijkl
 

0,07 ± 0,03 l
 

 

  2,73 11,80 ± 1,73 cd 
 

0,10 ± 0,01 kl 
 

 
 Folha 0 18,82 ± 0,10 a

 
0,44 ± 0,01 cd

 
 

  2,73 16,29 ± 0,51 b 
 

0,68 ±0,09 b 
 

 

 Nó foliar 0 4,26 ± 0,19 

lmn
 

0,20 ± 0,01ij
 

 

  2,73 8,98 ± 0,35 ef 
 

0,29 ± 0,04 efg 
 

 

 Cotilédone 0 12,39 ± 0,22 c
 

0,63 ± 0,04 b
 

 

  2,73 10,46 ± 0,21 de 
 

0,50 ± 0,02 c 
 

 

 Hipocótilo 0 7,48 ± 0,37 

fghi
 

0,36 ± 0,03 de
 

 

  2,73 9,10 ± 0,30 ef 
 

0,29 ± 0,03 

efgh 
 

 

 Raiz 0 18,25 ± 0,14 a
 

0,37 ± 0,01 de
 

 

  2,73 15,37 ± 0,36 b 
 

0,20 ± 0,02 hij 
 

 

 Epicótilo 0 5,90 ± 0,22 

hijkl
 

0,23 ± 0,04 

ghij
 

 

  2,73 7,66 ± 0,11 fgh 
 

0,18 ± 0,03 jk 
 

 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na 

coluna não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey 

(p≤ 0,05). MS= massa seca.  
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Na presença de glucose, os maiores níveis de fenólicos totais, na 

luz (Tabela 23), tanto na presença como na ausência de glutamina, 

foram observados em calos de folha (12,64 µg/g MS e 16,36 µg/g MS). 

O tratamento que apresentou a menor concentração desses compostos 

foi calos de hipocótilo, cultivados sem glutamina (1,72 ± 0,36 µg/g MS
-

1
).  

No escuro, com glucose (Tabela 23) e sem glutamina os calos de 

folha e raiz apresentaram as maiores concentrações de fenólicos totais 

(18,25 µg/g MS e 18,82 µg/g MS, respectivamente). Também, para os 

tratamentos cultivados com glutamina, calos oriundos de raiz e folha 

apresentaram 15,37 ± 0,36 e 16,29 ± 0,51 µg/g MS, respectivamente.  

Quanto aos flavonoides, em glucose, na luz (Tabela 23), os calos 

originários de folha e de cotilédone, cultivados na presença de glutamina 

produziram as maiores concentrações (0,83 µg/g MS e 0,89 µg/g MS, 

respectivamente) e na ausência de glutamina, a maior concentração de 

flavonoides foi detectada em calos de folha (0,61 µg/g MS).  

Com glucose, no escuro (Tabela 23) a maior produção de 

flavonoides ocorreu em calos de cotilédone (0,63 µg/g MS), na ausência 

de glutamina e em calos de folha, na presença de glutamina (0,68 µg/g 

MS). Os tratamentos que apresentaram os menores conteúdos de 

flavonoides foram os calos de nó cotiledonar, cultivados com ou sem 

glutamina (0,10 ± 0,01; 0,07 ± 0,01 µg/g MS, respectivamente). 

Os níveis de carotenoides (Tabela 23), com glucose, na luz e sem 

glutamina, foram maiores (3,57 µg/g MS) em calos de cotilédone e na 

presença de glutamina, em calos de folha (5,62 µg/g MS). Calos de nó 

cotiledonar com glutamina apresentaram concentrações de carotenoides 

similares a calos de nó foliar, sem glutamina e a calos de raiz e epicótilo 

com glutamina. Também, níveis semelhantes de carotenoides foram 

observados entre os calos de nó cotiledonar, sem glutamina e calos de 

hipocótilo, com ou sem glutamina, e de epicótilo, sem glutamina. 

Os resultados da tabela 24 mostram que, com glucose, os maiores 

teores de clorofilas a (1,36 µg/g MS) e b (0,47 µg/g MS) foram 

observados em calos obtidos a partir de segmentos de folha cultivados 

com glutamina. Com glucose, as menores concentrações de clorofila a e 

b foram observadas, respectivamente, em calos de raiz e de nó 

cotiledonar, na ausência de glutamina. 

Nos tratamentos com nó cotiledonar, nó foliar e epicótilo a 

glutamina reduziu as concentrações de clorofila a, mas, nos tratamentos 

com folha, cotilédone e raiz a glutamina promoveu a síntese. Quanto à 

clorofila b, entretanto, observa-se que a presença de glutamina 

estimulou a produção de clorofila na maioria dos tratamentos, sendo que 
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apenas em calos originados de nó foliar e epicótilo a síntese de clorofila 

foi reduzida.  

 

Tabela 24: Efeito da glucose, tipo de explante e glutamina sobre os 

conteúdos de clorofilas a  e b de calos de Cedrela fissilis iniciados a 

partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 

µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Tipo de explante Glutamina 

(mM) 

Clorofila a 

(µg/g MS)
a 

Clorofila b 

(µg/g MS)
a
 

Nó cotiledonar 0 0,25 ± 0,01 f 0,009 ± 0,00 i 

 2,73 0,23 ± 0,00 g 0,09 ± 0,00 f 

Folha 0 0,72 ± 0,01 c 0,06 ± 0,00 h 

 2,73 1,36 ± 0,00 a 0,47 ± 0,00 a 

Nó foliar 0 0,28 ± 0,00 e 0,10 ± 0,00 e 

 2,73 0,21 ± 0,00 h 0,08 ± 0,00 g 

Cotilédone 0 0,42 ± 0,00 d 0,09 ± 0,00 f 

 2,73 0,79 ± 0,01 b 0,26 ± 0,00 b 

Hipocótilo 0 0,16 ± 0,00 i 0,006 ± 0,00 i 

 2,73 0,16 ± 0,00 i 0,06 ± 0,00 h 

Raiz 0 0,10 ± 0,00 j 0,08 ± 0,00 g 

 2,73 0,23 ± 0,00 g 0,14 ± 0,00 c 

Epicótilo 0 0,26 ± 0,00 f 0,11 ± 0,00 d 

 2,73 0,22 ± 0,00 h 0,10 ± 0,00 e 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca. 

 

 Verifica-se na tabela 24 que, seguindo os tratamentos que 

apresentaram as maiores concentrações de clorofilas a e b encontram-se 

os tratamentos de calos de folha e cotilédone, produzidos sem glutamina 

(Clorofila a= 0,72 ± 0,01; 0,42 ± 0,00; Clorofila b= 0,06 ± 0,00; 0,10 ± 

0,00 µg/g MS). Para clorofila a os tratamentos que mostraram valores 

similares foram nó cotiledonar e raiz, com glutamina e nó cotiledonar e 

epicótilo, sem glutamina, sendo que houve diferença estatística entre os 

demais tratamentos. Para a clorofila b alguns dos tratamentos que 

mostraram valores semelhantes foram nó cotiledonar, com glutamina e 

cotilédone, sem glutamina. 

Com relação aos tratamentos que apresentaram baixas 

concentrações de clorofilas a e b, calos de raiz, cultivados sem 
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glutamina apresentaram (Clorofila a= 0,10 ± 0,00 µg/g MS), já para a 

clorofila b, calos de nó cotiledonar e hipocótilo, cultivados sem 

glutamina apresentaram (Clorofila b= 0,01 ± 0,00; 0,01 ± 0,00 µg/g 

MS). 

 

7.3.3.4. Análise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre a 

produção de metabólitos secundários em calos de Cedrela fissilis  

A tabela 25 abaixo apresenta a compilação dos tratamentos que 

apresentaram os melhores resultados para os metabólitos secundários, 

com a manipulação das diferentes fontes de carbono. Verifica-se, que 

para a maior produção de fenólicos totais, segmentos de cotilédone 

foram os melhores explantes para iniciar os calos, quando a fonte de 

carbono foi a sacarose. Porém, com frutose, nó cotiledonar foi o melhor 

explante e com a glucose, segmentos de folha e de raiz foram os 

explantes ideais.   

Para a produção de flavonoides, segmentos de cotilédone foram 

os melhores explantes, quando a sacarose ou glucose foram utilizadas 

como fontes de carbono, enquanto que segmentos de folha foram mais 

eficientes quando a frutose ou glucose foram utilizadas. A maior 

produção de carotenoides, entretanto ocorreu em calos originados a 

partir da cultura de segmentos de folhas, em todas as fontes de carbono 

estudadas. 

A tabela 26 mostra que, os calos que acumularam maior 

quantidade de clorofila a foram os iniciados a partir de cotilédone, 

quando foi utilizada a sacarose ou a frutose. Com glucose, apenas calos 

iniciados a partir de folhas foram eficientes na produção de clorofila a. 

Assim, com frutose os melhores explantes foram segmentos de folha e 

cotilédone. Com relação à produção de clorofila b observa-se que 

segmentos de cotilédone foram os melhores explantes, quando a 

sacarose foi utilizada como fonte de carbono e segmentos de folha 

foram os explantes ideais, quando as fontes de carbono foram a frutose 

ou glucose. 

Quanto à eficiência da glutamina na produção dos metabólitos 

secundários pelos calos, observa-se na tabela 24 que, quando a fonte de 

carbono sacarose, a glutamina apresentou um efeito promotor, na 

produção de fenólicos totais e flavonoides totais, mas não na produção 

de carotenoides. Já com a frutose, as maiores concentrações desses 

compostos ocorreu na ausência deglutamina e com a glucose, a ausência 

de glutamina promoveu a produção de fenólicos totais e a presença 
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promoveu a biossíntese de flavonoides totais. Em relação aos 

carotenoides verifica-se que, na presença de glucose e frutose, a 

glutamina foi necessária para promover a produção, mas na presença de 

sacarose a maior produção ocorreu na ausência da glutamina.  

Na tabela 26 nota-se que, quando a sacarose e glucose foram 

utilizadas como fontes de carbono, a glutamina promoveu a produção de 

clorofilas a e b, mas quando a frutose foi utilizada, as maiores 

concentrações de clorofilas ocorreram na ausência de glutamina.  

Quanto à necessidade de luz, verifica-se na tabela 25 que, com 

sacarose, os maiores níveis de fenólicos totais e flavonoides ocorreram 

em calos crescidos na luz, enquanto que com frutose ou glucose 

ocorreram no escuro. Para a os flavonoides totais, em todas as fontes de 

carbono, a maior produção ocorreu na luz.  

 

Tabela 25: Compilação dos melhores tratamentos (tipo de explante, 

presença/ausência de glutamina, presença/ausência de luz) que 

produziram as maiores concentrações de fenólicos totais, flavonoides 

totais e carotenoides em calos de Cedrela fissilis  cultivados durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 

mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de  

carbono 

Fenólicos totais Flavonoides  Carotenoides  

Sacarose Cotilédone  

Com glutamina  

Luz 

Cotilédone 

Com glutamina  

Luz 

Folha 

Sem glutamina 

 Luz 

    

Frutose Nó cotiledonar  

Sem glutamina,  

Escuro 

Folha 

Sem glutamina 

Luz 

Folha 

Com glutamina 

Luz 

    

Glucose Folha, raiz 

Sem glutamina 

Escuro 

Folha, cotilédone 

Com glutamina 

Luz  

Folha 

Com glutamina 

Luz 
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Tabela 26: Compilação dos melhores tratamentos (tipo de explante, 

presença/ausência de glutamina, presença/ausência de luz) que 

produziram as maiores concentrações de clorofilas a e b em calos de 

Cedrela fissilis  cultivados com cultivados durante 8 semanas, em meio 

de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 

mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 

µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de  

carbono 

Clorofila a Clorofila b  

Sacarose Cotilédone  

Com glutamina  

Luz 

Cotilédone 

Com glutamina  

Luz 

   

Frutose Folha, cotilédone  

Sem glutamina,  

Luz 

Folha 

Sem glutamina 

Luz 

   

Glucose Folha 

Com glutamina 

Luz 

Folha 

Com glutamina 

Luz  

 

 

Em termos quantitativos (tabela 27), apesar de não terem sido 

realizadas as análises estatísticas comparando as fontes de carbono, é 

possível observar que com a sacarose, a maior concentração de fenólicos 

totais (51,35 µg/g MS) foi 1,5 vezes maior do que observada com 

frutose e 2,72 vezes maior do que a obtida com glucose. As 

concentrações de flavonoides totais pareceram ser similares para 

sacarose (1,35 µg/g MS) e frutose (1,71 µg/g MS), mas essas 

concentrações foram, respectivamente, 1,5 e 1,9 vezes maior do que a 

observada para glucose (0,89 µg/g MS). Quanto aos carotenoides, 

verifica-se que as concentrações obtidas para frutose (5,39 µg/g MS) e 

glucose (5,72 µg/g MS) pareceram ser similares e foram pelo menos 2,4 

vezes maior do que com a observada com sacarose (2,22 µg/g MS).  

Quando se compara os valores da tabela 27 para fenólicos totais, 

flavonoides totais e carotenoides com os valores máximos obtidos nos 

itens 6.3.1 (tabela 13) e 6.3.2 (tabela 16) observa-se que, com a 

manipulação dos tipos de explante, glutamina e presença e ausência de 

luz a máxima produção de fenólicos totais de (51,35 µg/g MS), por 

calos de cotilédone cultivados em sacarose, com glutamina na luz foi 
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1,95 vezes maior do que a máxima detectada em calos de nós 

cotiledonares cultivados nas mesmas concentrações de sacarose e 

glutamina, na luz (26,27 µg/g MS; tabela 22); a produção de flavonoides 

totais foi pelo menos 1,92 vezes maior em relação ao maior valor 

observado na tabela 16 (0,70 µg/g MS, tabela 25) e a produção de 

carotenoides foi pelo menos 7,7 vezes maior do que a maior expressa, 

também na tabela 16 (1,82 µg/g MS), mesmo utilizando-se a 

combinação de concentrações de 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA.   

 

Tabela 27: Compilação dos maiores valores de concentração de 

fenólicos totais, flavonoides totais e carotenoides em calos de Cedrela 

fissilis  cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige & 

Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou 

frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de carbono Fenólicos totais 

(µg/g MS)
 a
 

Flavonoides totais 

(µg/g MS)
 a
 

 

Carotenoides 

 (µg/g MS)
 a
 

Sacarose 51,35 1,35 2,22 

    

Frutose 33,31 1,71 5,39 

    

Glucose 18,82 0,89 5, 62 
a
Médias de no mínimo cinco repetições. 

 

Com relação às máximas concentrações obtidas para as clorofilas 

a e b verifica-se, na tabela 28 que os valores pareceram ser similares 

para as três fontes de carbono estudadas. Quando se compara esses 

valores com os máximos obtidos na tabela 17 do item 6.3.2 observa-se 

que, os valores de clorofila a obtidos através da manipulação dos tipos 

de explantes, fontes de carbono, presença e ausência de glutamina e de 

luz foram pelo menos 2,65 vezes maior e as de clorofila b foram 3,14 

vezes maior do que as concentrações mostradas na tabela 17. 
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Tabela 28: Compilação dos maiores valores de concentração de 

clorofilas a e b em calos de Cedrela fissilis  cultivados durante 8 

semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 

mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

Fontes de  

carbono 

Clorofila a 
(µg/g MS)

 a
 

Clorofila b 

(µg/g MS)
 a
 

 

Sacarose 1,06 0,44 

   

Frutose 1,05 0,45 

   

Glucose 1,36 0,47 
a
Médias de no mínimo cinco repetições. 

7.4 PERFIL METABÓLICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE 

VARREDURA UV-VIS DE CALOS DE C. FISSILIS 

7.4.1. Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre os perfis metabólicos de extratos de calos de 

Cedrela fissilis  

 
A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujos resultados 

são mostrados na figura 7 foi realizada em extratos metanólicos de calos 

de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nós cotiledonares 

cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com de 

sacarose (59 mM ou 118 mM), glutamina (0; 2,73 mM ou 5,46 mM), 

2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA.  

Os resultados da figura 7 mostraram que calos de nós 

cotiledonares cultivados com 59 mM e 118 mM de sacarose e 5,46 mM 

de glutamina (linha azul marinho e preto) apresentaram as maiores 

absorbâncias nos intervalos entre 410 – 466 nm e 648 – 676 nm. 

Entretanto, maior absorbância no intervalo entre 270 – 326 nm (linha 

verde), região de absorção do UV, ocorreu no extrato dos calos 

crescidos com 59 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina. Nesse 

intervalo os extratos dos calos cultivados com 118 mM de sacarose e 

5,46 mM de glutamina (linha preta) apresentaram a menor absorb 
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Figura 7: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metanólicos 
de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nó cotiledonar 

cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 59 e/ou 118 

mM de sacarose, 0; 2,73 e/ou 5,46 mM de glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de 
ANA. 

 

7.4.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANAsobre os perfis metabólicos de extratos 

de calos de Cedrela fissilis  
 

A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujos resultados 

são apresentados na figura 8, foi realizada em extratos metanólicos de 

calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nós cotiledonares 

cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 

mM de sacarose, com diferentes combinações de concentrações de BAP 

e ANA (2,5 µM e 5,0 µM). 

Os resultados indicam que os extratos de calos cultivados com 

118 mM de frutose, 5,0 µM de BAP e 5,0 µM de ANA (figura 8) 

apresentaram as maiores absorbâncias nos intervalos entre 410 – 494 

nm, 648 – 676 nm (linha laranja), seguido dos extratos de calos 

cultivados com 118 mM de sacarose, 5,0 µM de BAP e 5,0 µM de ANA 

(linha preta). Na região de absorção do UV, que compreende os 

comprimentos de onda de 280 até 400 nm, os extratos de calos 

cultivados com 118 mM de frutose, 5,0 µM de BAP e 5,0 µM de ANA 

também apresentaram as maiores absorbâncias enquanto que os extratos 

de calos cultivados com 118 mM de sacarose, 5,0 µM de BAP e 5,0 µM 

de ANA apresentaram as menores absorbâncias. 
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Figura 8: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metanólicos 

de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nó cotiledonar 
cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 mM de 

sacarose, frutose e/ou glucose, 2,5 e/ou 5,0 μM de BAP e 2,5 e/ou 5,0 μM de 
ANA. 

 

7.4.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre os perfis metabólicos de extratos de 

calos de Cedrela fissilis  

 

A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujo resultado é 

mostrado na figura 9 foi realizada com extratos metanólicos de calos de 

C. fissilis iniciados a partir de segmentos de cotilédone, nó foliar e folha 

cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 

mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de 

ANA; de calos iniciados a partir de segmentos de folha cultivados em 

meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 mM de 

frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA, e 

de calos iniciados a partir de cotilédone e folha cultivados em meio de 

cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 mM de frutose, 2,73 

mM de glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA. Assim, foram 

escolhidos os melhores tratamentos, que apresentaram os maiores 

conteúdos de compostos primários e secundários, em que os calos foram 

cultivados na luz, para a determinação dos perfis metabólicos dos calos.   

