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Resumo 

A sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth) é uma espécie arbórea pertencente à 
família Fabaceae com ampla dispersão pelo Brasil. Sua madeira de alta densidade e 
longa durabilidade é empregada na construção civil e na fabricação de móveis. É 
bastante utilizada em reflorestamentos, na recuperação de áreas degradadas e de 
preservação permanente. Além de sua importância madeireira, essa planta possui 
características medicinais relevantes devido à presença compostos bioativos, incluindo 
antimaláricos hipoglicemiantes, inibidores da enzima acetilcolinesterase, anti-úlcera e 
anti-diabético. Devido ao seu corte intensivo já é considerada uma espécie quase 
ameaçada, sendo a formação de mudas limitada em função da dormência tegumentar 
apresentada pela espécie. Nesse sentido, a cultura de tecidos de plantas constitui uma 
ferramenta biotecnológica interessante para o estudo e conservação dessa espécie. 
Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para indução de calos e 
embriões a partir de diferentes explantes de Sucupira-preta, além de avaliar sua 
viabilidade celular e realizar estudos bioquímicos e fitoquímicos no intuito de avaliar o 
potencial medicinal do material obtido in vitro. Os explantes (folhas, segmentos nodais 
e raízes), obtidos a partir de plantas matrizes in vitro, foram inoculados em meio MS 
suplementado com diferentes concentrações (0; 1,0; 5; 10 e 20,0 µM) de 2,4 D (ácido 
2,4- diclorofenoxiacético) e BAP (6-benzilaminopurina) e suas combinações. Após 60 
dias foram analisadas a presença ou ausência de calos, área coberta por calo e presença 
ou ausência de embriões somáticos. Os calos foram retirados do explante e 
subcultivados em 1 µM de 2,4D + 10 µM de BAP contendo diferentes concentrações 
(50, 100, 500 e 1000 µM) de putrescina. Para todos os explantes o maior percentual de 
calogênese ocorreu nos tratamentos 0,5 µM de 2,4 D com 20 µM de BAP e 1,0 µM de 
2,4 D com 20 µM de BAP que foram estatisticamente iguais entre si e diferentes dos 
demais. Calos oriundos destes tratamentos apresentaram alta atividade metabólica 
verificada pela capacidade de redução do TTC e não houve diferença estatística entre os 
calos dos diferentes explantes. Tratamentos com putrescina nos calos demonstraram ter 
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um efeito negativo sob a potencial embriogênico da célula. O maior conteúdo de 
açúcares totais foi obtido com o calo tratado em 500 µM de putrescina. Embriogênese 
somática direta ocorreu nos explantes radiculares tratados com 5 e 20 µM de BAP. 
Foram observados embriões nos diferentes estádios de desenvolvimento (globular, 
torpedo, cordiforme e cotiledonar). Experimentos adicionais serão realizados para 
caracterização bioquímica dos calos e melhor compreensão do processo de 
embriogênese somática dessa espécie. 
 

Palavras Chave: Embriogênese, calogênese, TTC, açúcares. 
 
INTRODUÇÃO  

 
Bowdichia virgilioides Kunth é uma espécie arbórea de grande porte, decídua, 

heliófita, anemocórica, típica de savana tropical. É considerada uma planta pioneira e 
adaptada a terrenos secos e pobres, pertencente, assim como outras leguminosas, à 
família Fabaceae (BRANDÃO, FERREIRA, 1991; LORENZI, 1992). 

É uma espécie comumente distribuída nas terras baixas amazônicas do Brasil, 
Bolívia e   no norte da América Central, encontrada tipicamente em campos de cerrado. 
É comumente conhecida pelos nomes populares sucupira-preta, sucupira-do-cerrado, 
sucupira-do-campo, angelim-amargoso e coração-de-negro (ALMEIDA, et al., 1998; 
DEHARO, et al., 2001). 