Através dos espectros apresentados na Figura 9 é possível 

observar que, de uma maneira geral, o espectro do extrato de calos de 
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folha, cultivados com glucose e com glutamina (linha rosa) apresentou 

valores maiores de absorbância, enquanto que o espectro do extrato de 

calos de cotilédone, cultivados com sacarose, sem glutamina (linha 

preta) apresentou os valores mais baixos de absorbância. 

Os diferentes tratamentos apresentaram perfis de absorbância 

coincidentes quanto aos comprimentos de onda. Um pico de alta 

absorbância se formou na região de 659 – 670 nm, com a formação de 

um pequeno ombro mais próximo de 659 nm. Três regiões de maior 

absorbância também podem ser observadas nos intervalos entre 605 – 

614 nm, 530 – 540 nm e 400 – 480 nm. 

Na região de absorção do UV, que compreende os comprimentos 

de onda de 280 até 400 nm, onde começa a absorção da luz visível, 

ocorreu a fusão de vários picos de absorbância, levando à formação de 

“ombros”, que ficaram mais evidentes nos espectros dos calos de 

cotilédone, cultivados com sacarose, com e sem glutamina (linhas preta 

e verde) e de calos de cotilédone, cultivados com glucose e glutamina 

(linha azul). Nesta região de absorção, os valores de absorbância 

diferiram muito entre os tratamentos, evidenciando diferenças na 

constituição metabólica dos calos no que diz respeito aos compostos que 

absorvem nos comprimentos da luz UV. 
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Figura 9: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metanólicos 

de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de cotilédone, nó foliar e 
folha cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 

mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA, 
de calos iniciados a partir de segmentos de folha cultivados em meio de cultura 

MS, semi-sólido, suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de 
glutamina 2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA, e de calos iniciados a partir de 

cotilédone e folha cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, 
suplementado com 118 mM de frutose, 2,73 mM de glutamina 2,5 μM de BAP 

e 5 μM de ANA. 

7.5 ANÁLISES QUALITATIVAS POR CLAE DE CAROTENOIDES 

DE CALOS DE Cedrela fissilis  

 
Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir 

foram realizados com o objetivo de analisar, por CLAE, os carotenoides 

produzidos por calos de C. fissilis em condições de cultivo em que 

foram manipuladas, fontes de carbono, tipos de explantes, presença e 

ausência de luz presença e ausência de glutamina.  

Nesses experimentos foram feitas análises qualitativas e 

quantitativas dos carotenoides produzidos por calos de C. fissilis, 

cultivados após 8 semanas, a partir de diferentes tipos de explantes, na 

presença de luz, em meio de cultura MS, suplementado com 118 mM de 

sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de 

BAP, 5 µM de ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma).  
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7.5.1. Detecção de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela 

fissilis  cultivados com sacarose 

 
A análise cromatográfica dos extratos de calos, visando a 

identificação e quantificação dos carotenoides revelou ser a xantofila 

luteína o carotenóide predominante nos calos de Cedrela fissilis 
cultivados em sacarose,tendo sido possível também a detecção de outra 

xantofila, a zeaxantina livre. Além disso, observa-se a presença do 

isômero cis do β-caroteno (Tabela 29). 

As concentrações de carotenoides obtidas através de calos de 

Cedrela fissilis , cultivados na presença e ausência de glutamina, com 

sacarose, variaram significativamente entre os tratamentos, como pode 

ser observado na tabela 29. Observa-se que, para cada tipo de 

carotenóide, calos de folha, cultivados sem a presença de glutamina, 

apresentou maiores quantidades de luteína, zeaxantina livre e o isômero 

cis do β-caroteno. Além disso, observa-se que entre os tipos de 

explantes, calos cultivados com glutamina apresentaram menores 

conteúdos de cada carotenóide, do que os cultivados sem a glutamina, 

com exceção do cotilédone, cultivado com glutamina, que apresentou 

teores significativos para as xantofilas luteína e zeaxantina livre (2,70 ± 

0,51; 0,44 ± 0,05 µg/g MSrespectivamente). Não foi observada presença 

de zeaxantina esterificada, β-criptoxantina e o isômero trans do β-

caroteno entre os tratamentos. O tratamento em que segmentos de folha 

foram cultivados com glutamina não foi apresentado na tabela 38, pois 

não houve formação de calos. 
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Tabela 29: Efeito de sacarose, glutamina e tipos de explante sobre a concentração dos carotenoides (µg/g massa 

seca), determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT), de calos de Cedrela fissilis 
iniciados a partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presença de luz, durante 8 semanas, em meio de 

cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 

µM de BAP e 5 µM de ANA. 
Tipo de 
explante 

Glutamina 
(mM) 

Carotenoides (µg/g MS)a 

  Luteína 
Rt (min) = 3,8 

Zeaxantina livre 
Rt (min)= 4,1 

Zeaxantina 
esterificada 
Rt (min)= 4,4 

β-criptoxantina 
Rt (min)= 7,2 

trans-β-
caroteno 
Rt (min)= 

10,8 

cis-β-caroteno 
Rt (min)= 
11,7 

Raiz 0 1,11 ± 0,23 ef 0,14 ± 0,02 f Ausente Ausente Ausente 0,40 ± 0,03 bc 

 2,73 0,73 ± 0,02 fg 0,11 ± 0,01 f Ausente Ausente Ausente 0,12 ± 0,00 de 

Nó 
cotiledonar 

0 1,35 ± 0,46 ef 0,18 ± 0,06 ef Ausente Ausente Ausente 0,47 ± 0,04 bc 

 2,73 0,73 ± 0,21 fg 0,11 ± 0,02 f Ausente Ausente Ausente 0,12 ± 0,04 de 

Folha 0 3,03 ± 0,62 a 0,45 ± 0,08 a Ausente Ausente Ausente 0,97 ± 0,06 a 

 2,73 - - - - - - 

Cotilédone 0 1,96 ± 0,35 bcde 0,31 ± 0,02 bc Ausente Ausente Ausente 0,43 ± 0,03 bc 

 2,73 2,70 ± 0,51 ab 0,44 ± 0,05 b Ausente Ausente Ausente 0,28 ± 0,27 cd 

Hipocótilo 0 2,53 ± 0,18 abc 0,36 ± 0,05 ab Ausente Ausente Ausente 0,38 ± 0,01 c 

 2,73 1,53 ± 0,25 def 0,19 ± 0,02 def Ausente Ausente Ausente 0,41 ± 0,06 bc 

Nó foliar 0 2,39 ± 0,29 abcd 0,29 ± 0,05 bcd Ausente Ausente Ausente 0,63 ± 0,06 b 

 2,73 1,69 ± 0,27 cdef 0,18 ± 0,03 ef Ausente Ausente Ausente 0,28 ± 0,01 cd 

Epicótilo 0 1,59 ± 0,22 cdef 0,25 ± 0,01 cde Ausente Ausente Ausente 0,26 ± 0,01 cd 

 2,73 1,78 ± 0,35 bcde 0,26 ± 0,04 bcde Ausente Ausente Ausente 0,89 ± 0,03 a 

a
Médias de três injeções (10 µL) ± desvio padrão seguidas pela mesma letra na coluna não diferem significativamente entre si de 

acordo com o teste de Tukey (p≤ 0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (não ocorreu formação de calos). 
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7.5.2. Detecção de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela 

fissilis  cultivados com frutose 

 
Observa-se que, na tabela 30 a luteína foi o carotenóide 

majoritário em calos de Cedrela fissilis  produzidos em meio de cultura 

contendo frutose, quando comparado com os demais carotenoides. Este 

fato também foi observado na tabela 29, mas nota-se que, os tratamentos 

cultivados com glutamina apresentaram maiores teores deste composto, 

diferentemente do que observado na tabela 29, em que os tratamentos 

cultivados com a fonte de carbono sacarose apresentaram maiores 

concentrações em calos cultivados sem a glutamina. Para as xantofilas, 

luteína e zeaxantina livre, além do isômero cis do β-caroteno, calos de 

cotilédone apresentaram maiores conteúdos destes carotenoides (9,97 ± 

0,38; 1,48 ± 0,07; 6,44 ± 0,18 µg/g MSrespectivamente).  

Analisando-se a identificação e a quantificação dos carotenoides 

(tabela 30), pode-se observar que ocorreu a detecção de zeaxantina 

esterificada somente nos tratamentos de calos de folha e cotilédone, 

cultivados sem glutamina (0,70 ± 0,18; 0,56 ± 0,01µg/g 

MSrespectivamente), sendo que, não ocorreu a presença de zeaxantina 

livre nestes tratamentos. Além disso, a análise cromatográfica revelou a 

presença de β-criptoxantina e o isômero trans do β-caroteno em calos, 

cultivados na presença de glutamina, com frutose. Calos de cotilédone 

apresentaram significativamente maiores teores de β-criptoxantina (0,22 

± 0,04 µg/g MS) e de nó foliar apresentaram maiores teores do isômero 

trans do β-caroteno (1,34 ± 0,00 µg/g MS). Já o isômero cis do β-

caroteno, esteve presente em todos os tratamentos analisados, sendo 

que, foram observados os maiores teores deste carotenóide, em calos de 

cotilédone e folha, cultivados com glutamina (6,44 ± 0,18; 4,26 ± 0,12 

µg/g MSrespectivamente). 
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Tabela 30: Efeito de frutose, glutamina e tipos de explante sobre a concentração dos carotenoides (µg/g massa seca), 

determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano: acetona: BHT), de calos de Cedrela fissilis iniciados 

a partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presença de luz, durante 8 semanas, em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de 

BAP e 5 µM de ANA.  
Tipo de 

explante 

Gluta

mina 

(mM) 

Carotenoides (µg/g MS)
a
 

  Luteína 

Rt (min) = 3,8 

Zeaxantina livre 

Rt (min)= 4,1 

Zeaxantina 

esterificada 

Rt (min)= 4,4 

β-criptoxantina 

Rt (min)= 7,2 

trans-β-

caroteno 

Rt (min)= 10,8 

cis-β-caroteno 

Rt (min)= 11,7 

Raiz 0 1,79 ± 0,60 ef
 

0,27 ± 0,01 ef
 

Ausente Ausente Ausente 0,31 ± 0,05 fgh
 

 2,73 2,34 ± 0,27 de
 

0,37 ± 0,04 de
 

Ausente  0,04 ± 0,01 b
 

0,88 ± 0,04 b
 

0,88 ± 0,04 cdefg
 

Nó 

cotiledonar 

0 0,61 ± 0,10 g
 

0,06 ± 0,01 gh
 

Ausente Ausente Ausente 0,17 ± 0,03 h
 

 2,73 3,03 ± 0,09 cd
 

0,44 ± 0,07 d
 

Ausente 0,02 ± 0,01 bc
 

Ausente 1,03 ± 0,13 cde
 

Folha 0 1,85 ± 0,37 ef
 

Ausente 0,70 ± 0,18 a
 

Ausente Ausente 0,75 ± 0,04 cdefgh
 

 2,73 4,17 ± 0,26 b
 

0,84 ± 0,11 b
 

Ausente Ausente 0,08 ± 0,05 d
 

4,26 ± 0,12 b
 

Cotilédone 0 1,79 ± 0,09 ef
 

Ausente 0,56 ± 0,01 a
 

Ausente Ausente 1,33 ± 0,25 c
 

 2,73 9,97 ± 0,38 a
 

1,48 ± 0,07 a
 

Ausente 0,22 ± 0,04 a
 

0,23 ± 0,01 c
 

6,44 ± 0,18 a
 

Hipocótilo 0 1,12 ± 0,08 fg
 

0,15 ± 0,03 fg
 

Ausente Ausente Ausente 0,26 ± 0,02 gh
 

 2,73 2,04 ± 0,25 e
 

0,40 ± 0,04 de
 

Ausente Ausente Ausente 0,93 ± 0,11 cdef
 

Nó foliar 0 1,05 ± 0,15 fg
 

0,12 ± 0,03 gh
 

Ausente Ausente Ausente 0,35 ± 0,05 fgh
 

 2,73 2,20 ± 0,30 de
 

0,31 ± 0,03 de
 

Ausente 0,03 ± 0,00 b
 

1,34 ± 0,00 a
 

1,24 ± 0,16 cd
 

Epicótilo 0 3,28 ± 0,36 c
 

0,58 ± 0,03 c
 

Ausente Ausente Ausente 0,61 ± 0,08 defgh
 

 2,73 0,70 ± 0,12 g
 

0,11 ± 0,02 gh
 

Ausente Ausente Ausente 0,53 ± 0,71 efgh
 

a
Médias de três injeções (10 µL) ± desvio padrão seguidas pela mesma letra na coluna não diferem significativamente entre si de 

acordo com o teste de Tukey (p≤ 0,05). MS= massa seca. 
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7.5.3. Detecção de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela 

fissilis  cultivados com glucose 

 

Calos cultivados com glucose (tabela 31) apresentaram 

concentrações significativamente equilibradas de carotenoides entre os 

tratamentos cultivados tanto na presença, quanto na ausência de 

glutamina. Observa-se que, a luteína também foi o composto majoritário 

quando comparado com os outros carotenoides (tabelas 29 e 30). O 

tratamento que apresentou maior conteúdo de luteína foi o realizado 

com calos de epicótilo, cultivados sem glutamina (6,08 ± 0,92 µg/g 

MS), seguido de nó foliar, cultivado com glutamina (4,95 ± 0,47 µg/g 

MS). Já calos de raiz, cultivados sem glutamina apresentaram as 

menores concentrações deste composto (0,29 ± 0,26µg/g MS). Ocorreu 

presença das xantofilas zeaxantina livre e zeaxantina esterificada entre 

os tratamentos analisados. As maiores concentrações de zeaxantina livre 

foram observadas em calos de raiz, cultivados com glutamina e 

epicótilo, cultivados sem glutamina (1,00 ± 0,12; 0,87 ± 0,11 µg/g 

MSrespectivamente). 

Os tratamentos que não apresentaram teores de zeaxantina livre 

foram calos de folha e cotilédone, cultivados com e sem glutamina e 

calos de nó foliar, cultivados sem glutamina. Houve ocorrência de 

zeaxantina esterificada nos tratamentos de folha e cotilédone, cultivados 

com e sem glutamina e em calos de nó foliar e epicótilo, cultivados sem 

glutamina. Entre estes tratamentos os que apresentaram maiores 

concentrações de zeaxantina esterificada foram calos de folha, 

cultivados com glutamina e calos de folha e cotilédone, cultivados sem 

glutamina (0,62 ± 0,05; 0,58 ± 0,15; 0,56 ± 0,07 µg/g 

MSrespectivamente). 

Analisando-se a tabela 31, houve ocorrência de β-criptoxantina 

em apenas um dos tratamentos analisados, calos de nó foliar cultivados 

com glutamina (0,06 ± 0,01 µg/g MS). Já o isômero trans do β 

caroteno, ocorreu nos tratamentos de nó cotiledonar, folha e nó foliar, 

cultivados com glutamina (0,50 ± 0,02; 0,13 ± 0,03; 0,09 ± 0,02 µg/g 

MSrespectivamente), sendo que a presença do isômero cis do β caroteno 

ocorreu em todos os tratamentos analisados. Calos de folha, cultivados 

com glutamina apresentaram maiores concentrações deste carotenóide 

(2,66 ± 0,06 µg/g MS). 

Analisando-se as tabelas 29, 30 e 31, verificam-se, para cada tipo 

de fonte de carbono em que os calos foram cultivados, os perfis 
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metabólicos foram diferentes. Observa-se que, calos cultivados com 

frutose e com glucose, apresentaram maiores quantidades de diferentes 

carotenoides, do que os cultivados com sacarose. Também, verifica-se 

que, de uma maneira geral, das três fontes de carbono analisadas, a 

sacarose foi a que apresentou perfil cromatográfico, onde os calos 

cultivados sem glutamina apresentaram maiores concentrações de cada 

carotenóide.Já para frutose e glucose, observa-se que, os tratamentos 

cultivados com glutamina, apresentaram maiores valores em relação aos 

carotenoides, além de que o perfil cromatográfico demonstrou ser 

relativamente interessante, por mostrar a presença de carotenoides que 

não foram produzidos com a sacarose. Isso mostra que a presença de 

glutamina pode influenciar os perfis carotenoídicos. 
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Tabela 31: Efeito de glucose, glutamina e tipos de explante sobre a concentração dos carotenoides (µg/g massa seca), 

determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT), de calos de Cedrela fissilis iniciados a 

partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presença de luz, durante 8 semanas, em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de 

BAP e 5 µM de ANA.  
Tipo de 
explante 

Glutamina 
(mM) 

Carotenoides (µg/g MS)a 

  Luteína 
Rt (min) = 3,8 

Zeaxantina livre 
Rt (min)= 4,1 

Zeaxantina 
esterificada 
Rt (min)= 4,4 

β-
criptoxantina 
Rt (min)= 

7,2 

trans-β-
caroteno 
Rt (min)= 

10,8 

cis-β-caroteno 
Rt (min)= 
11,7 

Raiz 0 0,29 ± 0,26 f 0,04 ± 0,01 ef Ausente Ausente Ausente 0,14 ± 0,01 de 

 2,73 0,79 ± 0,06 ef 1,00 ± 0,12 a  Ausente Ausente Ausente Ausente 
Nó 
cotiledonar 

0 0,81 ± 0,51 ef 0,08 ± 0,05 def Ausente Ausente Ausente 0,27 ± 0,06 de 

 2,73 1,55 ± 0,09 de 0,19 ± 0,02 cd Ausente Ausente 0,50 ± 0,02 a 0,50 ± 0,02 cd 

Folha 0 2,02 ± 0,21 d Ausente 0,58 ± 0,15 a Ausente Ausente 1,29 ± 0,36 b 

 2,73 3,58 ± 0,31 c Ausente 0,62 ± 0,05 a Ausente 0,13 ± 0,03 b 2,66 ± 0,06 a 

Cotilédone 0 1,58 ± 0,33 de Ausente 0,56 ± 0,07 a Ausente Ausente 0,49 ± 0,08 cd 

 2,73 1,12 ± 0,19 def Ausente 0,17 ± 0,03 b Ausente Ausente 0,49 ± 0,03 cd 

Hipocótilo 0 1,05 ± 0,12 def 0,15 ± 0,01 cde Ausente Ausente Ausente 0,09 ± 0,01 e 

 2,73 0,74 ± 0,18 ef 0,12 ± 0,02 def Ausente Ausente Ausente 0,14 ± 0,03 de 

Nó foliar 0 0,73 ± 0,20 ef Ausente 0,20 ± 0,05 b Ausente Ausente 0,31 ± 0,03 de 

 2,73 4,95 ± 0,47 b 0,70 ± 0,05 b Ausente 0,06 ± 0,01 a  0,09 ± 0,02 c 1,53 ± 0,20 b 

Epicótilo 0 6,08 ± 0,92 a 0,87 ± 0,11 a 0,10 ± 0,02 bc Ausente Ausente 0,73 ± 0,13 c 

 2,73 1,54 ± 0,21 de 0,27 ± 0,03 c Ausente Ausente Ausente 0,26 ± 0,03 de 

aMédias de três injeções (10 µL) ± desvio padrão seguidas pela mesma letra na coluna não diferem significativamente entre si de acordo 
com o teste de Tukey (p≤ 0,05). MS= massa seca. 
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Figura 10: Exemplo do perfil cromatográfico de carotenoides (450 nm) do 

extrato organossolvente de calos de Cedrela fissilisprovenientes de epicótilo 
cultivados em meio MS suplementado com 118 mM de glucose. 

7.6 ANÁLISES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CALOS DE 

Cedrela fissilis  
 

Os experimentos, cujos resultados são apresentados a seguir 

foram realizados com o objetivo de estudar a atividade antioxidante de 

extratos de calos de C. fissilis produzidos em condições de cultivo em 

que foram manipuladas, combinações de concentrações de glutamina e 

de sacarose, combinações de fontes de carbono e de diferentes 

combinações de concentrações BAP e ANA e fontes de carbono, tipos 

de explantes, presença e ausência de luz e de glutamina. 

Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes 

de carbono, devido à grande quantidade de dados obtidos, os resultados 

são apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para 

melhor visualização dos valores precisos de porcentagens de inibição do 

radical DPPH • (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) obtidos e das diferenças 

estatísticas entre todos os tratamentos conduzidos. 

7.6.1 Efeito de diferentes combinações de concentrações de sacarose 

e de glutamina sobre os teores de proteínas totais, açúcares solúveis 

totais e amido em calos de Cedrela fissilis  
 

Nos experimentos descritos a seguir foram determinadas as 

porcentagens de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 
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de extratos de calos de C. fissilis, produzidos a partir de nós 

cotiledonares, após 8 semanas de cultivo, em meio de cultura MS 

suplementado com 2,5 µM de BAP, 5 µM de ANA, 0,2% de Phytagel 

(Sigma) e com concentrações de sacarose de 59 mM e 118 mM, em 

combinação com concentrações de glutamina de 0, 2,73 mM e 5,46 mM.  

Os resultados da tabela 32 indicam que o maior valor de inibição 

do radical DPPH• (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi detectado em extratos 

de calos cultivados com 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina 

(84,29%). Esse valor, contudo, não diferiu significativamente do 

observado com 118 mM de sacarose, na ausência de glutamina 

(79,44%). Os menores valores de inibição do radical DPPH•(1,1-difenil-

2-picrilhidrazil) foram observados nos tratamentos em que os calos 

foram cultivados com 59 mM de sacarose, sem glutamina (43,53%) ou 

com 5,46 mM de glutamina (63,89%). 

 

Tabela 32: Efeito de concentrações de sacarose e glutamina sobre a 

porcentagem de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 

de calos de Cedrela fissilis  cultivados, durante 8 semanas, a partir de 

nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. (Extrato=10 mg de 

massa seca) 

Sacarose 

(mM) 

Glutamina 

(mM) 

Inibição do radical 

DPPH (%)
a
 

59   0 43,53 ± 1,43 d 

59   2,73 74,25 ± 0,51 b 

59   5,46 63,89 ± 0,42 c 

118 0 79,44 ± 0,64 ab 

118   2,73 84,29 ± 0,90 a 

118 5,46 76,63 ± 0,55 b 
a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca.  

 

7.6.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinações de 

concentrações de BAP e ANA sobre os teores de proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis  

 

Nesses experimentos foram determinadas as porcentagens de 

inibição do radical DPPH• (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de 
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calos de C. fissilis, produzidos a partir de nós cotiledonares, após 8 

semanas de cultivo, em meio de cultura MS suplementado com 118 mM 

de sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM de glutamina, 0,2% de 

Phytagel (Sigma) e com diferentes combinações de concentrações de 

BAP e ANA. 

Observa-se, na tabela 33 que a maior porcentagem de inibição do 

radical DPPH• (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi detectada nos extratos de 

calos produzidos em meio de cultura contendo glucose, 5 µM de BAP e 

5 µM de ANA (93,68%). Com sacarose, o maior valor (83,57%) foi 

obtido com 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA, e com frutose (43,02%), 

com 5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA. As menores porcentagens de 

inibição foram observadas com glucose e 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de 

ANA (11,72%) e com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA (16,84%) 

 

Tabela 33: Efeito de fontes de carbono e de combinações de BAP e 

ANA sobre a porcentagem de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil)  de calos de Cedrela fissilis  cultivados, durante 8 

semanas, a partir de nós cotiledonares em meio de cultura Murashige & 

Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou 

glucose e 2,73 mM de glutamina. (Extrato=10 mg de massa seca) 

Fonte de carbono BAP 

(µM) 

ANA 

(µM) 

Inibição do radical 

DPPH (%)
a
 

Sacrose 2,5 5,0 76,55 ± 1,80 c
 

 5,0 2,5 56,67 ± 0,18 e
 

 2,5 2,5 83,57 ± 0,43 b
 

 5,0 5,0 78,61 ± 0,41 c
 

Frutose 2,5 5,0 20,70 ± 1,98 h 

 5,0 2,5 43,02 ± 2,14 f
 

 2,5 2,5 30,70 ± 0,18 g
 

 5,0 5,0 20,42 ± 0,73 h
 

Glucose 2,5 5,0 16,84 ± 1,60 i
 

 5,0 2,5 59,47 ± 0,28 d
 

 2,5 2,5 11,72 ± 0,77 j
 

 5,0 5,0 93,68 ± 0,18 a
 

a
Médias de cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 

significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey 

(p≤0,05). MS= massa seca. 
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7.6.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e 

presença e ausência de luz sobre os teores de proteínas totais, 

açúcares solúveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis  
Nesses experimentos foram determinadas as porcentagens de 

inibição do radical DPPH• (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de 

calos de C. fissilis, produzidos, após 8 semanas de cultivo, a partir de 

diferentes tipos de explantes cultivados em meio de cultura MS, 

suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM 

de glutamina, 2,5 µM de BAP, 5 µM de ANA e 0,2% de Phytagel 

(Sigma). 

 

7.6.3.1 Efeito da sacarose sobre as porcentagens de inibição do radical 

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis 

Os resultados da tabela 34 indicam que, com sacarose, a maior 

porcentagem de inibição do radical DPPH (89,52%) foi observada em 

calos de folha, cultivados no escuro, na ausência de glutamina. Esse 

valor, contudo, não diferiu significativamente dos obtidos para calos de 

folha, sem glutamina na luz, de calos de epicótilo com glutamina na luz, 

de calos de nó foliar com glutamina no escuro, de calos de cotilédone 

com glutamina no escuro e de calos de epicótilo com glutamina no 

escuro. Na luz, a presença de glutamina diminuiu as porcentagens de 

inibição para a maioria dos tratamentos, exceto para calos de epicótilo, 

em que a presença de glutamina aumentou a porcentagem de inibição. 

No escuro, entretanto, a presença de glutamina elevou as porcentagens 

de inibição na maioria dos tratamentos sendo que diminuiu apenas em 

calos de folha e de raiz. 
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Tabela 34: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a porcentagem de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil) de calos de Cedrela fissilisiniciados a partir de diferentes 

tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de 

sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

(Extrato=10 mg de massa seca) 

Condição 

de cultura 

Tipo de 

explante 

Glutamina 

(mM) 

Inibição do radical 

DPPH  (%)
a
 

Luz Nó cotiledonar 0 85,75 ± 0,69 bcde
 

  2,73 67,12 ± 0,62 hl 
 

 Folha 0 87,80 ± 0,70 abc 

  2,73 -
 

 Nó foliar 0 83,22 ± 1,69 defg
 

  2,73 52,87 ± 0,82 m 
 

 Cotilédone 0 81,17 ± 1,66 fg
 

  2,73 80,46 ± 0,41 g 
 

 Hipocótilo 0 84,13 ± 0,82 def
 

  2,73 63,65 ± 0,90 l 
 

 Raiz 0 82,67 ± 0,74 efg
 

  2,73 80,39 ± 0,31 g 
 

 Epicótilo 0 70,86 ± 3,08 ij
 

  2,73 86,59 ± 0,37 abcd 
 

    

Escuro Nó cotiledonar 0 75,31 ± 1,43 h
 

  2,73 84,70 ± 1,09 bcdef 
 

 Folha 0 89,52 ± 0,44 a
 

  2,73 84,95 ± 0,80 bcde 
 

 Nó foliar 0 73,94 ± 3,75 hi
 

  2,73 86,76 ± 1,64 abcd 
 

 Cotilédone 0 76,48 ± 0,95 h
 

  2,73 86,12 ± 0,94 abcde 
 

 Hipocótilo 0 67,72 ± 3,53 jk
 

  2,73 84,92 ± 1,67 bcde 
 

 Raiz 0 84,54 ± 1,02 cdef
 

  2,73 81,34 ± 0,97 fg 
 

 Epicótilo 0 85,58 ± 1,20 bcde
 

  2,73 88,14 ± 0,47 ab 
 

a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
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0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (não ocorreu formação de 

calos). 

 

Na luz (Tabela 34) a inibição do radical livre DPPH• foi maior 

em calos de folha, cultivados sem a presença de glutamina (87,80 ± 

0,70%), seguido de calos de epicótilo, cultivados com glutamina (86,59 

± 0,37%). O tratamento que apresentou a menor inibição do radical 

DPPH• foi com calos de nó foliar, cultivados com glutamina (52,87 ± 

0,82%). 

No escuro (Tabela 34) os extratos de calos de folha, cultivados 

sem glutamina apresentaram inibição do radical livre DPPH• 

significativamente maior (89,52 ± 0,44%) e o menor valor (67,72%) 

detectado em calos de hipocótilo, na ausência de glutamina. 

 
7.6.3.2 Efeito da frutose sobre as porcentagens de inibição do radical 

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis 

Os resultados da tabela 35 indicam que, com frutose, a maior 

porcentagem de inibição do radical DPPH• (85,85%) foi observada em 

calos de raiz, cultivados no escuro, na presença de glutamina. Esse valor 

diferiu significativamente de todos os demais obtidos para os outros 

tratamentos. Na luz, a presença de glutamina diminuiu as porcentagens 

de inibição do radical livre DPPH• apenas em calos de nó foliar e de 

cotilédone e no escuro, apenas para os calos de cotilédone e de epicótilo. 
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Tabela 35: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a porcentagem de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil)  de calos de Cedrela fissilis iniciados a partir de diferentes 

tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de 

frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

(Extrato=10 mg de massa seca) 

Condição 

de cultura 

Tipo de explante Glutamina 

(mM) 

Inibição do radical 

DPPH (%)
a
 

Luz Nó cotiledonar 0 39,23 ± 1,97 fgh
 

  2,73 40,00 ± 0,88 fg 
 

 Folha 0 78,50 ± 1,65 b
 

  2,73 77,66 ± 0,73 b 
 

 Nó foliar 0 32,35 ± 2,38 j
 

  2,73 26,80 ± 0,43 kl 
 

 Cotilédone 0 80,00 ± 1,03 b
 

  2,73 25,90 ± 1,03 lm 
 

 Hipocótilo 0 21,30 ± 4,08 m
 

  2,73 35,03± 0,72 hij 
 

 Raiz 0 56,32 ± 4,87 d
 

  2,73 76,98 ± 0,40 b 
 

 Epicótilo 0 26,42 ± 4,00 kl
 

  2,73 46,01 ± 0,99 e 
 

    

Escuro Nó cotiledonar 0 33,14 ± 2,19 j
 

  2,73 43,17 ± 1,79 ef 
 

 Folha 0 66,55 ± 1,66 c
 

  2,73 68,56 ± 1,01 c 
 

 Nó foliar 0 30,73 ± 2,29 jkl
 

  2,73 31,13 ± 1,90 jk 
 

 Cotilédone 0 38,19 ± 2,37 ghi
 

  2,73 33,01 ± 2,37 j 
 

 Hipocótilo 0 51,60 ± 1,19 d
 

  2,73 33,45 ± 1,39 ij 
 

 Raiz 0 66,55 ± 3,73 c
 

  2,73 85,85 ± 1,39 a 
 

 Epicótilo 0 46,72 ± 1,40 e
 

  2,73 31,80 ± 1,71j 
 

a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca. 
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Na luz (Tabela 35) calos de folha, com e sem glutamina, de 

cotilédone sem glutamina e de raiz com glutamina apresentaram 

significativamente as maiores porcentagens de inibição do radical livre 

DPPH• (78,50 ± 1,65; 77,66 ± 0,73; 80 ± 1,03; 76,98 ± 0,40% 

respectivamente). O tratamento que apresentou estatisticamente a menor 

inibição do radical DPPH• foram calos de hipocótilo, cultivados sem 

glutamina (21,30 ± 4,08%). 

No escuro (Tabela 35), além dos calos de raiz com glutamina, 

que apresentaram significativamente as maiores porcentagens de 

inibição do radical livre DPPH• (85,85 ± 1,39%), os calos de calos de 

folha com e sem glutamina, e calos de raiz sem glutamina, também 

apresentaram altas porcentagens de inibição do radical livre DPPH•, 

respectivamente de (68,56 ± 1,01; 66,55 ± 1,66; 66,55 ± 3,73%). 

 
7.6.3.3 Efeito da glucose sobre as porcentagens de inibição do radical 

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis 

Os resultados da tabela 36 indicam que, com glucose, as maiores 

porcentagens de inibição do radical DPPH• (86,29% e 84,58%) foram 

observadas em calos de segmentos de folha e de raiz, cultivados no 

escuro, com glutamina na ausência de glutamina. Esses valores, 

contudo, não diferiram significativamente dos obtidos para calos de raiz 

(81,96%), cultivados com glutamina na luz. Com glucose, em todos os 

tratamentos, tanto na luz como no escuro, a presença de glutamina 

aumentou significativamente as porcentagens de inibição para todos os 

tipos de explantes. 
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Tabela 36: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina 

sobre a porcentagem de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil)  de calos de Cedrela fissilis iniciados a partir de diferentes 

tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de 

glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

(Extrato=10 mg de massa seca) 
Condição de 

cultura 

Tipo de explante Glutamina (mM) Inibição do radical 

DPPH (%)a 

Luz Nó cotiledonar 0 30,47 ± 3,01 j 

  2,73 45,01 ± 2,91 g  

 Folha 0 65,54 ± 1,83 d 

  2,73 75,89 ± 1,69 c  

 Nó foliar 0 11,70 ± 2,29 l 

  2,73 51,85 ± 2,13 f  

 Cotilédone 0 23,84 ± 1,99 k 

  2,73 37,82 ± 0,85 i  

 Hipocótilo 0 1,37 ± 0,74 m 

  2,73 32,45 ± 0,67 j  

 Raiz 0 53,54 ± 5,05 f 

  2,73 81,96 ± 1,38 ab  

 Epicótilo 0 51,13 ± 2,77 f 

  2,73 43,47 ± 0,29 gh  

    
Escuro Nó cotiledonar 0 23,44 ± 0,86 k 

  2,73 69,92 ± 1,08 d  

 Folha 0 78,32 ± 0,55 bc 

  2,73 86,29 ±0,76 a  

 Nó foliar 0 9,49 ± 0,96 l 

  2,73 58,72 ± 0,76 e  

 Cotilédone 0 51,23 ± 4,29 f 

  2,73 75,21 ± 1,45 c  

 Hipocótilo 0 39,56 ± 2,12 hi 

  2,73 68,00 ± 1,11 d  

 Raiz 0 45,51 ± 1,54 g 

  2,73 84,58 ± 1,33 a  

 Epicótilo 0 28,02 ± 2,88 jk 

  2,73 52,35 ± 1,73 f  

a
Médias de no mínimo cinco repetições seguidas pela mesma letra na coluna 

não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤ 
0,05). MS= massa seca. 

 

Com glucose, na luz (Tabela 36) observa-se que calos de raiz 

cultivados com glutamina apresentaram significativamente a maior 

porcentagem de inibição do radical livre DPPH• (81,96 ± 1,38%), 



105 

seguidos de calos de folha cultivados na glutamina (75,89 ± 1,69%). O 

tratamento que apresentou a menor porcentagem de inibição do radical 

livre DPPH•, foi o realizado com calos de hipocótilo, cultivados sem 

glutamina (1,37 ± 0,74%). 

Entre os tratamentos cultivados em glucose, no escuro (Tabela 

36), os calos de folha e raiz cultivados na glutamina (86,29 ± 0,76; 

84,58 ± 1,33% respectivamente apresentaram significativamente as 

maiores porcentagens de inibição do radical livre DPPH•. A menor 

porcentagem de inibição do radical livre DPPH• foi detectada em calos 

de nó foliar, cultivados na ausência de glutamina (9,49%). 

 

7.6.3.4 Análise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre as 

porcentagens de inibição do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 

de extratos de calos de C. fissilis 

A tabela 37 abaixo apresenta a compilação dos tratamentos que 

apresentaram os melhores resultados para as porcentagens de inibição 

do radical DPPH• (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos, com 

a manipulação das diferentes fontes de carbono. Verifica-se, quanto aos 

tipos de explantes, que quando a sacarose foi a fonte de carbono, os 

calos que produziram as maiores porcentagens de inibição foram 

iniciados a partir segmentos de folha, hipocótilo, nó foliar, cotilédone ou 

hipocótilo. Porém, quando a frutose foi utilizada, os explantes de raiz 

foram os que produziram calos com as maiores porcentagens de inibição 

do radical livre DPPH• e com a glucose, os explantes de folha e raiz 

foram os que produziram calos, cujos extratos apresentaram as maiores 

porcentagens de inibição.   

Quanto à eficiência da glutamina em promover as porcentagens 

de inibição do radical livre DPPH• observa-se na tabela 25 que, quando 

a fonte de carbono foi a glucose ou a frutose, a glutamina foi necessária 

para propiciar um efeito promotor, mas, quando a fonte de carbono foi a 

sacarose, apenas foi necessária a glutamina quando os explantes foram 

nó foliar, cotilédone e epicótilo. Quanto à necessidade de luz, verifica-se 

que, com sacarose, quando segmentos de hipocótilo foram utilizados 

como explantes a luz foi necessária, sendo que para os demais explantes 

as maiores inibições ocorreram quando foram cultivados no escuro. 
Apenas para explantes de folha, tanto na presença como na ausência de 

luz ocorreram altas porcentagens de inibição do radical livre DPPH• nos 

extratos de calos. Já com frutose ou glucose a ausência de luz foi 

necessária. Apenas para explantes de raiz, cultivados em glucose é que 



106 

as maiores porcentagens de inibição ocorreram tanto na luz como no 

escuro. 

Em termos quantitativos as maiores porcentagens de inibição do 

radical livre DPPH• detectadas em extratos de calos produzidos em 

sacarose, frutose ou glucose foram similares, respectivamente de 89,52; 

85,85 e 86,20%.  

 

Tabela 37: Compilação dos melhores tratamentos (tipo de explante, 

presença/ausência de glutamina, presença/ausência de luz) que 

produziram as maiores porcentagens de inibição do radical DPPH (1,1-

difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de Cedrela fissilis  

cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, 

semi-sólido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou 

frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. 