De acordo com Lorenzi (1992), por ter naturalmente alta densidade e longa 
durabilidade sua madeira é muito empregada na construção civil e na fabricação de 
móveis. Sua madeira estriada e pesada, de cerne pardo escuro é empregada como, por 
exemplo, em dormentes, postes, cercas, embarcações e móveis de luxo (SMIDERLE, 
2003). Bowdichia virgilioides tem sido usada também em trabalhos de reflorestamento e 
de colonização de espécies, como demonstra Arantes, et al. (2015). 

Além de sua importância madeireira, Bowdichia virgilioides é uma espécie já 
utilizada por comunidades indígenas como mostra Bourdy, et al. (2000), onde decoctos 
da planta são utilizados no tratamento de disenteria, malária e até leishmaniose. Na 
medicina popular, suas sementes são utilizadas no tratamento de reumatismo, artrite e 
doenças de pele e a sua casca é aproveitada como um agente antidiabético e anti-
inflamatório de uso tópico (ALBUQUERQUE et al., 2007). 

Demonstra-se a importância desta planta por sua inclusão na primeira edição da 
farmacopeia brasileira (BRANDÃO et al., 2006) e por vários trabalhos que têm 
analisado suas propriedades medicinais, identificando e correlacionando princípios 
ativos presentes na espécie. Almeida et al. (2000) demonstraram que o óleo essencial 
extraído de folhas de Bowdichia virgilioides apresentou atividade antimicrobiana contra 
vários microrganismos patogênicos. O uso de B. virgilioides como uma forma 
complementar de tratamento de diabetes foi citado inicialmente por Oliveira e Saito 
(1989) e foi melhor investigado por Silva et al. (2015) que verificaram benefícios em 
parâmetros bioquímicos e fisiológicos alterados nessa doença. Estudos relatam também 
ação antinociceptiva, anti-inflamatória, ansiolítica e inibidora da enzima 
acetilcolinesterase (BARBOSA-FILHO, et al., 2006; VIEIRA, et al., 2013, 
THOMAZZI et al., 2010). Foi observado que dois isoflavonóides de B. virgilioides 
atuam como eficientes larvicidas contra Aedes aegypti (BEZERRA-SILVA, et al. 
2015). 



                                                                                                       

 

Estudos químicos com essa planta revelaram a presença de alcalóides, 
terpenóides e derivados de benzofurano nas cascas do caule, (TORRENEGRA, 1989; 
MARINHO, 1994; BARBOSA-FILHO, 2006) constituintes voláteis, óleos essenciais, 
flavonóides e isoflavonóides nas raízes, (ARRIAGA, 1998; VELOZO, 1999; 
ARRIAGA, 2000) taninos na região da entrecasca e em folhas (THOMAZZI, 2010), 
geraniol, cariofileno e antocianinas em frutas (JORGE NETO, 1970). 

A cultura de tecidos consiste no cultivo in vitro sob condições assépticas de 
células, tecidos ou órgãos vegetais em condições controladas (GEORGE; HALL; DE 
KLERK, 2008). Essa técnica tem sido considerada uma metodologia quase 
indispensável no que se refere à propagação de espécies de interesse agrícola, 
farmacêutico, paisagístico e silvicultural. Dessa forma, considera-se que para o sucesso 
do cultivo in vitro são necessários conhecimentos de biologia vegetal no que tange aos 
aspectos anatômicos, fisiológicos, bioquímicos e genéticos (ALMEIDA, 2012). 

O cultivo in vitro de plantas é baseado na totipotencialidade das células vegetais 
(VOGEL 2005), o que permite que a célula sofra desdiferenciação, ou seja, perca as 
características diferenciadas e reinicie a divisão celular quando removidas da planta e 
colocadas em meio de cultura específico. Em tese, qualquer célula viva da planta é 
capaz de originar um novo indivíduo completo, porém tecidos meristemáticos 
costumam apresentar melhores resultados (VERDEIL et al., 2007). O fragmento de 
tecido da planta de interesse utilizado no cultivo in vitro é denominado explante, o qual 
é colocado em um meio nutritivo que permita o desenvolvimento adequado do material 
utilizado, de acordo com o objetivo do trabalho, sempre sob condições assépticas 
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1999). O meio de cultura pode ter diversas 
composições, dependendo do propósito final do experimento. De maneira geral, ele é 
composto de macro e micronutrientes, carboidratos, reguladores de crescimento e 
vitaminas, e a variação destes componentes pode controlar o padrão de desenvolvimento 
do vegetal in vitro (TORRES et al., 1998). 

Uma das estratégias para produção de mudas in vitro é a embriogênese somática, 
processo pelo qual células somáticas desenvolvem estruturas semelhantes a embriões 
zigóticos, por meio de uma sequência ordenada de estádios embriogênicos 
característicos sem a ocorrência de fusão de gametas (GUERRA et al., 1999; JIMENES, 
2001). É uma técnica promissora para a produção de mudas em grande escala e é um 
sistema atrativo para estudar a morfologia, bioquímica, mecanismos genéticos e 
moleculares do desenvolvimento embrionário. (MORCILLO et al, 2007; LOYOLA-
VARGAS et al. 2008). 

Na embriogênese somática existem dois padrões básicos de expressão. O 
primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embriões somáticos originam-se dos 
tecidos matrizes sem a formação de calo. O segundo corresponde ao modelo indireto no 
qual os embriões somáticos se formam a partir de um calo, onde as células apresentam-
se em diferentes estádios de diferenciação e podem adquirir novas competências. Em 
ambos os casos, o embrião somático segue a mesma sequência de desenvolvimento do 
embrião zigótico (TORRES et al., 1999). 

O processo de formação de calo, também conhecido como calogênese, é uma 
etapa básica para o desenvolvimento de sistemas de propagação vegetativa em massa. 
As células dos calos também podem ser úteis quando se deseja realizar manipulações 
genéticas, como poliploidizações, transformações ou hibridizações, bem como obtenção 
de metabólitos secundários (VENTURIERI, 2004). Outro aspecto relevante da cultura 



                                                                                                       

 

de calos é seu potencial uso para a obtenção de metabólitos secundários bioativos, em 
alternativa ao extrativismo de plantas com propriedades medicinais (KARUPPUSAMY, 
2009). Além disso, extratos de massas calogênicas também têm sido avaliados em 
diferentes sistemas biológicos a fim de se conhecer sua atividade e potencial aplicação 
(SOKMEN et al., 2004). 

A indução de embriões somáticos a partir de tecidos maduros da planta, ou pelo 
menos, a partir de tecidos não-seminais, tal como partes da folha ou segmentos 
radiculares é um objetivo importante a ser alcançado em espécies florestais. Embriões 
somáticos parecem estar associados com a estabilidade genética e histológica das 
plantas regeneradas (CUENCA et al., 1999). Fatores relacionados à condição fisiológica 
do explante, às características da espécie e condições experimentais, como a 
composição do meio de cultura e a atmosfera no interior dos frascos durante o cultivo 
podem ser fundamentais para o estabelecimento da competência e recepção dos sinais 
para desencadear o processo de diferenciação celular (FURTADO, 2010). 

Porém, o fator mais explorado no processo de embriogênese somática é a 
utilização dos reguladores de crescimento. Os reguladores de crescimento são 
substâncias que influenciam processos fisiológicos das plantas quando em 
concentrações apropriadas (FRANKENBERGER; ARSHAD, 1995). 

Entre os reguladores de crescimento, as auxinas e as citocininas têm papel 
fundamental na embriogênese somática de várias espécies de plantas (MACIEL, 2001). 
As auxinas desempenham um papel essencial na indução e posterior desenvolvimento 
dos embriões (ZIMMERMAN, 1993). As principais auxinas utilizadas são o ácido indol 
3-acético (AIA), o ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), o ácido indol butírico (AIB), 
o ácido naftaleno acético (ANA), o ácido 3,6-dicloroanísico (dicamba) e o ácido 4-
amino 3,5,6 tricloro-2-piridinacarboxílico (picloram) (GUEDES,  2008). 

As citocininas atuam na divisão celular sendo necessárias na regulação da 
síntese de proteínas que estão diretamente relacionadas com a formação de fibras do 
fuso mitótico (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). As mais utilizadas no cultivo in 

vitro são a 6- benzilaminopurina (BAP), seguido pela cinetina (CIN), zeatina (ZEA) e 
thidiazuron (TDZ) (RAEMAKERS et al., 1995).  
 