(Extrato=10 mg de massa seca) 

Fontes de carbono Inibição do radical DPPH 

(%) 

Sacarose Folha, sem glutamina, luz 

Folha, sem glutamina, escuro 

Hipocótilo, sem glutamina, luz 

Nó foliar, com glutamina, escuro 

Cotilédone, com glutamina, escuro 

Epicótilo, com glutamina, escuro 

  

Frutose Raiz, com glutamina, escuro 

 

Glucose Folha, com glutamina, escuro 

Raiz, com glutamina, escuro 

Raiz, com glutamina, luz 

 

7.7 ANÁLISES HISTOQUÍMICA DE CALOS DE CEDRELA 

FISSILIS  

7.7.1 Teste histoquímico do azul de toluídina (AT-O) 

 
Para caracterizar a morfologia e a histoquímica, foram escolhidas 

14 amostras crescidas em diferentes condições de cultivo, mas que 

contemplam tanto as características mais comuns quanto algumas 

estruturas mais raras observadas nos calos. 
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Calo de raiz apresentado na Figura 11– A, crescido em meio de 

cultura contendo 118 mM de glucose, com a adição de 2,73 mM de 

glutamina e cultivados na luz, representa a morfologia com coloração 

esverdeada, com presença de calos maiores e outros menores na mesma 

amostra. A amostra B, apontada na firgura 11 (calos de hipocótilo) 

também foi obtida em meio de cultura suplementado com 118 mM de 

glucose, e com a adição de glutamina, apresentou calos com colorações 

esverdeadas e calos alaranjados, sendo em sua maioria calos grandes. A 

amostra C da figura 11, calos de nó cotiledonar apresentaram em sua 

morfologia colorações esverdeadas com estruturas globulares brancas de 

aspecto aveludado. As amostras D, E, F e G apontadas na figura 11, são 

calos de folha, epicótilo, nó foliar e cotilédone respectivamente, 

apresentaram colorações esverdeadas, com estruturas esbranquiçadas e 

algumas amostras com pigmentação marrom (Figura 11, amostras E e 

F). 

Os calos cultivados com 118 mM de glucose, 2,73 mM de 

glutamina no escuro (Figura 11, Amostras H a N) apresentaram 

morfologias esbranquiçadas quando comparados com os calos 

cultivados na luz. Apresentaram estruturas globulares brancas de 

aspecto aveludado, que apareceram com frequência em calos crescidos 

nas diferentes condições deste cultivo. Estes calos apresentaram-se 

friáveis quando comprados com os calos cultivados na luz. 
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Figura 11: Diferentes morfologias de calos de Cedrela fissiliscrescidas na 
presença ou ausência de luz cultivados durante 8 semanas em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73 
mM de glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. A: Calos oriundos de raiz, 

na luz; B: Calos oriundos de hipocótilo, na luz; C: Calos oriundos de nó 
cotiledonar, na luz; D: Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos oriundos de 

epicótilo, na luz; F: Calos oriundos de nó foliar, na luz; G: Calos oriundos de 

cotilédone, na luz; H: Calos oriundos de raiz, no escuro; I: Calos oriundos de 
hipocótilo, no escuro; J: Calos oriundos de nó cotiledonar, no escuro; K: Calos 

oriundos de folha, no escuro; L: Calos oriundos de epicótilo, no escuro; M: 
Calos oriundos de nó foliar, no escuro; N: Calos oriundos de cotilédone, no 

escuro. 
 

Quando observados ao microscópio de luz, os diferentes tipos de 

calos de Cedrela fissilis  quando tratados com Azul de Toluidina (AT-

O) apresentaram uma reação metacromática na fina parede celular ((Fig. 

12, A-N)) coloração roxa)), indicando a presença de polissacarídeos 

ácidos. Enquanto, que o citoplasma apresentou uma reação 
ortocromática, e a presença de grânulos ortocromáticos foram 

verificados. Estes grânulos possivelmente indicam a presença de 

compostos fenólicos.  
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Figura 12: Secções transversais de estruturas de calos de Cedrela fissilis  

crescidas na presença ou ausência de luz em meio de cultura Murashige & 
Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73 mM de 

glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Após 8 semanas de cultivo, 
submetidos ao teste histoquímico Azul de Toluidina. Note a reação 

metacromática nas paredes celulares e grânulos ortocromáticos (em azul). A: 
Calos oriundos de raiz, na luz; B: Calos oriundos de hipocótilo, na luz; C: Calos 

oriundos de nó cotiledonar, na luz; D: Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos 
oriundos de epicótilo, na luz; F: Calos oriundos de nó foliar, na luz; G: Calos 

oriundos de cotilédone, na luz; H: Calos oriundos de raiz, no escuro; I: Calos 
oriundos de hipocótilo, no escuro; J: Calos oriundos de nó cotiledonar, no 

escuro; K: Calos oriundos de folha, no escuro; L: Calos oriundos de epicótilo, 
no escuro; M: Calos oriundos de nó foliar, no escuro; N: Calos oriundos de 

cotilédone, no escuro. 

7.7.2 Teste histoquímico do PAS e Coumassie Briliant Blue (CBB) 

 

Quando submetidos à histoquímica de PAS+CBB, os calos de 

Cedrela fissilis  apresentaram reação positiva aos polissacarídeos 

neutros ((Fig. 13, A-N)) coloração rósea)) evidenciando a presença de 
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celulose. No citoplasma foi possível verificar a presença de poucos 

grãos de amido. Também foi possível evidenciar a presença de 

organelas ricas em material proteíco (( Fig. 13, A-N) coloração azulada). 

 

 

Figura 13: Secções transversais de estruturas de calos de Cedrela fissilis  

crescidas na presença ou ausência de luz em meio de cultura Murashige & 
Skoog, semi-sólido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73 mM de 

glutamina, 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA. Após 8 semanas de cultivo, 
submetidos ao teste histoquímico de PAS + CBB. Observe a reação nas paredes 

celulares,  a presença de grãos de amido (em rosa) e estruturas celulares ricas 
em material proteíco (em azul). A: Calos oriundos de raiz, na luz; B: Calos 

oriundos de hipocótilo, na luz; C: Calos oriundos de nó cotiledonar, na luz; D: 
Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos oriundos de epicótilo, na luz; F: Calos 

oriundos de nó foliar, na luz; G: Calos oriundos de cotilédone, na luz; H: Calos 
oriundos de raiz, no escuro; I: Calos oriundos de hipocótilo, no escuro; J: Calos 

oriundos de nó cotiledonar, no escuro; K: Calos oriundos de folha, no escuro; L: 
Calos oriundos de epicótilo, no escuro; M: Calos oriundos de nó foliar, no 

escuro; N: Calos oriundos de cotilédone, no escuro. 
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8. DISCUSSÃO 

 

 

A manipulação de aportes de carbono e glutamina no meio de 

cultura em que foram produzidos os calos, visando otimizar o 

metabolismo secundário, teve por base a constatação de que o 

metabolismo secundário das plantas é dependente do metabolismo 

primário, pois a síntese das moléculas do metabolismo secundário das 

plantas ocorre a partir dos intermediários das vias do metabolismo 

primário, como a via glicolítica, ciclo de Krebs e via da pentose fosfato.   

A via glicolítica e via da pentose fosfato são as duas maiores vias 

que convertem o carboidrato a piruvato e malato, importantes para o 

Ciclo de Krebs, e utilizam o mesmo substrato que é a glucose-6-fosfato, 

que por sua vez se origina do metabolismo dos carboidratos disponíveis 

na célula, sejam esses sacarose (carboidrato de transporte, além da 

sacarose temos outros tipos de moléculas de carboidratos que podem ser 

transportadas como as frutanas, frutose, glucose) ou amido (carboidrato 

que pode ser armazenado). A via da pentose fosfato, que metaboliza a 

glucose-6-fosfato para a produção dos açúcares com cinco carbonos, as 

pentoses, são importantes para a síntese dos ácidos nucleicos (TAIZ & 

ZEIGER, 2009). Dessa forma, tanto a glicólise como a via das pentose 

fosfato poderiam ser estimuladas diretamente, pela maior 

disponibilidade de carboidratos fornecidos no meio de cultura, gerando 

uma quantidade maior de moléculas intermediárias que poderiam então 

ser utilizadas para a construção das moléculas dos metabólitos 

secundários. 

Para a construção dessas moléculas são necessários átomos de 

carbono e em alguns casos, átomos de nitrogênio. Além disso, átomos 

de carbono e de nitrogênio também serão necessários para construir os 

aminoácidos e proteínas, muitas das quais enzimas que catalisarão as 

reações das vias do metabolismo primário e secundário das plantas.  

Para a assimilação do nitrogênio inorgânico presente do meio de 

cultura, será necessária a disponibilidade de moléculas de glutamato, 

onde serão incorporados os átomos de nitrogênio provenientes do íon 

amônio (que pode estar presente nessa forma no meio de cultura ou pode 

ser oriundo da conversão do nitrato em nitrito e do nitrito em amônio), 

formando então a glutamina, pela ação da enzima GS (glutamina 

sintetase). Parte das moléculas de glutamina formadas servirá de 

molécula doadora de nitrogênio paras as reações que formarão os 

aminoácidos, pela ação das transaminases e parte será importante para 

se ligar ao alfa-cetoglutarato, fornecido pelo Ciclo de Krebs, 
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regenerando o glutamato, molécula receptora do nitrogênio inorgânico, 

pela ação da enzima GOGAT (glutamato sintase) (TAIZ & ZEIGER, 

2009). Assim, a produção de glutamato depende da quantidade de 

glutamina disponível e também dos esqueletos de carbono, na forma do 

alfa-cetoglutarato, vindos do Ciclo de Krebs, que por sua vez dependem 

dos carboidratos que estão sendo metabolizados na via glicolítica.  

Dessa forma, para otimizar a assimilação do nitrogênio é necessário que 

a célula tenha o aporte de carboidratos necessários para construir as 

moléculas receptoras do nitrogênio que está entrando na célula, que são 

as moléculas de glutamato.  

Portanto, a glutamina fornecida no meio de cultura, em 

combinação com o fornecimento de maiores aportes de carboidratos, 

poderia otimizar a produção de mais moléculas de glutamato, para 

otimizar a assimilação do nitrogênio inorgânico disponível. Poderia 

também aumentar o número de moléculas de glutamina disponíveis para 

ação das transaminases e síntese de aminoácidos e proteínas estruturais e 

enzimáticas, para os diferentes processos de síntese do metabolismo 

primário e secundário, além de significar um aumento da 

disponibilidade de átomos de nitrogênio, que poderiam ser utilizados na 

síntese dos metabólitos secundários nitrogenados.  

Outros efeitos importantes do maior aporte de átomos de 

nitrogênio, sejam esses fornecidos através de fontes de nitrogênio 

orgânico ou inorgânico, seria no metabolismo dos ácidos nucléicos e na 

síntese de moléculas nitrogenadas que atuam como hormônios, tanto 

potencializando a produção das enzimas de síntese como também 

contribuindo estruturalmente para a construção de moléculas específicas 

como de certas auxinas, citocininas e poliaminas e de pequenos 

peptídeos sinalizadores, como a sistemina, com apenas 18 aminoácidos, 

que viajam pelo floema das folhas sob herbivoria dos insetos para 

aumentar o conteúdo de ácido jasmônico e inibidores de proteínas em 

folhas distantes, protegendo-as contra o ataque pelos insetos. Assim, os 

suprimentos externos de nitrogênio e carbono poderiam estar alterando 

os níveis endógenos dos hormônios dos calos que, em interação com os 

reguladores de crescimento fornecidos exógenamente, poderiam estar 

modulando os metabolismos primários e secundários.           

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram que foi 

possível otimizar, para nós cotiledonares, na presença de 2,5µM de BAP 

e 5 µM de ANA as melhores concentrações de sacarose e de glutamina 

que asseguraram a produção de maiores concentrações dos diferentes 

tipos de metabólitos analisados e a maior atividade antioxidante dos 

calos. Quando foram manipuladas as concentrações de BAP e ANA e as 
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fontes de carbono, na concentração de 118 mM para este mesmo tipo de 

explante, também foi possível determinar as melhores concentrações e 

combinações de reguladores de crescimento, quando foi utilizada a 

concentração de 2,73 mM de glutamina, que estimularam a produção de 

metabólitos e atividade antioxidante. Porém, com as manipulações dos 

tipos de explantes, fontes de carbono, glutamina e presença e ausência 

de luz foi possível otimizar ainda mais a produção de compostos 

fenólicos pelos calos em 95%, de flavonoides em 216%, de carotenoides 

em 382%, clorofila a em 540% e clorofila b em 291% em relação aos 

valores máximos obtidos nos experimentos anteriores conduzidos com 

nó cotiledonar, em que foram manipuladas as concentrações de 

glutamina, na presença de 2,5 µM de BAP e 5 µM e ANA.  Entretanto, a 

otimização da produção de proteínas totais pelos calos foi de 18%, de 

açúcares solúveis totais de 28% e de amido 36%. Várias considerações 

sobre esses resultados serão feitas a seguir.                                                                                                                                                                                                                                   

Os experimentos que avaliaram o efeito das concentrações de 

sacarose e glutamina sobre a indução e morfogênese de calos de Cedrela 

fissilis iniciados a partir de nós cotiledonares cultivados durante 8 

semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sólido, 

suplementado com 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, mostraram que os 

calos cultivados nas concentrações de 59 e 118 mM de sacarose, sem a 

suplementação de glutamina, apresentaram 85% de calogênese. Os 

estudos conduzidos por Pilatti, (2011) sobre a dissimilação dos calos 

talvez expliquem a possível redução nas porcentagens de indução no 

meio de cultura com glutamina, pois, nos calos cultivados em meio de 

cultura contendo sacarose, a adição de glutamina resultou em um 

aumento na fase lag, sugerindo que a adaptação do metabolismo das 

células ao meio contendo a glutamina demanda mais tempo, atrasando o 

início do crescimento dos calos. Foi possível observar, que nos 

tratamentos (59 e 118 mM de sacarose, sem a adição de glutamina) 

ocorreu formação de rizogênese. A formação de raízes está ligada à ação 

das auxinas e depende de sua concentração no meio de cultura. Altas 

concentrações de auxinas no meio de cultura favorecem a rizogênese 

direta nos explantes, ou a formação de raízes em calos, portanto, a 

rizogênese ocorrida nestes tratamentos, pode ter sido pela maior síntese 

de auxinas pelos calos e com a adição de glutamina ao meio, provocou 

inibição ou redução na produção de auxinas pelos calos. 

O efeito das concentrações de sacarose e glutamina sobre o 

conteúdo de proteínas totais revelou que calos cultivados com 59 mM de 

sacarose e 5,46 mM de glutamina apresentaram as maiores 

concentrações deste composto, entretanto, com 118 mM de sacarose o 
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maior conteúdo de proteínas ocorreu com 2,73 mM e não com 5,46 mM 

de glutamina. Tais resultados poderiam ser explicados pelo possível 

estresse osmótico causado pelas altas concentrações de sacarose (118 

mM) em combinação com concentrações maiores de glutamina (5,46 

mM), que poderia estar dificultando a absorção das moléculas de 

glutamina disponíveis no meio de cultura, devido à possível diminuição 

do potencial osmótico. Assim, apesar de existir um aporte maior de 

glutamina no meio de cultura, a molécula não pode ser aproveitada de 

forma eficiente, talvez pela dificuldade de absorção pelas células dos 

calos. Um resultado que confirma esta hipótese é o fato das 

concentrações de proteínas, tanto com 118 mM de sacarose na ausência 

de glutamina como na presença de 5,46 mM terem sido similares. Já, no 

tratamento com 59 mM de sacarose, é possível que o potencial osmótico 

do meio de cultura tenha permanecido num nível que permitiu a 

completa ou mais eficiente absorção e utilização dos 5,46 mM de 

glutamina fornecidos, resultando na maior disponibilidade de nitrogênio 

para a posterior síntese de aminoácidos e proteínas totais. 

Os maiores níveis de açúcares solúveis totais e amido observados 

com as concentrações de 118 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina 

podem ser explicados primeiro pelo fato do maior aporte de sacarose 

implicar no aumento da disponibilidade de esqueletos de carbono para 

incrementar as vias metabólicas dos carboidratos, elevando os níveis 

intracelulares dos açúcares solúveis e dos carboidratos armazenados na 

forma de amido. Entretanto, é interessante notar que, na ausência de 

glutamina, a mesma concentração de sacarose (118 mM), ou seja, o 

mesmo aporte de esqueletos de carbono, não pôde, por si só, 

incrementar os níveis de síntese de açúcares solúveis totais e amido, 

tendo sido necessária a presença de 5,46 mM de glutamina para otimizar 

o processo. É possível que nesse caso, o maior aporte de glutamina no 

meio de cultura tenha contribuído para otimizar a síntese de certas 

proteínas/enzimas específicas das vias metabólicas de carboidratos, que 

levam à síntese de açúcares solúveis totais e amido. 

O mesmo raciocínio descrito no parágrafo anterior é válido para 

explicar uma outra observação importante: 118 mM de sacarose e 5,46 

mM de glutamina também resultaram na otimização da via de síntese de 

carotenoides pelos calos, o que faz sentido pois os carotenoides, que são 

tetrapernóides com 40 átomos de carbono, são produzidos a partir do 

ácido mevalônico, demandando grande quantidade de átomos de 

carbono provida pela alta concentração de sacarose no meio de cultura e 

de nitrogênio, fornecido pela glutamina, para otimizar a produção das 

proteínas/enzimas envolvidas na síntese desses compostos. 
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A via de síntese dos tetraterpenóides também fornece a cadeia de 

fitol para a síntese das clorofilas, mas contraditoriamente, os maiores 

níveis de clorofila nos calos, tanto da clorofila a como da clorofila b 
foram observados nos tratamentos com 59 mM de sacarose e 5,46 mM 

de glutamina e apenas no caso da clorofila b, 118 mM de sacarose e 2,73 

mM de glutamina também promoveu a maior síntese. Como a clorofila é 

formada pelos anéis tetrapirrólicos, que contém nitrogênio, é coerente 

que a síntese desse composto tenha sido otimizada na presença de níveis 

maiores de glutamina e que tenha ocorrido no mesmo tratamento em que 

foram detectados os maiores níveis de proteínas totais.  

Os níveis de açúcares solúveis totais permitem caracterizar as 

fases de desenvolvimento celular que podem demandar maior produção 

de compostos metabólicos específicos (SERRA, 1999). Açúcares 

funcionam como moléculas para armazenagem de energia, como 

fornecedores de esqueletos de carbono orgânico para sintetizar 

compostos pelas células (SERRA et al., 2000). Além disso, os níveis de 

açúcares tem implicações em vários estudos fisiológicos, pois 

significam  níveis de reserva prontamente disponíveis para o 

crescimento (PASSOS, 1996).  