METODOLOGIA 

 
Sementes de Bowdichia virgilioides foram coletadas na região de Alfenas-MG e 

armazenadas à temperatura ambiente em local livre de umidade. No momento do uso, 
foram submersas em ácido sulfúrico por 10 minutos para a quebra de dormência 
tegumentar e submetidas a uma tríplice lavagem em água esterilizada autoclavada. 
Posteriormente, foram desinfestadas em hipoclorito de sódio 2,5% de cloro ativo por 5 
minutos e novamente lavadas em água esterilizada por três minutos. Os explantes foram 
inoculados em tubos contendo 20 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 
1962) solidificado com 7 gL-1 de ágar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da 
autoclavagem. A inoculação foi realizada em câmara de fluxo laminar. 

Para indução de calos segmentos foliares de 1 cm2 e segmentos nodais e 
radiculares de 1 cm foram obtidos   a partir das plantas de Sucupira germinadas in vitro 
como descrito acima. Os explantes foram inoculados em placas de petri contendo 15 mL 
de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 
6 g L-1 de Ágar e diferentes concentrações dos reguladores de crescimento (0; 0,5; 1,0; 



                                                                                                       

 

5; 10 e 20,0 µmol/L) ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) a 6-benzilaminopurina 
(BAP) e suas diferentes combinações. As placas foram mantidas em sala de 
crescimento, com temperatura de 25±1ºC, na ausência de luz. A avaliação foi feita aos 
60 dias após a inoculação e as variáveis analisadas foram: porcentagem de calos 
formados e área coberta por calos de acordo com Warchoł et al. (2015). 

Os calos obtidos no experimento anterior foram retirados do explante e 
subcultivados em 1 µM de 2,4D + 10 µM de BAP contendo diferentes concentrações 
(50, 100, 500 e 1000 µM) de putrescina. Foi feita a opção por utilizar calos oriundos 
apenas de segmento nodal no intuito de evitar qualquer tipo de influência do explante. A 
concentração dos reguladores 2,4 D e BAP foi selecionada com base nos resultados de 
indução dos calos conforme discutido abaixo. Os calos permaneceram em sala de 
crescimento com temperatura de 25±1ºC, na ausência de luz durante 60 dias quando 
foram coletados, pesados e armazenados a -80°C para as análises bioquímicas. Para a 
determinação da viabilidade os calos foram coletados e utilizados imediatamente. 

 Amostras dos calos foram avaliadas com utilização do método colorimétrico 
para análise da viabilidade celular com o 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio (TTC) que 
reflete a atividade de enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratória de 
tecidos vivos. A viabilidade celular foi determinada em 5 calos por tratamento. 
Amostras de 50 mg de calos foram coletadas e incubadas no escuro em 5 mL de solução 
de TTC a 0,5% em tampão fosfato de potássio 50mM pH 7,0 por 15 horas. As amostras 
foram então lavadas em água deionizada e incubadas em 3 mL de etanol 94% a 80◦C, 
durante 5 minutos sob leve agitação (80 rpm). Após 1 minuto de centrifugação a 5000 x 
g, durante 1 minuto o extrato formazan foi quantificado por espectrofotometria na faixa 
de 487nm. 

Porções de 50 mg de tecido fresco foram retirados dos calos e levemente 
macerados com auxílio de um bastão de vidro. Após a maceração, foram adicionadas 
Três gotas do corante Azul de evans 0,1%, o qual permaneceu em reação por três 
minutos. Após esse período, foi retirado o excesso de corante e adicionado três gotas de 
Carmim acético 2%, o qual permaneceu em reação pelo mesmo tempo. Por fim, o 
excesso de corante foi retirado, a massa celular foi distribuída sob a superfície de uma 
lâmina e analisada em microscópio de luz com câmera digital acoplada (DURZAN, 
1988).  