Diferentes autores têm relatado a presença de amido em células 

vegetais, cultivadas in vitro (SWARNKAR et al., 1986; MANGAT et 

al., 1990; BRANCA et al., 1994). O possível papel deste polissacarídeo 

parece ser incerto ainda nos processos de desenvolvimento in vitro, mas 

têm se sugerido que o amido pode atuar como fonte de energia ou como 

agente osmótico essencial ao desenvolvimento (STAMP, 1997). 

Trabalhos sobre a determinação de amido em células vegetais in vitro 

foram realizados com culturas de calos embriogênicos e não 

embriogênicos de Medicago arborea L. Estas culturas foram 

investigadas a fim de determinar o conteúdo de amido e foi observado  

que os calos não embriogênicos cultivados em meio MS foram os que 

apresentaram maiores teores deste composto (MARTIN et al., 2000).  

Apesar da maior concentração de proteínas totais nos calos ter 

ocorrido com 59 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina e dos 

maiores níveis de açúcares solúveis totais e amido terem ocorrido com 

118 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina, os maiores níveis de 

fenólicos totais e flavonoides, assim como a maior inibição do radical 

DPPH ocorreram com 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina, o 

que indica que apenas nessas condições de cultivo foram otimizadas as 

vias de síntese desses compostos. Um outro aspecto importante é que, o 

maior estresse osmótico do meio de cultura, provocado pelas altas 

concentrações de sacarose e glutamina não redundou na maior produção 
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dos fenólicos totais e flavonoides. Assim, apenas o fornecimento de um 

maior aporte de átomos de carbono não é suficiente para otimizar a via 

de síntese de fenólicos e flavonoides, sendo necessário o aporte paralelo 

da quantidade de nitrogênio suficiente para a produção de aminoácidos e 

proteínas/enzimas envolvidas na síntese desses compostos. A síntese dos 

compostos fenólicos ocorre a partir da glucose, via ácido chiquímico, 

podendo ser catalizada pela enzima PAL, a partir da fenilalanina, via 

ácido cinâmico ou TAL, a partir da tirosina, via ácido cumárico, ambas 

podendo levar à síntese dos flavonoides. Portanto, fica claro que o maior 

aporte de carbono estaria desempenhando um papel importante na 

otimização dessa via metabólica. 

O aumento de compostos fenólicos está ligado à presença da 

enzima fenilalanina amônia liase (PAL, phenylalanine ammonia lyase) e 

os resultados obtidos no presente estudo indicam que nos calos 

cultivados com sacarose, glutamina, na luz estiveram presentes os 

fatores essenciais para a ativação da enzima PAL em estimular a síntese 

de compostos fenólicos. 

Quando avaliada a atividade antioxidante entre os tratamentos de 

calos de Cedrela fissilis , foi possível observar uma relação entre a 

maior porcentagem de inibição do radical livre DPPH• e as maiores 

concentrações de compostos fenólicos totais, flavonoides e de clorofila 

b (118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina), que poderiam estar 

atuando como antioxidantes. Os compostos fenólicos são potentes 

antioxidantes, o que se deve principalmente à sua estrutura química e 

suas propriedades redutoras. Estas características fazem com que 

desempenhem um papel importante na neutralização ou sequestro dos 

radicais livres, agindo no oxigênio singleto, atuando nas oxidações 

lipídicas, e quelação de metais de transição (SATUÉ-GARCIA et 
al.,1997; HOPIA & HEINONEM, 1999), agindo tanto na etapa de 

iniciação como na desenvolvimento do processo oxidativo (SOARES, 

2002; HASLAM, 1996; CHUN et al., 2005). 

Culturas de calos de Citrus aurantifolia são capazes de armazenar 

flavonoides, mas em menores quantidades, do que foi observado em 

extratos de tecidos de folhas e frutos da planta (BERHOW et al.; 1994). 

Tavano et al., (2009), observaram que culturas de calos de Camomila, 

apresentaram valores baixíssimos de flavonoides (0,12 µg/g MS). No 

presente estudo, por outro lado, níveis maiores de flavonoides de 0,54 

µg/g MS foram detectados em calos produzidos com 118 mM de 

sacarose e 2,73 mM de glutamina. Em condições naturais, os 

flavonoides têm um importante papel na defesa de plantas. É possível 

que o meio de cultura utilizado que induziu a formação de calos, não 
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tenha favorecido a formação de flavonoides, que apareceram em baixas 

concentrações, como também observado por Dias et al., (1998) em 

Hypericum perforatum, já que em meio de cultura, a planta não 

necessitaria de produzir grande quantidade de fitoalexinas. Estudos com 

calos de folhas de Passiflora quadrangularis, mostraram que, ao longo 

do cultivo, ocorreram pequenas formações de flavonoides, mas que, 

quando os calos foram expostos a radiação UV-B, houve maior 

produção deste composto (ANTOGNONI et al., 2007). 

Alguns autores confirmam que a adição de glutamina ao meio de 

cultivo provoca o aumento de proteínas totais, como Zouine & Hadrami, 

(2007), que analisando embriões somáticos de Phoenix dactylifera L. 

observaramque a adição de glutamina ao meio de cultivo aumentou a 

produção de embriões somáticos e estimulou a síntese de proteínas. Lai 

et al., (1992), estudando embriões somáticos de Medicago sativa 

também observaram que a glutamina tem um papel essencial em 

estimular a síntese de proteínas. Santos e Caldeira, (1999), afirmam que 

a adição de amônio, que também é uma fonte de nitrogênio, como a 

glutamina, em culturas de calos induz níveis baixos no conteúdo de 

proteínas solúveis totais.  

Os níveis de açúcares solúveis totais permitem determinar as 

fases de desenvolvimento celular que podem fornecer maior produção 

de compostos celulares específicos (SERRA, 1999). Açúcares 

funcionam como dispositivos para armazenagem de energia, como 

fornecedores de esqueletos de carbono orgânico para sintetizar 

compostos através das células (SERRA et al., 2000). Além disso, os 

níveis de açúcares tem implicações em vários estudos fisiológicos, pois 

significam níveis de reserva prontamente disponíveis para o crescimento 

(PASSOS, 1996). 

Muitos autores afirmam que o estresse salino, que poderia estar 

ocorrendo no tratamento com 118 mM de sacarose e 5,46 mM de 

glutamina, poderia levar a um incremento na atividade das enzimas 

glutamina sintase (ROOSENS et al., 1998; VIÉGAS & SILVEIRA, 

1999) e glutamato sintase (BERTELI, 1995), envolvidas na assimilação 

do íon amônio. A glutamina fornecida no meio de cultura então, também 

poderia ser utilizada para aumentar a produção de moléculas de 

glutamato para assimilar mais íons amônio do meio de cultura, desta 

forma, otimizando ainda mais a biossíntese de glutamina e aminoácidos 

pelas células. Esta síntese de glutamato depende de um precursor do 

Ciclo de Krebs, o α-cetoglutarato, cujo aporte depende do ótimo 

metabolismo da fonte de carbono pela via glicolítica. Quando a planta é 

fotossinteticamente ativa, a resposta ao estresse oxidativo se dá pelo 
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aumento nas concentrações de carotenoides (SIMÃO, 2010). No 

entanto, muito pouco se sabe sobre como ocorre à síntese e acúmulo de 

carotenoides em culturas de calos. 

O fato dos resultados dos experimentos conduzidos para verificar 

o efeito das fontes de carbono (sacarose, frutose e glucose a 118 mM) e 

das diferentes concentrações de BAP e ANA sobre a indução e 

morfogênese de calos cultivados durante 8 semanas em meio de cultura 

Murashige & Skoog, semi-sólido  terem indicado um efeito promotor da 

frutose e glucose, na indução dos calos e da sacarose, na rizogênese, 

poder ter sido devido à forma como esses açúcares são metabolizados 

pelas células dos calos. 

A sacarose apresenta uma rota metabólica diferente da frutose e 

da glucose, pois para que a sacarose seja metabolizada é necessário que 

as células dos tecidos absorvam as moléculas de sacarose do meio de 

cultura, produzam as invertases, capazes de quebrar a molécula e 

originar moléculas de D-glucose e de D-frutose, que serão então 

utilizadas, respectivamente, pelas enzimas hexoquinase e frutoquinase, e 

transformadas em moléculas de glucose-6-fosfato e de frutose-6-fosfato, 

para posterior processamento na via glicolítica. Já outra via possível de 

metabolização da glucose-6-fosfato seria a via da pentosefosfato, que 

utiliza a glucose-6-fosfato para conversão em moléculas de açúcares de 

5 carbonos (TAIZ & ZEIGER, 2004).  

Quando, porém, se adiciona apenas a glucose ao meio de cultura 

é necessário que existam nas células duas enzimas ativas, que atuarão na 

primeira reação de transformação em glucose-6-P e na segunda reação 

de conversão da glucose-6-P em frutose-6-fosfato, que seguirá o fluxo 

da via glicolítica e Ciclo de Krebs, em que outras enzimas serão 

necessárias. Parece então, que com a ministração da glucose e da frutose 

ao meio de cultura, o metabolismo seria mais rápido do que com a 

sacarose, pois as moléculas são rapidamente transformadas em glucose-

6-fosfato, na primeira reação e esta em frutose-6-fosfato, seguindo o 

fluxo da via glicolítica, para a geração de energia para o crescimento das 

células, via Ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa. Outra via de 

metabolização da glucose é a via da pentose fosfato citado 

anteriormente, que utiliza a glucose-6-fosfato para conversão em 

moléculas de açúcares de cinco carbonos, entre elas as riboses, que 

poderiam estar contribuindo para otimizar a síntese dos ácidos nucléicos 

e a divisão celular. 

O fato de todas as combinações de BAP e ANA terem 

contribuído para a rizogênese dos calos produzidos com sacarose e não 

com as outras fontes de carbono sugere que, com sacarose, os 
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reguladores de crescimento atuaram de forma diferenciada. É possível 

que a sacarose tenha induzido alterações endógenas no balanço de 

auxinas e citocininas, que em combinação com todas as concentrações 

exógenas fornecidas atingiu o nível ótimo para induzir a diferenciação 

de raízes nos calos. A indução de raízes adventícias foi devida à 

alteração da relação auxina/citocinina endógena dos tecidos, como 

ocorre normalmente em plantas (ROSE et al., 2006). 

A capacidade dos tecidos para formação de raízes depende de 

vários fatores endógenos ou exógenos e suas interações (HAISSIG, 

1982 & NEMETH, 1986). A iniciação das raízes é um processo que 

demanda bastante energia e, portanto, a presença de carboidratos no 

meio de cultura (MOHAMMED & VIVALDER, 1988). De acordo com 

George & Sherington (1984), a presença de carboidratos tem mostrado 

ser essencial para a formação de raízes em calos cultivados in vitro de 

muitas espécies. Nanda & Jain (1972) observaram que, para haver 

enraizamento, há necessidade de um nível ótimo de carboidratos, e que 

alguns são mais eficientes que outros. Há também uma interação no 

nível de carboidratos com o nível hormonal endógeno (NEMETH, 

1986). 

Bhojwani & Razdan, (1983) verificaram que a diferenciação de 

tecidos vasculares é afetada pela presença de auxinas e sacarose. De 

acordo com os mesmos autores, o efeito da auxina na diferenciação de 

tecidos vasculares está relacionado com a presença de sacarose. A 

sacarose poderia atuar como substrato para o processo de respiração 

celular, fornecendo uma quantidade de energia para o processo de 

rizogênese. Segundo George e Sherington (1984), a presença de 

carboidratos no meio tem demonstrado ser essencial para o 

desenvolvimento de raízes em calos cultivados in vitro. Por outro lado, 

Nemeth, (1986) cita que a sacarose estaria associada em manter os 

níveis endógenos de hormônios, diferentemente das outras fontes de 

carbono. Dessa forma, o metabolismo dos calos que apresentaram 

rizogênese poderia ser diferente do metabolismo dos calos que não 

formaram raízes, principalmente quanto à disponibilidade dos níveis 

endógenos dos reguladores de crescimento. 

O fato dos teores de proteínas totais serem maiores em certos 

tratamentos sugere que a fonte de carbono utilizada, no caso a sacarose 

em combinação com 5 µM de BAP e 5 µM de ANA ou a frutose, com 

2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA, interage com concentrações 

específicas de reguladores de crescimento para otimizar a síntese de 

proteínas totais pelos calos. Tais resultados podem ser explicados pelo 

fato de que tanto as citocininas como as auxinas estão envolvidas no 
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processo de retardar a senescência dos tecidos vegetais, e para atuarem 

nessa direção, devem estimular o metabolismo das proteínas e ácidos 

nucléicos, mantendo os níveis destes compostos altos. Também as 

auxinas em combinação com as citocininas podem estimular a divisão 

celular, que vai exigir maior síntese protéica e de ácidos nucléicos. 

 É interessante notar que foi com a sacarose e com 2,5 µM de 

BAP e 2,5 µM de ANA que foram produzidas as maiores concentrações 

de açúcares solúveis totais, amido, fenólicos totais e clorofila a, mas 

para otimizar a produção de carotenoides foi necessário aumentar a 

concentração de BAP em relação ao ANA e trabalhar com as 

concentrações de 5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA. E ainda foi 

necessário utilizar a glucose para otimizar a síntese de flavonoides (2,5 

µM de BAP e 2,5 µM de ANA), para otimizar a inibição do radical 

DPPH (5 µM de BAP e 5 µM de ANA) e otimizar a produção de 

clorofila b (5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA). E ainda, vários 

parâmetros como os açúcares solúveis totais, o amido, os flavonoides, 

carotenoides, clorofila a e a inibição do radical DPPH• foram 

otimizados, pelas manipulações das fontes de carbono e das 

concentrações dos reguladores de crescimento, em relação aos 

resultados dos experimentos comentados na seção anterior, em que para 

a concentração de 2,5 µM de BAP e 5 µM de ANA foram manipuladas 

as concentrações de sacarose e de glutamina. 

 Na avaliação do conteúdo de proteínas totais, em calos 

cultivados com diferentes concentrações de BAP e ANA, foi possível 

observar que os calos cultivados com as concentrações de 5,0 µM de 

BAP e 5,0 µM de ANA e o tratamento com frutose com 2,5 µM de BAP 

e 5,0 µM de ANA apresentaram as maiores concentrações de proteínas 

solúveis totais. Geralmente, as auxinas, como ANA, utilizadas no 

presente estudo, atuam na inicialização da divisão celular e controlam os 

processos de crescimento e elongação celular. Algumas delas atuam no 

metabolismo do RNA, induzindo a transcrição de RNAs mensageiros 

que decodificam proteínas para o crescimento, induzindo uma 

desordenada proliferação celular e a formação dos calos (GEORGE, 

1996). Evidências mostram que auxinas exógenas estimulam a síntese 

de novos RNAs e proteínas, em particular, em culturas de tecidos 

vegetais (TEALE et al., 2006). Embora não haja nenhuma informação 

sobre o mecanismo que ativa a síntese de tipos específicos de RNAs ou 

as possíveis funções das proteínas que sintetizam. Além disso, o 

envolvimento de reguladores de crescimento na  indução e alterações 

nos níveis de proteínas foi atribuída ao papel no controle da divisão 

celular, regulando certos genes (SPRINGER et al., 1995; TAKEUCHI 
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et al., 1995). Diferentes concentrações de reguladores de crescimento 

podem desencadear mudanças nos padrões de proteínas em culturas de 

calos (MOHAMED et al., 2011). Silva et al., (2005) observaram que 

bandas de proteínas com pesos moleculares entre 94 e 20 kDa foram 

detectadas em culturas de calos de Glycine wightii cultivadas em meio 

MS, com 4,52 mM de 2,4-D e 0,46 mM de cinetina, sendo uma resposta 

aos reguladores de crescimento. Renaudin et al., (1991), também 

relataram que os padrões de proteínas variaram significativamente no 

seu nível de expressão, de acordo com as concentrações de reguladores 

de crescimento. 

O fato das maiores concentrações de açúcares solúveis totais e 

amido ocorrerem no mesmo tratamento (sacarose, 2,5 µM de BAP e 2,5 

µM de ANA) indica que não está havendo competição entre as vias de 

síntese de açúcares solúveis totais e a via de síntese de amido, assim a 

combinação da sacarose com as concentrações de 2,5 µM de BAP e 2,5 

µM ANA estariam atuando de forma a otimizar as duas vias de síntese, 

talvez pelo fato dos esqueletos de carbono supridos pela sacarose não 

serem limitantes. Experimentos preliminares conduzidos por Nunes et 

al., 2002 e por Laudano (2005) demonstraram a ação sinergística de 

BAP e ANA na promoção do crescimento em massa seca de calos de C. 
fissilis originados a partir de segmentos nodais cotiledonares durante 45 

dias em meio de cultura MS, semi-sólido, suplementado com 20 g/L de 

sacarose. Este fato talvez possa explicar o acúmulo de maiores 

concentrações de açúcares solúveis totais e amido, como resultado do 

estímulo do metabolismo necessário para prover o maior crescimento 

dos calos.  

O acúmulo de compostos fenólicos totais ocorreu em maiores 

quantidades em calos de segmentos nodais cotiledonares, cultivados 

com sacarose com 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA. Estes resultados 

estão em concordância com os obtidos por Rao &Ravishankar (2002), 

que afirmaram que ao manipular as condições de cultura, incluindo as 

concentrações e o tipo de reguladores de crescimento, pode ser 

estabelecida a formação do produtos secundário em plantas medicinais, 

cultivadas in vitro. Os tipos e as concentrações de auxina e citocinina ou 

a razão entre elas pode influenciar as concentrações dos metabólitos 

secundários em células de plantas cultivadas in vitro. Uma elevada 

proporção da auxina 2,4-D e BAP (2 mg/l de 2,4-D : 1 mg/l de BAP) e 

Picloran e BAP (0,1 mg/l de picloran : 2 mg/l de BAP) com a 

suplementação de sacarose, promoveram maiores concentrações de 

fenólicos totais (29,21 ± 0,91; 165,32 ± 10,54 µ/g MS respectivamente) 

em culturas de calos de Larrea divaricata (PALACIO et al., 2012). Os 
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autores afirmam que a síntese e o acúmulo de compostos secundários 

dependem, também, do estado de diferenciação da célula ou do órgão. 

Compostos fenólicos também estão envolvidos na regulação do 

crescimento, na diferenciação e no controle dos níveis exógenos de 

auxinas, sendo que alguns tipos de fenólicos podem regular o transporte 

de auxinas (MATO et al., 1998; DUNSTAN et al., 1995). 

Quanto ao conteúdo de flavonoides, calos cultivados com 

glucose, com a adição de 2,5 µM de BAP e 2,5 µM de ANA 

apresentaram as maiores quantidades deste composto. Observa-se que 

tanto para fenólicos, quanto para flavonoides, as mesmas concentrações 

de reguladores de crescimento eficientes foram as mesmas (2,5 µM de 

BAP e 2,5 µM de ANA), mas o que diferiu foi o tipo de fonte de 

carbono. Palacio et al., (2012), também observaram que as 

concentrações citadas anteriormente de auxinas e citocininas, também 

promoveram maiores teores de flavonoides (quercetina) (10,55 ± 0,71; 

18,98 ± 1,98 µ/g MS
-1

 respectivamente) para os mesmos tratamentos em 

calos de Citrus.  

A maior produção de carotenoides observada com sacarose, 2,5 

µM de BAP e 2,5 µM de ANA indicou que a produção desses 

compostos foi influenciada mais pelo tipo de açúcar utilizado, Os 

açúcares têm sido indicados para atuarem como mensageiros primários 

nos processos de transdução de sinais, onde a expressão de genes 

regulam muitos processos importantes (FOYER, et al., 1997; LORETI 

et al., 2005). Mas, ainda é desconhecido como o metabolismo dos 

carotenoides é regulado por açúcares. Zhang et al., (2012), investigaram 

os mecanismos que regulam o acúmulo de carotenoides em um sistema 

de 3 variedades de cultura de Citrus (Citrus unshiu Marc.; Citrus 

sinensis Osbeck e Citrus limon Burm.f.) e observaram aumentos nas 

concentrações de carotenoides nos tratamentos cultivados com sacarose. 

Segundo os autores, ocorreram alterações na expressão de genes 

relacionados com o metabolismo dos carotenoides. O maior nível de 

expressão do gene CitPSY contribuiu para os aumentos nos teores de 

carotenoides nas amostras tratadas com sacarose das três variedades 

cítricas. Já em frutos de tomate, ocorreu um aumento na expressão do 

gene PSY, que também foi observado com o tratamento cultivado em 

sacarose (TELEF et al., 2006). 

Calos de segmentos cotiledonares, cultivados com glucose e com 

5,0 µM de BAP e 2,5 µM de ANA apresentaram as maiores 

concentrações de clorofilas a e b. Os níveis de clorofila b foram 

similares aos observados quando os nós cotiledonares foram cultivados 

com 118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 de BAP e 5 de 
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ANA, mas a concentração de clorofila a aumentou 60%, indicando a 

influência das concentrações de BAP e ANA sobre o metabolismo 

desses pigmentos.  

A avaliação da atividade antioxidante de calos cultivados em 

diferentes fontes de carbono e concentrações de BAP e ANA revelou 

que calos cultivados com glucose com 5,0 µM de BAP e 5,0 µM de 

ANA apresentaram os maiores percentuais de inibição do radical 

DPPH•. Estes resultados mostraram, para esta fonte de carbono, que 

quanto maior foram as concentrações de BAP e ANA, maior foi a 

atividade antioxidante. Neste tratamento a porcentagem de atividade 

antioxidante foi maior, não coincidindo com os tratamentos que 

produziram os maiores níveis de fenólicos totais, que são potentes 

antioxidantes. É possível que ocorreram sinergismos com outros 

componentes que estão envolvidos em sistemas que combatem o 

estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006). Um outro aspecto 

importante, verificado nestes experimentos, foi que porcentagens de 

inibição do radical DPPH acima de 70% também foram observadas com 

sacarose, mas estas respostas coincidiram com os níveis mais altos de 

fenólicos, flavonoides, carotenoides e clorofila b dos calos. Portanto, é 

possível que diferentes tipos de compostos, produzidos em diferentes 

fontes de carbono e com diferentes combinações de concentrações de 

BAP e ANA estejam atuando como antioxidantes. 

Os resultados obtidos nestes experimentos também podem ser 

reflexo da natureza e do grau de diferenciação dos tecidos (TORRES et 

al., 1999) e além dos fatores estudados, outros fatores inerentes ao 

material vegetal, como os fatores genéticos e o estado fisiológico da 

planta mãe doadora do explante  podem influenciar a diferenciação e o 

metabolismo dos calos in vitro  (GRATTAPAGLIA & MACHADO 

1998, CALDAS et al.,1990). Conforme Mantell (1994) e Pletsch 

(1998), a produtividade de metabólitos in vitro pode ser inferior ou 

superior, quando comparada a plantas inteiras. Calos de Gomphrena 

globosa (Amaranthaceae) possuem potencial para a produção de vários 

metabólitos in vitro, inclusive compostos não observados na planta mãe, 

(ANDRE et al., 2003). É possível que a expressão diferencial de genes 

seja responsável por esta variação de respostas. 

Os resultados dos experimentos sobre indução de calos a partir de 

diferentes explantes indicaram a influência do tipo de explante. 

Resultados semelhantes foram obtidos Yan et al., (2009), que estudaram 

a calogênese a partir de placas basais de Allium chinese, onde, 

verificaram que segmentos de raiz, cultivadas em meio B5, 

apresentaram 14,7% de calogênese e segmentos de folha formaram a 



124 

menor quantidade de calos (0,4%). Soomro & Memon (2007) relataram 

que a indução de calos a partir de hipocótilos deJatropha curcas chegou 

a 100%, enquanto que em folhas, a indução foi de apenas 40%. Os 

autores relataram também que os calos formados a partir de folhas eram 

verde escuro, compactos e nodulares, diferentemente dos calos formados 

a partir de hipocótilo, que eram verde claro e friáveis. Isto também foi 

observado no presente trabalho. Porcentagens de 100% de calogênese 

foram observadas em calos cultivados nas fontes de carbono, frutose e 

glucose, sendo que na sacarose esta taxa de indução pareceu ser inferior, 

chegando a 13,3 % em calos de folha, cultivados no escuro. O fato de 

apenas para a sacarose, em todas as combinações, terem sido observadas 

as menores taxas de indução de calos, indica a influência das fontes de 

carbono sobre o processo, demonstrando que na presença de glucose e 

frutose o processo de indução de calos pode ser otimizado. Para a 

cultura in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo, e 

conseqüentemente, necessitam de uma fonte exógena de carboidratos. A 

eficiência da melhor fonte e concentração de carboidrato (carbono 

reduzido) depende principalmente da espécie vegetal (NICOLOSO et 

al., 2003). Borkowska & Szczerba, (1991), observaram que os açúcares 

sacarose, glicose ou frutose favoreceram o crescimento de calos de  

Prunus cerasus L. quando as suas concentrações estavam entre 20 e 30 

g.L
-1

; porém, na presença de frutose, a proliferação foi a mais baixa. A 

preferência pela glucose e frutose em relação à sacarose, como fonte de 

carbono, por algumas espécies e tecidos, pode estar relacionada à 

necessidade de as células excretarem a enzima invertase ao meio de 

cultivo, visando à hidrólise da sacarose antes da absorção da fonte de 

carbono (HEW & MAH, 1989). No presente trabalho com Cedrela 

fissilis , verificou-se que a melhor porcentagem de indução ocorreu com 

as fontes de carbono glucose e frutose, indicando que esta espécie pode 

apresentar dificuldades em absorver e/ou metabolizar a sacarose 

diretamente do meio de cultura ou também seus produtos de hidrólise 

como observado por (NICOLOSO et al., 2003) em outros sistemas. Isto 

também foi observado por Pilatti, (2011), onde calos de cedro, 

cultivados na sacarose, apresentaram as menores porcentagens de 

calogênese, quando comparados com glucose e frutose. 

No tratamento de folha, cultivado com sacarose e com a presença 

de luz não ocorreu formação de calo, isto pode ter sido devido a um 

efeito tóxico da glutamina. Quando o nitrogênio na forma de nitrato é 

adicionado ao meio de cultivo, a atividade da enzima nitrato redutase 

(RN) (ASLAN & OAKS, 1976; OAKS, 1992) e a quantidade da 

proteína-RN (SOMERS et al., 1983) são aumentadas em diferentes 
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tecidos das folhas e raízes, embora Srivastava (1980), afirme que o 

efeito da forma de aplicação do nitrogênio na atividade da enzima 

nitrato redutase depende da espécie e do genótipo. Nas folhas, a 

atividade biossintética da glutamina sintetase (GS) e da glutamato 

sintase (ferredoxina- GOGAT) são fortemente reguladas pela luz 

(HIREL & GADAL, 1980) e por nitrogênio (SANTOS & SALEMA, 

1992), embora o fornecimento diferencial de nitrato e amônio às plantas 

tenha revelado efeitos controvertidos, podendo ser negativo, positivo ou 

nulo (MIFLIN & LEA, 1977; MACK, 1995). Isto pode ser uma possível 

explicação pela baixa ou nula porcentagem de formação de calos 

oriundos de explantes de raiz e folha obtidas no presente trabalho. 

Gamborg (1970) mostrou que a adição de aminoácidos (glicina Max) ao 

meio de cultura para culturas em suspensão de soja, teve efeito inibitório 

total. Este estudo mostrou que a adição de aminoácidos em 

concentrações de milimolares tem efeito sensível ao cultivo e revelou 

que é uma característica generalizada de plantas superiores.  

Através dos resultados obtidos no presente trabalho sobre as 

diferenças significativas no conteúdo de proteínas totais em calos de 

Cedrela fissilis , foi possível observar que com a fonte de carbono 

sacarose, calos de cotilédone, cultivados sem glutamina na luz, 

apresentaram os maiores conteúdos deste composto. O fornecimento, 

portanto, de sacarose poderia contribuir para suprir a demanda de 

átomos de carbono para a biossíntese destes compostos. Contudo, o 

fornecimento de glutamina poderia significar o aumento do aporte de 

nitrogênio, para a formação de aminoácidos e de proteínas, muitas 

destas enzimas, poderiam otimizar os mecanismos de biossíntese. 

Assim, poderíamos esperar que um aporte maior de átomos de carbono, 

pela concentração de sacarose e de nitrogênio, através do fornecimento 

de glutamina, poderiam otimizar a produção de proteínas totais, mas isto 

não aconteceu. Talvez, os átomos de nitrogênio, estejam sido desviados 

para outras rotas metabólicas, que não a de biossíntese de proteínas 

totais. 

A utilização de carboidratos em culturas de tecidos é essencial 

para sustentar o crescimento em culturas in vitro. Vários carboidratos 

podem ser utilizados, mas a sacarose é a fonte de carbono mais utilizada 

no meio de cultura e por isso pode ser otimizada (IRAQUI & 

TREMBLAY, 2001). Calos de cotilédone de Senna spectabilis, 

cultivados com 3% de sacarose, 10 ou 40 mg. L
-1

 de 2,4-D, 

apresentaram maiores teores de proteínas solúveis (p<0,05) 

apresentando valores acima de 100 mg/g
-1

 de massa seca (SADO, 2009). 

Sendo que esta autora, afirma que os teores de proteínas solúveis totais 
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foram expressivos nos calos de Senna spectabilis, quando comparados 

com o trabalho de Silveira et al., (2004), em que o maior valor obtido 

pela quantificação de proteínas solúveis totais em cultura de suspensão 

celular de Pinus taeda L. foi de 0,73 mg/g
-1

 da massa fresca (estimando 

10% deste valor para massa seca). Em culturas de calos de batata doce, 

explantes de folha e pecíolo forneceram maiores quantidades de 

proteínas em maiores concentrações de sacarose em 3% (HATTORI et 

al., 1991). Satyavani et al., (2011) desenvolveram um protocolo para 

regeneração de plântulas de Citrullus colocynthisin vitro e observaram 

que a regeneração de brotos foram superiores em concentrações de 

sacarose em 3%, que também foi melhor para produção de proteínas. O 

cultivo de calos pode ser uma alternativa para produção de proteínas 

continuadamente e pode ser um sistema útil e importante para o estudo 

de sua regulação e biossíntese (PODDER et al., 1993) e em estudos 

bioquímicos (SERRA et al., 2000). Reguladores de crescimento têm um 

efeito importante sobre a produção de proteínas, um estudo mostrou que 

auxinas exógenas estimulam a síntese de RNA e proteínas, 

principalmente em cultura de tecidos (TEALE et al., 2006)m embora 

ainda não haja nenhuma informação sobre o mecanismo que ativa a 

síntese de tipos específicos de RNAs (MOHAMED et al., 2011). 

Vários trabalhos foram realizados com a utilização de explantes 

como cotilédones e segmentos inter-nodais para a produção de proteínas 

totais (BIONDI & THORPE, 1982). Explantes de cotilédones cultivados 

in vitro são muito úteis para estudos de acontecimentos fisiológicos e 

bioquímicos (THORPE, 1988). Estudos com caracterização da 

expressão de genes ao nível de síntese de proteínas em cotilédones de 

Pinus radiata, cultivados com a presença de citocininas, foi possível 

observar que com o desenvolvimento dos cotilédones, as mudanças 

observadas nos perfis, sendo selecionadas algumas categorias de 

proteínas, sendo que podem estar relacionadas com a capacidade dos 

cotilédones em formar ramos em seu processo de desenvolvimento in 

vitro (THOMPSON & THORPE, 1997). Observa-se também que 

ocorreu alto conteúdo de proteínas (12,76 µg/g MS) em calos de 

Cedrela fissilis  originados a partir de calos de cotilédone cultivados na 

ausência de glutamina, na luz. Santos et al., (2003), analisando calos de 

segmentos foliares de pinhão-manso, observaram que ocorreram 

constantes e baixos teores de proteínas durante o período de 84 dias de 

cultivo (0,04 mg/g MF). Estes resultados são contraditórios em relação 

aos observados Serra et al., (2000), que detectaram grande acúmulo nos 

teores de proteínas em calos obtidos a partir de explantes foliares de 

castanheira-do-Brasil (6,5 µg/g MF). No entanto, este acúmulo de 
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proteínas, pode depender de espécie para espécie vegetal (PALMA et 

al., 2011). 

Alguns autores se contradizem em relação à adição de glutamina 

ao meio de cultivo para aumento de proteínas totais, pois para Zouine & 

Hadrami, (2007), analisando embriões somáticos de Phoenix dactylifera 

L. perceberam que a adição de glutamina no meio de cultivo aumenta a 

produção de embriões somáticos e estimula a síntese de proteínas. Lai et 

al., (1992), estudando embriões somáticos de Medicago sativa  também 

observaram que a glutamina tem um papel essencial na estimulação da 

síntese de proteínas. Já para Santos & Caldeira, (1999) afirmam que a 

adição de amônio em culturas de calos induz níveis baixos no conteúdo 

de proteínas solúveis totais. 

Quanto ao conteúdo de açúcares solúveis totais, calos de 

cotilédone e nó foliar, cultivados sem glutamina e na presença de luz, 

apresentaram as maiores concentrações destes carboidratos. Estes 

resultados indicam que a otimização por estes tratamentos pode ser 

realizada, pois a sacarose ministrada ao meio de cultura tenha sido 

utilizada para o metabolismo celular (SERRA et al., 2000). A 

determinação de açúcares solúveis totais permite determinar as fases de 

desenvolvimento celular que podem fornecer maior produção de 

compostos celulares específicos (SERRA, 1999). Açúcares funcionam 

como dispositivos para armazenagem de energia, como um componente 

importante de suporte mecânico aos tecidos ou também como 

fornecedores de esqueletos de carbono orgânico para sintetizar 

compostos através das células (SERRA et al., 2000). Além disso, a 

determinação dos níveis de açúcares tem aplicações em vários estudos 

fisiológicos, pois revela níveis de reserva prontamente disponíveis para 

o crescimento (PASSOS, 1996).  Quanto ao conteúdo de açúcares 

solúveis totais, observados no presente estudo, sugere-se que as células 

em crescimento acumularam estes altos teores de açúcares para auxiliar 

o crescimento ao longo do período de cultivo in vitro. Sado, (2009) 

quantificou o teor de açúcares solúveis totais em calos de Senna 
spectabilis e verificou concentrações superiores a 200 mg/g

-1
 de massa 

seca em açúcares solúveis totais.A condição de cultura in vitro é 

considerada estressante, pelas altas concentrações de sais nos meios de 

cultura, espaço restrito e alta umidade (POSPOŠILOVA et al.,1999). 

Segundo Thompson et al., (2008) plantas sob estresse produzem 

quantidades adequadas de assimilados para dar suporte ao crescimento, 

porém acumulam grandes quantidades de sacarose nos tecidos 

imediatamente após o estresse além do papel da sacarose como agente 
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regulador da osmolaridade intracelular, evita a perda excessiva de água 

pelos tecidos vegetais. 

Vários trabalhos evidenciam a determinação de açúcares solúveis 

totais através do período de cultivo dos calos, sendo relacionado ao 

crescimento destes. Abbade et al., (2010) analisaram calos oriundos de 

folhas de Ipê-branco quanto ao seu crescimento e conteúdo de açúçares 

solúveis totais, onde verificaram valores maiores ao primeiro dia de 

inoculação até aos 45 dias de cultivo, sendo que após isso, ocorreu um 

decréscimo de açúcares solúveis. De acordo com Lima et al., (2007), os 

açúcares contidos nas folhas da planta mãe, a partir do qual são 

derivados os explantes é onde se origina este aumento inicial, sendo 

mais tarde suprida, através da demanda metabólica para o crescimento 

dos calos. Azevedo (2003), também observou este mesmo fato com 

calos oriundos de folhas de copaíba. No presente trabalho, não foram 

realizadas curvas de crescimento e o conteúdo de açúcares solúveis 

totais, conforme o período de cultivo, pois o objetivo deste não era 

verificar o quanto de açúcares continha no período de crescimento, mas 

sim, determinar quanto deste existira em diferentes tratamentos, sendo 

que foram analisados após 8 semanas de cultivo, ou seja, mais ou menos 

60 dias, obtendo resultados satisfatórios.  

Na análise de amido verificou-se correlação entre açúcares 

solúveis totais e o amido (análise de correlação R
2
= 0,88; p ≤ 0,05), 

pois, de uma maneira geral, os calos oriundos dos mesmos explantes que 

obtiveram maiores teores de açúcares solúveis totais, foram para o 

conteúdo de amido. Uma possível explicação para tal é que nas plantas, 

sacarose e amido são assimilados pelas folhas, sendo produtos finais de 

duas rotas gliconeogênicas fisicamente separadas: sacarose no citosol e 

amido nos cloroplastos. Sob iluminação, o dissacarídeo sacarose é 

continuamente exportado do citosol foliar para as partes não 

fotossintetizantes da planta, enquanto o polissacarídeo amido 

simultaneamente acumula-se como grãos nos cloroplastos. O 

escurecimento não somente cessa a assimilação de carbono, mas 

também dá início a degradação de amido dos cloroplastos para manter a 

exportação da sacarose (TAIZ & ZEIGER, 2009). Este fato não esta de 

acordo com os resultados do presente trabalho, pois calos de folha, 

cotilédone e raiz cultivados na frutose e na glucose sem a presença de 

glutamina no escuro apresentaram concentrações significativas de 

amido, indicando possíveis ativações de outras rotas metabólicas para a 

produção destes compostos.  