Para extração dos metabólitos, o material vegetal foi macerado em 2 mL de 
solução de metanol/clorofórmio/água (12:5:3, v/v) e incubado a temperatura ambiente 
por 24 horas. Após esse período as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 30 
min. e o sobrenadante misturado com clorofórmio e água (4:1:1,5, v/v). A fase aquosa 
foi usada para análise de aminoácidos e açúcares solúveis totais. O amido foi extraído a 
partir do pellet oriundo da centrifugação pela incubação com ácido perclórico 30%. As 
amostras foram armazenadas em nitrogênio líquido até o momento da análise. 

O conteúdo total de aminoácidos foi determinado de acordo com Yemm e 
Cocking (1955). Alíquotas dos extratos foram adicionadas em água destilada 
totalizando 1 mL. Posteriormente 1,7 mL dos seguintes reagentes foram adicionados: 
tampão citrato de sódio 0,2 M pH 5 (0,5mL), ninhidrina 5% em meticelossolve (0,2 
mL) e KCN 2% em metilcelossolve (1 mL). Essa mistura foi submetida a agitação e 
aquecida a 100°C por 20 min. Após o resfriamento em temperatura ambiente, 1,3 mL de 
etanol 60% foi adicionado às amostras e determinada a absorbância a 570 nm. Foi 
realizada a quantificação com base em curva padrão de glutamina, previamente plotada. 



                                                                                                       

 

Os açúcares solúveis totais foram determinados como descrito por Yemm e 
Willis (1954). Alíquotas da fração aquosa obtida foram misturadas a água totalizando 
1mL e então misturadas a 2 mL do reagente de antrona (20 mg de antrona, 500 µL de 
água e 10 mL de H2SO4 concentrado). As amostras foram agitadas e posteriormente 
aquecidas a 100°C por 5 min. A absorbância foi determinada em 620 nm e a 
quantificação feita com base em curva padrão de glicose, previamente plotada. 

O conteúdo de amido foi determinado como descrito por McCready et al. 
(1950). Ao precipitado obtido da extração dos metabólitos primários será adicionado 1 
mL de ácido perclórico 30%. As amostras foram agitadas ocasionalmente por 10 min. e 
a partir da solução obtida foi determinado o teor de amido pela reação com antrona da 
mesma forma como descrito acima. 

Os experimentos de cultura de tecidos foram plotados em delineamento 
inteiramente casualizado com quatro repetições por tratamento, sendo cada repetição 
formada por 1 placa contendo 5 explantes. Os métodos analíticos foram realizados com 
4 repetições, sendo cada repetição composta por uma triplicata. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo do teste de Tukey ou 
Scot knott a 5% de significância. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Estabelecer condições de cultivo e cultura para calogênese, investigando qual o 
efeito dos tratamentos estabelecidos nos mesmos, são passos essenciais para elaboração   
de um protocolo de indução de calos. Foram avaliadas diferentes concentrações da 
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e da auxina ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 
D) e suas diferentes combinações na indução de calos em explantes rizoidais, foliares e 
de segmentos nodais de Sucupira Preta. De acordo com Scotton et al. (2013), a fonte do 
explante, a concentração e a combinação de reguladores de crescimento estão entre os 
fatores mais importantes para indução de calos. Foram induzidos calos a partir dos três 
explantes utilizados (raízes, segmentos nodais e folhas). Como apontam Scotton et al. 
(2013) o tipo de explante foi um fator relevante, já que a raiz foi mais susceptível à 
calogênese que os segmentos e principalmente que as folhas. 

Observa-se que não houve indução de calos no controle (ausência dos reguladores) 
e na presença do BAP sem o 2,4-D. Lima et al., (2008) também estudaram a interação 
de diferentes concentrações de 2,4-D com BAP e observaram que não houve formação 
de calos na ausência de reguladores, assim como foi apresentado neste presente 
trabalho. Porém, na presença da citocinina BAP, sem o 2,4-D foram observadas 
brotações e o desenvolvimento de embriões somáticos em explantes rizoidais, resultado 
semelhante ao trabalho de Santos, et al., (2014). 