A regulação do crescimento pela luz e açúcares garante a 

utilização ótima dos recursos de carbono e energia nos tecidos 
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exportadores e importadores de carboidratos. Além disso, esse tipo de 

controle leva a adaptação do metabolismo de carbono a alterações das 

condições ambientais e a disponibilidade de outros nutrientes. Em geral, 

um baixo status de açúcar melhora a fotossíntese, a mobilização de 

reservas e a exportação, enquanto açúcar em abundância promove o 

crescimento e a estocagem de carboidratos. Em se tratando de culturas 

de calos, as células possuem o potencial para fotossíntese in vitro, mas o 

crescimento da maioria das culturas é sustentado pela fonte de 

carboidratos adicionados ao meio. Ao mesmo tempo, reconhece-se que a 

presença de carboidratos no meio inibe a síntese de clorofila e, portanto, 

reduz a capacidade fotossintética das culturas (EDELMAN & 

HANSON, 1971; YAMADA & SATO, 1978). Os carboidratos 

fornecem energia metabólica e esqueletos carbônicos para a biossíntese 

de aminoácidos e proteínas, polissacarídeos estruturais como celulose, 

enfim, todos os compostos orgânicos necessários para o crescimento das 

células. Portanto, ao que tudo indica acúmulo de açúcares se dá acúmulo 

de carboidratos de reserva, o amido, como observado no presente 

estudo. 

Vários trabalhos utilizaram a sacarose como fonte de carbono, 

pois esta é a melhor fonte de carbono para induzir polissacarídeos 

(ROSS et al., 1994). A sacarose é uma fonte de carbono importante para 

o armazenamento de hexoses e síntese de polissacarídeos, após a sua 

hidrólise, papel efetuado pelas enzimas sacarose sintase ou sacarose 

invertase. Esta hidrólise é efetuada no citosol por enzimas invertases 

solúveis, moléculas ácidas ou básicas que são capazes de fornecer 

hexoses, substratos principais para a síntese de estruturas de 

armazenamento e polissacarídeos (ROSS et al., 1994; VAN DEN ENDE 

et al., 1995). Diferentes autores têm relatado a presença de amido em 

células vegetais, cultivadas in vitro (SWARNKAR et al., 1986; 

MANGAT et al., 1990; BRANCA et al., 1994). O possível papel deste 

polissacarídeo parece ser incerto ainda nos processos de 

desenvolvimento in vitro, mas têm se sugerido que o amido pode atuar 

como fonte de energia ou como agente osmótico essencial ao 

desenvolvimento (STAMP, 1997). Trabalhos com a determinação de 

amido em células vegetais in vitro foram realizados, culturas de calos 

embriogênicos e não embriogênicos de Medicago arborea L. foram 

investigados a fim de saber o conteúdo de amido, onde perceberam que 

calos não embriogênicos cultivados em meio MS, foram os que 

apresentaram maiores teores deste composto (MARTIN et al., 2000). 

Kitahara et al., (2002), analisaram calos de batata-doce e perceberam 

que a partir de 1 semana, o conteúdo de amido aumentou para 10,6% do 
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total de peso seco dos calos, sendo que em 4 semanas este composto 

aumentou significativamente. Marafon et al., (2007), analisaram o 

conteúdo de amido em gemas de pessegueiro (Prunus pérsica L. ) e 

observaram que durante a dormência, a gema possui baixa capacidade 

mobilizadora para assimilados e nutrientes minerais, aumentando a 

hidrólise de amido e a síntese de sacarose como forma de proteção ao 

frio e que, no período de saída da dormência, a gema se torna um dreno 

metabólico preferencial, acumulando reservas (sorbitol e amido) por 

meio de transporte ativo, as quais seriam metabolizadas, induzindo o 

rompimento da gema, este fato de uma certa forma, pode explicar o 

resultado do presente trabalho, onde foi observada maior acúmulo de 

amido em calos oriundos de nó foliar.  

Os flavonoides constituem a maior classe de fenólicos vegetais. 

Os flavonoides são classificados em grupos diferentes, pelo grau de 

oxidação da cadeia de três carbonos. Eles abrangem as antocianinas, os 

flavonóis, as flavonas e as isoflavonas (TAIZ & ZEIGER, 2009). Estão 

presentes em todas as plantas vasculares, estando distribuídos 

principalmente nas partes aéreas dos vegetais, como as folhas e em 

quantidades variadas (HARBORNE, 1984; ABDALA, 1999). No 

presente estudo, calos de cotilédone, cultivados na sacarose, com a 

suplementação de glutamina e na luz apresentaram as maiores 

concentrações de flavonoides e de fenólicos totais. Foi observado que o 

acúmulo destes compostos pode ter sido provocado pela adição de 

glutamina ao meio de cultura.  

 Este maior acúmulo de fenólicos em calos de cotilédone e folha 

cultivados com sacarose pode estar ligado à presença da enzima 

fenilalanina amônia liase (PAL, phenylalanine ammonia lyase) A 

atividade desta enzima é aumentada, quando os níveis de nutrientes e luz 

(pelo seu efeito no fitocromo) são baixos e pela infecção por fungos 

(TAIZ & ZEIGER, 2009). Pelos dados no presente estudo, calos 

cultivados com sacarose, glutamina e luz dispuseram dos fatores 

essenciais para a ativação da enzima PAL.Além disso, um estudo feito 

com cotilédones de Caesalpinia peltophoroides foi observado por testes 

histoquímicos, grandes cavidades secretoras, distribuídas pelos 

cotilédones e grandes acúmulos de compostos fenólicos (CORTE, 

2005). Talvez calos oriundos de cotilédone, tenham maior potencial para 

produzir estes compostos. Trabalhos utilizando cultura de calos foram 

realizados a fim de avaliar o conteúdo de compostos fenólicos 

(TRAUTMANN & VISSER, 1989; SCOCCIANTI et al., 2000). Em 

culturas de plantas lenhosas, é comum a ocorrência de compostos 

fenólicos, que podem estar ligados a processos de regulação de 
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crescimento, especialmente as auxinas que, dependendo da concentração 

endógena no tecido, induzem à síntese desses compostos. Nas plantas 

lenhosas, sobretudo, acumulam-se polifenóis e produtos de oxidação, 

como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superfície 

incisada, os quais modificam a composição do meio de cultivo e a 

absorção de metabólitos (ANDRADE et al.,2000).  

Chandler & Dodds, (1983), observaram que a adição de sacarose 

e concentrações baixas de nitrogênio para o cultivo de calos de folhas de 

Solanum laciniatum aumentou as concentrações de compostos fenólicos 

e observaram ainda que estes calos apresentaram tamanhos menores, ou 

seja, redução significativa no crescimento e no peso fresco final. 

Portanto, a adição de sacarose ao meio de cultivo, pode ser um indício 

de maior disponibilidade de carbono e sendo assim, maior formação de 

produto secundário, embora este aumento seja inversamente 

proporcional com o crescimento dos calos. Outro fator que pode estar 

relacionado com a produção de compostos fenólicos é o tipo de explante 

e as condições de luminosidade, como por exemplo, calos de folha de 

Solanum laciniatum responderam muito mais com a produção de 

fenólicos, principalmente em condições de luminosidade específicas. 

Moumou et al., (1992), analisando calos de hipocótilo de Fagopyrum 
esculentum, observaram que os calos cultivados com sacarose, tanto na 

luz, quanto no escuro, apresentaram concentrações de catequinas (tipo 

de compostos fenólicos), mas que em condições de luz, apresentaram 

em maiores quantidades.  

No presente trabalho, foi possível observar que calos oriundos de 

folha, cultivados com sacarose e sem glutamina foram os que 

apresentaram maiores quantidades de carotenoides. A captação da luz é 

realizada por receptores de luz (pigmentos) que estão inseridos na folha, 

por isso que no presente trabalho, as análises foram realizadas somente 

para calos cultivados na luz. Nas plantas, os pigmentos fotossintéticos 

são clorofilas e carotenoides, as clorofilas refletem a luz verde enquanto 

que os carotenoides refletem as luzes amarela e laranja. Esses pigmentos 

estão associados a proteínas que compõem dois dos complexos protéicos 

inseridos nas membranas dos tilacóides dos cloroplastos: o fotossistema 

I e o fotossistema II, formando uma antena coletora de luz ao redor dos 

fotossistemas. As clorofilas absorvem luz principalmente na faixa do 

azul e do vermelho, enquanto os carotenoides absorvem luz na faixa do 

azul (PAULILO et al., 2010). Além disso, os carotenoides 

desempenham um importante papel na nutrição e na saúde humana, 

como a principal fonte de pró-vitamina A (COMBS, 1998) e na redução 

de incidência de certas doenças (GIOVANNUCCI, 1999; KRINSKY et 
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al., 2003). Trabalhos realizados com culturas de calos para a 

quantificação de carotenoides totais revelou que calos de Cleome rosea 

cultivados em meio MS, com 30 g.L de sacarose e com 0,2 mg. L
-1

 de 

2,4-D aos 60 dias de cultivo apresentou 3,45 ± 0,01 µg. g MS de 

carotenoides totais. Já calos cultivados nas mesmas condições, mas 

cultivados por período de 90 dias revelaram 4,70 ± 1,30 µg.g MS de 

carotenoides totais (ROCHA, 2012), sendo que a autora afirma que estas 

concentrações foram eficientes para a otimização da produção dessas 

substâncias. No presente estudo foram detectados nível de carotenoides 

superior de 5,62 µg.g MS em calos de Cedrela fissilis  originados de 

folhas e cultivados com glucose.  

Outro fator que a autora verificou foi a manutenção das culturas 

na presença de luz influenciar de forma positiva o crescimento dos 

calos. A influência da luz sob indução e eficiência do processo 

calogênico já foi reportado em alguns estudos. Uma maior produção de 

massa calogênica foi alcançada por culturas de Stryphnedendron 
adstringens (barbatimão) mantidas em meio MS suplementado com 2,4-

D e na presença de luz quando comparado a culturas mantidas no escuro 

(CASTRO et al., 2009). Resultados similares foram alcançados em 

culturas de calos de Oryza sativa (AFRASIAB & JAFAR, 2011). 

Entretanto, sabe-se que a luz tem grande influência na mediação da 

regulação da biossíntese dos carotenoides, influenciando a expressão 

gênica (BRAMLEY, 2002; SIMKIN et al., 2003; PIZZARO & 

STANGE, 2009).  

Dos calos analisados de Cedrela fissilis a partir de CLAE, foi 

possível observar que a luteína foi o componente majoritário. Depois 

desta, apresentou-se o isômero trans-do β-caroteno e a xantofila 

zeaxantina. Assim como o β-caroteno, luteína e zeaxantina também 

desempenham o papel de fotoprotetores e estão envolvidos na 

dissipação térmica do excesso de energia (GARCIA-PLAZAOLA et al., 
2003). Calos oriundos de folha de Kalanchoë crenata obtiveram 

maiores concentrações de luteína e β-caroteno, do que os outros tipos de 

carotenoides cultivados na luz (STOBART et al., 1967). Davey et al., 
(1971), analisando calos de folha e extratos de folhas de Atropa 

belladonna, verificaram que os níveis de carotenoides eram menores nos 

calos do que em extratos somente de folhas, mas que nos calos continha 

maiores conteúdos de luteína e β-caroteno.  

Quando avaliada a atividade antioxidante entre os tratamentos de 

calos de Cedrela fissilis , não foi possível observar uma correlação entre 

a porcentagem de inibição do radical livre DPPH• e as concentrações de 

compostos fenólicos totais e os carotenoides. Os compostos fenólicos 
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são potentes antioxidantes, o que se deve principalmente à sua estrutura 

química e suas propriedades redutoras. Estas características fazem com 

que desempenhem um papel importante na neutralização ou sequestro 

dos radicais livres, agindo no oxigênio singleto, atuando nas oxidações 

lipídicas, e quelação de metais de transição (SATUÉ-GARCIA et 

al.,1997; HOPIA & HEINONEM, 1999), agindo tanto na etapa de 

iniciação como na desenvolvimento do processo oxidativo (SOARES, 

2002; HASLAM, 1996; CHUN et al., 2005). Pelos dados analisados, os 

tratamentos que apresentaram maiores inibições do radical livre DPPH• 

mais de 80% foram os calos de folha cultivados na sacarose, sem a 

suplementação de glutamina e no escuro. Para o conteúdo de compostos 

fenólicos, calos de cotilédone, cultivados na sacarose, com glutamina e 

luz apresentaram as maiores concentrações deste composto e calos de 

folha, cultivados sem glutamina e luz apresentaram os maiores teores de 

carotenoides, sendo que os tratamentos não casaram e este fato pode 

acontecer, pois nos extratos podem ocorrer sinergismos com outros 

componentes que estão envolvidos em sistemas que combatem o 

estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006), acarretando talvez, na 

síntese de outras substâncias que desempenhem papel antioxidante. Há, 

portanto, a necessidade de investigações mais aprofundadas, sobre a 

razão de alguns tratamentos apresentaram uma alta porcentagem de 

inibição do radical DPPH• e outros apresentarem baixos teores de 

compostos fenólicos e carotenoides, ou vice-versa. 

A fonte de carbono frutose induziu maiores concentrações de 

proteínas totais e compostos fenólicos totais em calos de nó cotiledonar, 

cultivados sem glutamina e no escuro e para açúcares solúveis totais 

foram calos de raiz, cultivados sem glutamina e no escuro. Isso mostra 

que a fonte de carbono, o tipo de explante e as condições de escuro 

interferem no acúmulo destes compostos. Estes dados corroboram com 

Santos et al., (2008) avaliaram as concentrações de proteínas totais e 

verificaram maiores teores em calos de segmentos nodais (0,13 mg . g
-1

 

de MF).  Estudos recentes demonstraram que o polissacarídeo ácido de 

Chorisia speciosa, é capaz de induzir atividade de proteínas, além de 

induzir acúmulo de compostos fenólicos em cultura de células de Rubus 

Fruticosus, sendo que existe relação entre proteínas e compostos 

fenólicos (SOUZA, 2005). Por calos de nó cotiledonar apresentar 

maiores conteúdos de proteínas e compostos fenólicos se deva pela 

mesma adição de fonte de carbono, frutose e talvez pela afinidade entre 

proteínas e fenólicos. Segundo, Arnaldos et al., (2001) compostos 

fenólicos combinam-se reversivelmente com proteínas por pontes de 

hidrogênio e irreversivelmente por oxidação seguida por condensação 
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covalente. Calos de segmentos foliares de aroeira-do-sertão 

(Myracrodruon urundeuva), cultivadasem meio MS, com 3% de frutose, 

e 4,52 µM de 2,4-D, revelou 3, 157 mg.g MF
-1

 de proteínas totais e de 

0,914 mg.g MF
-1

 (VASCONCELOS et al., 2012).  

Calos de raiz, cultivados com frutose sem glutamina e no escuro 

apresentaram as maiores concentrações de açúcares solúveis totais, este 

fato também foram observadas para a fonte de carbono glucose, talvez 

pelo fato das raízes serem órgãos que tenham maior potencial para 

acumularem altos teores de açúcares. 

Calos de folha, cultivados na frutose sem glutamina e luz 

apresentaram maiores conteúdos de amido, clorofilas a e b e 

flavonoides. Bobák et al. (2004) e Nakamura (1994), estudando células 

de calos de folhas de Drosera spathulata e embriões somáticos de 

Coffea arabica cvs. Mundo Novo e Catuaí Amarelo, respectivamente, 

através da MET (microscopia eletrônica de transmissão) encontraram 

plastídios cheios de amido. Grãos de amido também foram observados 

em células embriogênicas de calos de Gentiana punctata por Mikula et 

al., (2004), relacionando este padrão bioquímico como fonte primária de 

energia necessária para a intensa divisão celular. Quanto ao conteúdo de 

clorofilas a e b, calos de cenouras, cultivados em 3% de frutose, 

apresentaram 33 µg/g MF
-1

 de clorofilas totais, sendo que estes dados 

segundos os autores, são intermediários em relação ao conteúdo de 

clorofilas totais de calos cultivados na sacarose que apresentaram 18,1 

µg/g MF
-1

 e na glucose 36,3 µg/g MF
-1

 de clorofilas totais (EDELMAN 

& HANSON, 1971). Estes dados corroboram com o presente trabalho, 

pois calos de folha, cultivados na frutose sem glutamina e luz 

apresentaram valores intermediários de clorofilas a e b, enquanto que 

calos de folha na glucose apresentaram níveis maiores. Já a sacarose 

apresentou valores menores de clorofila a e b.Quanto ao conteúdo de 

flavonoides, análises fitoquímicas de extratos de folhas, raízes e cascas 

de Melia azedarach L, planta da mesma família do presente trabalho, 

revelaram a presença de taninos e flavonoides (KHAN et al., 2001). 

Extratos aquosos de folhas de Toona sinensis (Meliaceae), foram 

extraídas alguns tipos de fitoquímicos, como flavonoides, limonóides, 

cumarinas entre outros, além disso, os compostos fenólicos podem ter 

uma significativa contribuição para a capacidade antioxidante (LUO et 

al., 2001; CHENG et al., 2009). A luz influenciou o teor de flavonoides, 

pois estes são desencadeados principalmente em condições de estresse 

por UV-B, então é possível maior síntese destes compostos nestas 

condições.  
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A fonte de carbono glucose induziu maiores concentrações de 

proteínas totais e flavonoides em calos de cotilédone, cultivados com 

glutamina, na luz. Segundo George, (1996), a presença de nitrogênio no 

meio de cultura resulta no aumento da síntese de aminoácidos e 

proteínas, os quais são produzidos utilizando-se energia liberada no 

catabolismo dos carboidratos. O fornecimento, portanto, de glucose 

poderia contribuir para suprir a demanda de átomos de carbono para a 

biossíntese destes compostos. Por outro lado, o fornecimento de 

glutamina, neste caso, poderia significar o aumento do aporte de 

nitrogênio, para a formação de aminoácidos e de proteínas, muitas 

destas enzimas, poderiam otimizar os mecanismos de biossíntese. 

Laukkanen et al., (1997) estudaram o efeito de duas diferentes fontes de 

nitrogênio, em culturas de calos de Pinus sylvestris,em meio MS 

modificado e observaram que o crescimento dos calos foi baixo no meio 

de cultura que continha somente nitrato, porém os calos cultivados neste 

tratamento, exibiram uma intensificação em seu metabolismo, 

principalmente em relação à síntese de proteínas.  

Quanto ao conteúdo de flavonoides totais, calos de folha e 

cotilédone cultivados com glutamina e luz apresentaram as maiores 

concentrações deste composto. Como explicado anteriormente, a 

glutamina pode ter influenciado no acúmulo destes compostos. Outro 

fator que pode ser observado é a manipulação e o tipo de fonte de 

carbono utilizada, pois dependendo desta, pode ser um indicativo de 

eficiência ou não no processo de metabolização de enzimas e síntese 

destes compostos. Calos de Hypericum perforatum, var. cultivados em 

glucose e meio MS com 4.5 µM de ANA e 2,3 µM de BAP 

apresentaram teores de flavonoides de 95 ± 39 µg. g de MS, sendo que 

os autores afirmam que esta concentração é baixa em relação aos teores 

de flavonoides encontrados em plantas in vivo (70 mg.g de MS) (DIAS 

et al., 1998). Com relação ao presente trabalho, a maior concentração de 

flavonoides em calos cultivados com glucose foi de 0,89 ± 0,01 µg/g 

MS, este valor pode ser considerado baixo, quando comparado ao 

trabalho de Dias et al., (1998). Os autores também afirmam que 

flavonoides têm relação quanto à proteção da radiação UV em plantas e 

alegam que flavonoides agem como filtros solares em relação às folhas e 

cotilédones das plantas. É possível que o ambiente com intensidade 

luminosa incidente em que calos de Cedrela fissilis ficaram expostos, 

possam ter influenciado no acúmulo destes flavonoides. 

Os teores de açúcares solúveis totais e amido foram maiores em 

calos de raiz cultivados sem glutamina e no escuro. Os níveis de 

açúcares solúveis e amido nas células vegetais podem variar bastante em 
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função do ambiente em que se encontram. As raízes são fontes de 

reserva e contêm altas concentrações de carboidratos e amido 

(SCHAFFNER et al., 1995), por este fato, calos oriundos destes tecidos 

poderiam contribuir no maior acúmulo de açúcares e amido. Trabalhos 

com plantas de Veratrum album relataram maiores biomassas e teores 

de açúcares e amido nas raízes e nos hipocótilos (KLEIJN et al., 2005). 

Silveira et al. (2004) em cultura de suspensão de células de Pinus taeda, 

ocorreu a maior concentração de amido de 15,53 mg g
-1

 massa fresca 

(estimando 10% deste valor para massa seca). Concentrações de amido a 

partir de calos friáveis e nodulares de S. spectabilis cultivados sob o 

tratamento 10 mg L
-1

 de 2,4-D apresentaram 35 mg.g MS
-1

 de amido, 

sendo que os autores inferiram esta quantidade de amido pela síntese da 

fonte de carbono adicionada ao meio de cultura.  

Calos de folha e raiz, cultivados na glucose, sem glutamina e no 

escuro apresentaram as maiores concentrações de compostos fenólicos 

totais. Pelo fato de calos de raiz apresentaram maiores teores deste 

composto é que os fenólicos estão entre as mais difundidas classes de 

metabólitos secundários, sendo conhecido pela sua grande importância 

no sistema solo-planta. A maioria dos estudos relaciona esses compostos 

com estresse metabólico, parede celular e exsudados de raízes e 

sementes, funcionam como moléculas sinais e atuam como compostos 

alelopáticos, sendo componentes estruturais e funcionais da matéria 

orgânica do solo (SIQUEIRA, et al., 1991). Os compostos fenólicos 

estão presentes em todos os tecidos, possuindo grande importância no 

desenvolvimento da planta, mas tem se destacado o envolvimento de 

compostos fenólicos em processos como a rizogênese, vitrificação, 

resistências a estresses bióticos e abióticos e reações redox em solos, 

sendo também componentes funcionais da rizosfera e a matéria orgânica 

do solo (MAKOI &NDAKIDEMI, 2007). Os teores de fenóis nas raízes 

foram maiores em calos de Camomila (Matricaria recutita L.) 

cultivadas in vitro se comparados com os teores encontrados nas plantas 

do campo. Segundos os autores, esses resultados demonstram que os 

calos oriundos de raízes são boa fonte de compostos fenólicos e que 

seriam indicados para estudos mais aprofundados nestes órgãos 

(TAVANO et al., 2009). Por este motivo, calos de raízes, cultivados na 

glucose, possam ter influenciado as moléculas a ativar a enzima 

fenilalanina amônia liase no acúmulo destes compostos. O escuro pode 

ter influenciado no fato de as culturas estarem acondicionados por um 

processo de desdiferenciação mais lenta, do que as da luz, por isso, 

podem ter acumulado estes compostos. Além disso, a síntese de 

compostos fenólicos se dá a partir da radiação ultravioleta (condição de 
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estresse), onde os calos não estavam condicionados a este tipo de 

ambiente. Em muitas espécies vegetais, a regulação da atividade da PAL 

torna-se mais complexa pela existência de múltiplos genes que 

codificam esta enzima, alguns dos quais são expressos somente em 

tecidos específicos ou sob certas condições de ambiente (LOGEMANN 

et al., 1995). A glutamina não é a precursora direta dos compostos 

fenólicos, e, portanto, a adição deste nitrogênio ao meio de cultivo, pode 

não ter estimulado as rotas metabólicas do ácido chiquímico a 

promoverem teores relevantes de fenólicos totais.  

No presente trabalho, foi possível observar que calos oriundos de 

folha, com glutamina e luz apresentaram as maiores concentrações de 

carotenoides, clorofilas a e b e flavonoides. Para uma produção 

considerável de carotenoides é recomendada a utilização de glucose 

como fonte de carbono (VALDUGA et al., 2009). O uso de glucose no 

meio de cultivo pode levar a uma maior eficiência na produção 

específica em carotenoides (1,00 µg/g de massa seca) por Rhodotorula 
sp. (BUZZINI & MARTINI, 2000). Os calos cultivados com glutamina 

podem estar acondicionados por estresse, levando a um incremento na 

atividade das enzimas glutamina sintase (ROOSENS et al., 1998; 

VIÉGAS & SILVEIRA, 1999) e glutamato sintase (BERTELI, 1995), 

envolvidas na assimilação do íon amônio. A capacidade de incorporar 

íon amônio em condições de estresse seja osmótico (FLORES & 

GALSTON, 1982), salino (LOVATT, 1990) ou nutricional (RABE & 

LOVATT, 1986) pode representar um mecanismo homeostático 

importante frente a condições de estresse em vegetais (CAMARA et al., 
2000).  

As clorofilas são pigmentos fundamentais para a sobrevivência 

vegetal, responsáveis pela cor verde característica da maioria das plantas 

terrestres e também pela captação de radiação solar, que durante o 

processo de fotossíntese, é convertida em energia química redutora na 

forma de ATP e NADPH. A clorofila a está presente em todos os 

organismos que realizam fotossíntese oxigênica, participando do 

primeiro estágio do processo de fotossíntese, que envolve a conversão 

da energia luminosa em energia quìmica, enquanto os demais pigmentos 

fotossintetizantes participam da absorção de luz e da transferência de 

energia radiante para os centros de reação, sendo chamados de 

pigmentos acessórios, como as clorofilas b, c, d e os carotenoides 

(STREIT et al. 2005). A energia absorvida pelos diferentes pigmentos 

pode ser transferida para a clorofila a durante o processo de fotossíntese 

e ainda, os carotenoides têm a função de proteger as moléculas de 

clorofilas contra a foto-oxidação sob irradiância intensa (DUARTE, 
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2003). A maioria das plantas contém aproximadamente de duas a três 

vezes mais clorofila a do que clorofila b, presentes nas folhas de plantas 

vasculares e nas algas verdes (TAIZ & ZEIGER, 2010). Sabe-se que a 

sacarose reduz a formação de clorofila em culturas celulares e acredita-

se que isso decorre da inibição da atividade da enzima ALA-sintase, 

responsável pela síntese do ácido 5-aminolevulínico, precursor das 

moléculas de porfirina, que compõe a clorofila (GEORGEet al., 2008). 

Calos de cenouras, cultivados em 3% de sacarose, e glucose, 

apresentaram na sacarose 18,1 µg/g MF
-1

 e na glucose 36,3 µg/g MF
-1

 

de clorofilas totais (EDELMAN & HANSON, 1971). Os autores 

afirmam que este resultado ocorreu pela alteração do número e 

morfologia dos cloroplastos, pois a morfologia aberrante do cloroplasto 

visualizada por eles na presença de sacarose, explicaria a baixa taxa 

fotossintética com base do teor de clorofila presente nestes calos. Eles 

também observaram uma redução no teor de carotenoides em calos 

crescidos na sacarose, quando comparado com calos crescidos na 

glucose. Estes resultados corroboram com os resultados obtidos no 

presente trabalho, onde calos de folha cultivados na glucose 

apresentaram maiores concentrações de clorofilas a e b. Quanto à 

capacidade antioxidante dos calos cultivados com glucose, calos de 

folha e raiz, cultivados com glutamina no escuro apresentaram as 

maiores atividades antioxidantes, sendo que estes tratamentos não se 

relacionaram com maiores  conteúdos de fenólicos e carotenoides totais, 

indicando que outros tipos de compostos sintetizados no escuro seriam 

responsáveis pela atividade antioxidante dos extratos. 

Diante do exposto a produção de proteínas totais foi otimizada 

em calos de cotilédone de Cedrela fissilis , cultivados com sacarose, 

sem glutamina e na luz. Açúcares solúveis totais foram otimizados a 

partir de calos de nó foliar e cotilédone, cultivados com sacarose, sem 

glutamina e luz e a produção de amido foi otimizada em calos de nó 

foliar, cultivados sem glutamina e na luz. A produção de fenólicos totais 

foi otimizada em calos de cotilédone, cultivados com sacarose, com 

glutamina e luz e a de carotenoides foi otimizada em calos de folha, 

cultivados com glucose, com glutamina e luz. Clorofilas a e b foram 

otimizadas a partir de calos de folha, cultivados com glucose, com 

glutamina e luz e flavonoides foram otimizados em calos de folha, 

cultivados com frutose, sem glutamina e luz. A atividade antioxidante 

dos extratos de calos foi otimizada (porcentagens acima de 70% de 

inibição do radical DPPH) no tratamento com sacarose, em todos os 

explantes, exceto em calos originados de nó cotiledonar, nó foliar e 

hipocótilo, cultivados na luz, com glutamina. Nos tratamentos com 
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frutose, apenas em calos de folha cotilédone e raiz as porcentagens de 

inibição do radical DPPH foram superiores a 70% e com glucose, este 

valor foi observado para calos de folha e raiz apenas. 

A espectroscopia de varredura em UV-vis mostrou ser uma 

ferramenta extremamente útil na identificação das classes de metabólitos 

secundários majoritárias nas culturas, auxiliando no direcionamento das 

análises de quantificação dos metabólitos que foram realizadas 

posteriormente. A identificação das diferentes classes de compostos 

secundários através das regiões de absorbância foi feita com base em 

Harborne, (1998).  

Os espectros apresentaram a formação de uma grande banda da 

região de comprimento de onda entre 300 – 480 nm, onde ocorre a 

absorção da luz UV por compostos fenólicos, carotenoides e 

flavonoides. Os tratamentos que apresentaram maior absorbância nessa 

região foram de calos oriundos de cotilédone e folha, crescidos em meio 

de cultura contendo glucose e suplementados com 2,73 mM de 

glutamina e calos de folha, cultivados na frutose e suplementado com 

2,73 mM de glutamina. As dosagens de fenólicos totais, carotenoides e 

flavonoides confirmaram a presença desses compostos nos calos. 

Picos de absorbância na região de absorção da clorofila (659 – 

670 nm) também puderam ser identificados claramente, e a comparação 

entre os valores de absorbância dos tratamentos corroboraram com os 

conteúdos de clorofila dosados posteriormente. Nos espectros foi 

possível identificar também picos de absorbância referentes aos 

carotenoides (450 – 480 nm), antocianinas (530 – 540 nm) e citocromos 

(605 – 614 nm). Embora estes compostos não tenham sido dosados por 

metodologias mais específicas e precisas neste trabalho, fazê-lo se 

mostra importante para a composição mais precisa do perfil de 

metabólitos secundários produzidos pelos calos nos diferentes 

tratamentos. Estes dados também corroboram com Pilatti, (2011) que 

analisou calos de segmentos nodais cotiledonares cultivados em meio de 

cultura MS, semi-sólido, suplementado com 118 mM de glucose, 

sacarose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 μM de BAP e 5 

μM de ANA, e de calos iniciados a partir de segmentos cotiledonares e 

hipocótilo cultivados em meio de cultura MS, semi-sólido, 

suplementado com 118 mM de frutose, 2,5 μM de BAP e 5 μM de ANA 

e verificou os mesmos perfis metabólicos, analisados pelo presente 

trabalho. 

A fim de avaliar e observar algumas estruturas de calos de 

Cedrela fissilis , foram escolhidos os sete tipos de calos oriundos de 

raiz, hipocótilo, nó cotiledonar, folha, epicótilo, nó foliar e cotilédone 
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cultivados na glucose, com a presença da glutamina na luz e no escuro. 

Quando os calos foram corados com Azul de Toluidina (AT-O), as 

paredes celulares apresentaram leve reação metacromática, produzindo 

uma coloração violácea. A coloração é produzida por polissacarídeos 

com grupo carboxil e sulfatados se corados com pH 4.4; em pH com 

valor igual ou menor que 1.0 somente os grupos sulfatos têm carga 

elétrica e resultam em metacromasia (McCULLY, 1968). Esta reação 

indica a presença de polissacarídeos ácidos na parede celulares dos calos 

de C. fissilis. Também em algumas células foram observados inúmeros 

grânulos que reagiram ortocromaticamente à coloração, onde, 

possivelmente podem indicar presença de compostos fenólicos. No 

presente trabalho, foi analisada bioquimicamente a presença de 

compostos fenólicos totais, resultando que há a presença destes 

compostos, corroborando com os resultados observados na histoquímica 

com AT-O. Os mesmos resultados foram observados por Pilatti, (2011), 

que avaliou calos de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis , 
cultivados com 118 mM de frutose e glucose sem a adição de glutamina, 

e calos cultivados com 118 mM de glucose e com suplementação de 

2,73mM de glutamina, somente na luz, onde, observou ocorrência de 

uma leve reação metacromática, indicando uma pequena concentração 

de polissacarídeos ácidos nas paredes celulares.  Além disso, o 

citoplasma destas células apresentou reação ortocromática e presença de 

muitos grânulos ortocromáticos. 

A reação de PAS é utilizada para a identificação de 

polissacarídeos neutros, porque requer a presença de grupos 1.2-glicol 

que são oxidados para aldeídos pelo ácido periódico (TRICK & 

PUESHEL, 1990). A parede celular das células dos calos analisados 

reagiu positivamente a esta coloração, devido à presença de celulose em 

sua constituição. No citoplasma foi possível verificar a presença de 

poucos grãos de amido. A quantidade total de polissacarídeos da parede 

celular é alta nos calos. A reação do ácido periódico ocorreu também no 

citoplasma das células, corando grânulos de amido 

(NARAYANASWAMY, 1994). Bobák et al., (2004) e Nakamura, 

(1994), estudando células de calos de Drosera spathulata e embriões 

somáticos de Coffea arabica cvs. Mundo Novo e Catuaí Amarelo, 

respectivamente, encontraram grãos de amido. No presente trabalho, 

extratos aquosos de Cedrela fissilis , foram analisados a fim de 

quantificar o conteúdo de amido, e foi possível observar que nestes 

tratamentos tem amido. Medina et al., (1998), o acúmulo de amido nas 

células dos calos é comum e a quantidade acumulada varia de acordo 

com o tipo de calo formado. O acúmulo intenso deste carboidrato pode 
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ser indicativo de desenvolvimento tardio e de diferenciação ocorrendo 

no calo, já que a organogênese requer uma considerável quantidade de 

energia e que esta poderia derivar da degradação do amido.  

Foi possível evidenciar a presença de organelas ricas em material 

protéico nos tratamentos avaliados. Bouzon, (1999) afirma que as 

proteínas são as principais constituintes estruturais das membranas das 

organelas celulares e estão presentes no citoplasma, como moléculas 

envolvidas em diversas rotas metabólicas, muitas delas atuando como 

enzimas. A alta afinidade de ligação a proteínas que CBB possui, faz 

com que seja o corante mais utilizado para identificação e quantificação 

de proteínas totais (CAWOOD et al., 1978). Pilatti, (2011) também 

avaliou e observou alta afinidade de ligação a proteínas por este teste 

histoquímico (CBB). Além disso, no presente trabalho foram 

quantificadas teores de proteínas totais e foi verificada grande presença 

deste composto nos tratamentos avaliados. 

Os testes histoquímicos mostraram que as análises bioquímicas 

são de fundamental importância para a identificação e quantificação dos 

compostos celulares presentes. Mas, estudos mais aprofundados poderão 

trazer maiores conhecimentos sobre o metabolismo dos diferentes tipos 

de calo, contribuindo para a otimização das culturas de calos de C. 
fissilis e suas possíveis aplicações. 
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9. CONCLUSÕES 

 

 
Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram as 

seguintes conclusões: 

 Calos de Cedrela fissilis  foram induzidos em todos os 

tipos de explantes testados, exceto em explantes de 

folhas cultivados com 118 mM de sacarose, 2,73 mM 

de glutamina e na luz, cultivados em diferentes fontes 

de carbono, em todas as combinações de concentrações 

de BAP e ANA (nós cotiledonares), em diferentes 

concentrações de glutamina, na presença e ausência da 

luz. Tais resultados possibilitaram a produção de 

biomassa, a partir de uma diversidade considerável de 

explantes, em diversas condições de cultivo, o que foi 

relevante para viabilizar os estudos conduzidos sobre a 

influência dos vários fatores sobre o metabolismo e a 

atividade antioxidante dos calos. 

 Para cada tipo de fonte de carbono foi possível otimizar 

o tipo de explante, necessidade de glutamina e de luz 

para a produção, pelos calos, dos maiores níveis de 

proteínas totais, açúcares solúveis totais, amido, 

fenólicos totais, flavonódes, carotenoides, clorofilas a e 

b a atividade antioxidante.  

 As fontes de carbono (tipos e concentrações), 

concentrações de glutamina, tipos de explantes, 

combinações de concentrações de BAP e ANA e 

presença e ausência de luz influenciaram os conteúdos 

de metabólicos primários (proteínas totais, açúcares 

solúveis totais, amido), metabólitos secundários 

(fenólicos totais, flavonoides, carotenoides, clorofilas a 

e b), a atividade antioxidante e os perfis metabólicos 

dos calos de Cedrela fissilis , obtidos por 

espectrofotometria de varredura em UV-vis. permitindo 

otimizar as condições de cultivo  e confirmando o 

potencial de aplicação de estratégias biotecnológicas, 

para os estudos sobre a biossíntese e produção de 

compostos de interesse, através de sistemas de culturas 

de células. 
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 As fontes de carbono, tipos de explantes e glutamina 

influenciaram os tipos de carotenoides produzidos 

pelos calos, assim como as concentrações, sendo que a 

frutose estimulou o aparecimento de tipos de 

carotenoides como beta-criptoxantina e trans-beta-

criptoxantina, que não foram produzidas com sacarose, 

ou que apareceram em alguns poucos tratamentos com 

glucose. Através de CLAE, foram detectados também 

outros tipos de carotenoidescomo luteína, zeaxantina 

livre, zeaxantina esterificada, β-criptoxantina, o 

isômero trans- do β-caroteno e o isômero-cis do β-

caroteno, sendo verificados em maiores quantidades em 

calos de cotilédone, cultivados com frutose, com 2,73 

mM de glutamina. 

 A partir da caracterização histoquímica de diferentes 

tipos de calos cultivados com glucose, com 2,73 mM 

de glutamina, na luz e no escuro foi possível observar 

diferenças entre os calos oriundos dos diferentes tipos 

de explantes, através dos testes de PAS e CBB, que 

indicaram presença de polissacarídeos neutros e ácidos, 

presença de celulose, poucos grãos de amido e 

organelas ricas em material protéico. Além disso, o 

teste de AT-O indicou a ocorrência de reação 

ortocromática no citoplasma, com a presença de 

grânulos ortocromáticos e de compostos fenólicos.  
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