A importância do 2,4-D é evidenciada, uma vez que os tratamentos contendo 
apenas esta auxina resultaram na formação de calos, enquanto os tratamentos apenas 
com a citocinina BAP, como mencionado acima, não formaram calos. Tal resultado 
reforça a tese que o ácido 2,4-diclorofenoxiacético tem se mostrado ser um dos mais 
eficientes reguladores para indução de calos, além também de ser utilizado para a 
indução da embriogênese somática em diferentes espécies em concentrações variadas, 
levando as células dos explantes a uma condição de estresse que altera seu metabolismo 
e resulta na formação do calo (FEHÉR, et al., 2003; ZHANG, et al., 2007). Os trabahos 



                                                                                                       

 

de Castro (2009) e de Rosado, et al (2009) obtiveram resultados semelhantes, onde os 
calos foram obtidos apenas com o 2,4-D. 

Contudo, a formação ou não de uma massa calogênica é apenas o primeiro fator a 
ser considerado. Diferentes trabalhos descrevem que a observação de padrões de 
coloração, friabilidade e intensidade do calo são características igualmente importantes 
(KUMAR et al., 2014; WARCHOL et al., 2015). Por essa razão, os calos obtidos foram 
também analisados com relação à área coberta por calos. 

 Esse tipo de análise, embora subjetiva, tem sido frequentemente empregada em 
trabalhos que visam a indução de calos. A análise da área coberta do calo foi avaliada 
por uma escala elaborada, parâmetro também já utilizado por DOS SANTOS, et al., 
2003; SANTOS, et al., 2014 e WARCHOL, et al., 2015. 

Os tratamentos que apresentaram as maiores áreas cobertas por calo para raízes e 
segmentos nodais foram 1,0µM 2,4 D + 10 µM BAP e 1,0 µM 2,4 D + 20 µM BAP. 
Para as folhas os tratamentos com maior área coberta foram 0,5µM 2,4 D + 1 µM BAP, 
0,5µM 2,4 D + 20 µM BAP, 1,0µM 2,4 D + 5µM BAP. 

Os explantes de raiz se mostraram mais sensíveis aos tratamentos, sendo formados 
calos em todos os tratamentos, exceto os que não eram suplementados com 2,4-D, já os 
explantes foliares demonstraram ser menos sensíveis, com o menor número de calos por 
tratamento, explica-se este resultado talvez pela complexidade tecidual foliar em relação 
ao rizoidal, uma vez que a folha possui uma anatomia e fisiologia mais elaborados do 
que a raiz. Os explantes de segmentos nodais obtiveram um número mediano de calos 
por tratamento e um crescimento significativo nos tratamentos ótimos selecionados, 
seguindo a afirmativa de Carvalho et al. (1974), que consideram essencial a combinação 
entre 2,4-  D e uma citocinina para a proliferação de calos de explantes foliares e nodais. 

Estes resultados demonstram a importância e a eficiência da utilização da  
citocinina BAP com a auxina 2,4-D para obtenção de calos e também a capacidade que 
o 2,4-D tem sobre a formação calogênica, uma vez  que ele sozinho nos tratamentos 
com  0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20 µM sem a presença de BAP resultaram em formação 
calogênica seguindo a afirmativa de Carvalho et al. (1974), que consideram essencial a 
combinação entre 2,4-D e uma citocinina para a proliferação de calos de explantes 
foliares e nodais. 

Podemos classificar os métodos de viabilidade celular em dois grupos:  aqueles que 
coram apenas as células mortas, e aqueles que coram apenas as células vivas, uma vez 
que a coloração é um produto da atividade metabólica celular (SILVA e MENENDÉZ-
YUFFÁ , 2006). Para a determinação da viabilidade celular foram utilizadas 2 
metodologias: Azul-de-Evans e TTC. 

A análise dos calos pelo teste do tetrazólio demonstrou que não há diferença 
estatística dos tratamentos (50, 100, 500 e 1000 µM de putrescina) em relação ao 
controle (p>0,05). Contudo, há diferença estatística dentro dos tratamentos: os calos 
tratados com 50 µM apresentaram maiores taxas de viabilidade celular em relação aos 
demais, esta relação indica que os calos apresentaram maior atividade metabólica sob 
baixas concentrações de putrescina. Isto porque nas mitocôndrias o TTC é reduzido à 
trifenilformazan pela cadeia respiratória, agindo como aceptor final de elétrons no lugar   
do oxigênio. Essa reação corresponde a respiração celular, indicando atividade 
metabólica e viabilidade celular (DIAS e ALVES, 2008). 

O teste citoquímico da dupla coloração com carmim acético e azul de evans, é 
eficiente na identificação massas pró-embriogênicas, em diferentes subcultivos de calos, 



                                                                                                       

 

pois células pró-embriogênicas são coradas pelo Carmim acético de maneira rápida e 
simples com a utilização de microscopia de luz (STEINER et al., 2005). 

Não houve diferença significativa entre o controle e os tratamentos com 50, 100, 
500 e 1000 µM com putrescina (p>0,05). Entretanto, dentro dos tratamentos de 500 µM 
de putrescina e do controle, há uma diferença entre a quantidade de células coradas por 
carmim acético e por azul de evans, sendo que foi maior o número de células coradas 
por carmim acético, demonstrando que o controle apresentou uma maior capacidade 
embriogênica do que os tratamentos com 50, 100 e 1000 µM. A reação positiva ao 
carmim acético está associada à competência da célula para o desenvolvimento celular 
relacionando-se assim à sua capacidade embriogênica  (DURZAN, 1988 E STEINER, 
et al, 2005). Dessa forma os tratamentos com a putrescina demonstraram ter um efeito 
negativo sob a potencial embriogênico da célula. As células embriogênicas são 
pequenas e morfologicamente constituídas de núcleo volumoso, conteúdo 
citoplasmático denso e parede celular fina devido à alta atividade metabólica, ao passo 
que as não embriogênicas se distinguem pela coloração azul, núcleos pequenos, 
citoplasma menos denso, sendo mais alongadas em função do maior grau de 
vacuolização (APPEZATO-DA-GLÓRIA, et al., 2005). 

Essas células coradas de azul são normalmente vacuoladas, essa vacuolização é um 
dos primeiros sinais de morte celular, que vem acompanhado de rupturas na membrana 
e o corante Azul-de-Evans consegue penetrar nessas células através de rupturas da 
membrana, colorindo o interior dessas células em azul (BHARGAVA, et al., 2007). 

A relação entre poliaminas e morfogênese é consideravelmente abordada na 
literatura (NOCEDA, et al., 2009; MALÁ, 2012; CHENG, et al., 2015; REIS, et al., 
2016), porém a ação dessas moléculas é bastante variável entre as espécies. Vondráková 
et al., 2015 demonstraram que a aplicação exógena de putrescina estimulou a divisão e 
aumento de volume de culturas embriogênicas de Picea abies, contudo aumentou a taxa 
de embriões mal formados. Esse resultado demonstra que não há uma relação clara entre 
atividade metabólica e competência embriogênica. Já Reis et al., 2016 observaram 
resultado oposto. A aplicação exógena de 500 µM putrescina aumentou o número de 
embriões somáticos em calos de cana de açúcar. 

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que, embora haja um ligeiro aumento 
na viabilidade celular pelo método do TTC com a adição de 50 µM de putrescina, não 
houve aumento na competência embriogênica das células em resposta à adição dessa 
poliamina. 

O conhecimento das mudanças bioquímicas que ocorrem durante o crescimento in 

vitro de tecidos vegetais, pode fornecer informações importantes relacionadas ao 
processo de estabelecimento e, consequentemente, propiciar a otimização das condições 
do cultivo in vitro. A caracterização bioquímica dos calos pode evidenciar as mudanças 
que ocorrem nas diferentes fases do seu crescimento, fornecendo dados importantes 
relacionados ao processo morfogenético in vitro (VASCAONCELOS, et al. 2012). 
Dessa forma, a análise do conteúdo de açúcares totais e de amido nos provém a 
capacidade de identificar fatores que desencadeiam mudanças fisiológicas nos 
explantes, importantes para o cultivo de calos de B. virgilioides. 

Os teores de açúcar não apresentaram diferença estatística significante entre os 
tratamentos e em relação ao controle, com exceção do tratamento com 500 µM de 
putrescina, que diferiu estatisticamente dos demais, apresentando o maior conteúdo de 
açúcares. Valor este bem superior ao encontrado por Nogueira et, al. 2008 em calos de 



                                                                                                       

 

Byrsonimia intermedia A. Juss, porém de valor mais próximo ao encontrado por 
Vasconcelos, et al., 2012 que obtiveram 43,32 mg g-1 de açúcares totais. Este 
tratamento também foi o que apresentou maior competência embriogênica, o que pode 
representar uma correlação entre a quantidade endógena de açúcares e a capacidade 
embriogênica. 

Os teores de açúcares em calos são muito variáveis, havendo tendência geral de 
declínio, com o teor máximo sendo verificado, geralmente, no dia da inoculação dos 
explantes (SERRA et al., 2000). 

O conteúdo de amido e açúcares totais estão diretamente associados, pois o amido é 
um polissacarídeo utilizado como reserva energética e quando hidrolisado é 
transformado em glicose para uso imediato da célula. Então supomos que aos 60 dias de 
cultivo houve uma hidrolise do amido. Em cultura de tecidos é usual empregar uma 
fonte externa de carbono como a sacarose. Essa molécula pode ser precursora da síntese 
de polissacarídeos após sua hidrólise pela sacarose sintase ou invertase. Sua hidrólise 
fornece as hexoses necessárias para síntese de compostos estruturais e obtenção de 
energia pela célula (MARTIN et al., 2001). 

 Os valores do conteúdo de amido não apresentaram diferença significativa entre os 
tratamentos em relação ao controle, nem dentro dos tratamentos. Contrário aos açúcares, 
mesmo com 500 µM de putrescina não houve diferença no conteúdo de amido. 

De acordo com Silveira et al. (2004), em suspensões celulares de Pinus tadea L., os 
níveis de amido foram reduzidos mediante a adição de 2,4-D ao cultivo. Como o cultivo 
dos calos de J. curcas foi iniciado em meio contendo tal regulador, este pode ter 
influenciado de forma semelhante. Nogueira (2006), avaliando o teor de amido por 
períodos de cultivo em murici-pequeno, também observou baixos teores de amido no 
cultivo inicial, do mesmo modo, com a adição de 2,4-D ao meio de cultura. 

A análise dos aminoácidos totais em calos tratados com a putrescina não apresentou 
diferença estatística entre os tratamentos em relação ao controle (sem putrescina), assim 
como não apresentou diferença nos tratamentos. Ulanov e Widholm, (2010) analisaram 
calos de Zea mays, tratados com manitol e não houve diferença significativa nos 
aminoácidos totais, porém a adição do manitol possa ter influenciado nos resultados, já 
em calos de Jatropha curcas L., Dos Santos, et al., (2010) demonstraram que houve um 
declínio na quantidade total de aminoácidos, porém sem tratamento adicional nos calos. 
Em calos de ipê branco, Abbade (2008) demonstrou que os teores de aminoácidos se 
elevaram. 
CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 
 A análise de processos de calogênese tem várias aplicações e contribuições para 
o estudo de morfogênese in vitro, porém os parâmetros de classificação calogênica 
mostram ser subjetivos e parciais, sendo assim a elaboração de melhores critérios para 
avaliação são essenciais para novos trabalhos nesta área.  

A quantificação dos metabólitos primários analisados neste presente trabalho 
(açúcares, amido e aminoácidos) auxilia para uma melhor interpretação e entendimento 
sobre os processos da calogênese nesta espécie, a sua análise em conjunto com a 
interpretação da viabilidade celular torna-se mais completa ainda ao se analisar o 
metabolismo celular com sua atividade metabólica. 

O processo de embriogênese somática ainda é pouco compreendida, os 
resultados deste presente trabalho confirmam a relação de determinados reguladores e 



                                                                                                       

 

de poliaminas com o processo embriogênico, porém estudos posteriores são necessários 
para uma melhor compreensão de vias bioquímicas e sinalização celular que atuem 
diretamente neste processo. 
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