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RESUMO 

 

TIERNO, R.R.S.Cultura in vitro de Arachis repens Handro: análise fitoquímica e avaliação 

da atividade antioxidante de materiais obtidos sob diferentes qualidades de luz. 2017. 96f. 

Dissertação (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

 Arachis repens Handro, popularmente conhecida como grama amendoim, é utilizada 

como planta ornamental, forragem e para cobertura do solo, possuindo reprodução 

predominantemente vegetativa e escassa produção de sementes. O presente trabalho teve 

como objetivos estabelecer sistemas de cultura de calos, assim como caracterizar o perfil 

fitoquímico e avaliar o potencial antioxidante de extratos dos materiais cultivados sob 

diferentes qualidades de luz. O estabelecimento de plantas in vitro foi obtido a partir de 

segmentos caulinares excisados de plantas mantidas em casa de vegetação após pré-

tratamento com o inseticida Icon Garden® por três dias, seguindo-se a inoculação em meio 

MS contendo Agrimicina® a 300 mg/L, sem adição de reguladores de crescimento. As 

culturas foram incubadas a 30 ±2 °C em câmaras de crescimento, sob luz fluorescente branca 

ou sob LEDs vermelho, azul, branco ou misto (vermelho+azul). A incubação sob LED 

vermelho resultou em um aumento significativo na altura das plantas. Para a indução de 

calogênese, segmentos caulinares excisados de plantas obtidas in vitro foram cultivados em 

meio MS suplementado com TDZ a 13,6 µM e incubados sob as mesmas condições de 

luminosidade. Segmentos nodais cultivados sob luz fluorescente branca apresentaram 

formação de calos compactos ou friáveis. Segmentos internodaistambém originaram calos 

friáveis, compactos ou mistos, em diferentes frequências. Os calos apresentaram respostas 

morfogênicas distintas. Na avaliação da produção de calos sob os diferentes tipos de LEDs, 

foi observado maior percentual de calos compactos a partir de segmentos internodais 

cultivados sob LED branco. Entretanto, a maior produção de calos friáveis ocorreu em 

resposta à incubação sob LED vermelho.Por outro lado, o cultivo sob LED azul resultou em 

maior percentual de formaçãode calos mistos. A caracterização fitoquímica dos diferentes 

materiais de A. repens foi realizada por meio de análises cromatográficas. A análise por CCD 

permitiu a identificação do resveratrol, bem como a presença de outros grupos de substâncias. 

Os resultados obtidos por CLAE confirmaram a presença de trans-resveratrol nos extratos de 

calos incubados nos diferentes tipos de LEDs, sendo o maior teor detectado nos extratos de 

calos derivados de segmentosnodaisincubados sob LED misto. A avaliação do potencial 

antioxidante dos extratos dos materiais produzidos in vitro foi realizada por meio do ensaio de 

DPPH e o conteúdo de fenóis totais foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau. Os 

extratos etanólicos de calos derivados de segmentos nodais e internodais incubados sob LED 

misto mostraram maior concentração de fenóis totais e maior potencial antioxidante.A 

utilização dos LED’s na cultura de tecidos induziu um aumento na qualidade das plantas e 

acarretou no acréscimo de substancias bioativas e atividade antioxidante.  

 

 

Palavras chaves: Calogênese. Grama amendoim. Antioxidantes. Cromatografia. Trans-

resveratrol. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Tierno, R.R.S. In vitro culture of Arachis repens Handro: phytochemical analysis and 

evaluation of the antioxidant activity of materials producedunder different light qualities. 

2017. 96f. Dissertação (Mestrado em Biologia Vegetal)- Instituto de Biologia Roberto 

Alcantara Gomes, Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 

 Arachis repens Handro, commonlyknown as perennial peanut grass, is used as an 

ornamental, forage and ground cover, with vegetative reproduction and very low seed 

production. The present work aimed at establishing callus culture systems, as well as the 

characterization ofthe phytochemical profile and the antioxidant potential of extracts from in 

vitro materials produced under different light qualities.The establishment of in vitro plants 

was accomplished from stem segments excised from plants grown in greenhouse, after pre-

treatment with Icon Garden® insecticide for three days, followed by inoculation on MS 

medium containing Agrimicina® at 300 mg/L, without growth regulators. These cultures were 

incubated at 30 ± 2 ° C in growth chambers under white fluorescent light or under red, blue, 

white or mixed (red + blue) LEDs.Incubation under red LEDs resulted in a significant 

increase in plant height. For callus induction, stem segments excised from in vitro plants were 

cultured on MS medium supplemented with 13.6 μM TDZ and incubated under the same light 

conditions. Nodal segments maintained under fluorescent white light gave rise tocompact or 

friable calluses.Internodal segments also originated friable, compact or mixed callus, at 

different frequencies The callus presented different morphogenic responses.In the evaluation 

of callus production under different types of LEDs, a higher percentage of compact calluses 

was observed from internodal segments cultured under white LED. However, the highest 

production of friable callus occurred in response to the incubation under red LED. On the 

other side, cultivation under blue LED resulted in a higher percentage of mixed calluses. The 

phytochemical characterization of the different materials of A. repens was performed by 

means of chromatographic analyzes. The TLC analysis allowed the identification of 

resveratrol, as well as the presence of other groups of substances. The results obtained by 

HPLC confirmed the presence of trans-resveratrol in the extracts of callus incubated under the 

different types of LEDs, and the highest content was detected in the extracts of calluses 

derived from nodal segments incubated under mixed LED. The evaluation of the antioxidant 

potential of the extracts of the in vitro-derived materials was carried out by DPPH assay and 

total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteau method. The ethanolic extracts 

of calluses derived from nodal and internodal segments incubated under mixed LED showed 

higher concentration of total phenols and higher antioxidant potential.The use of LED's in 

tissue culture induced an increase in the quality of the plants and resulted in the addition of 

bioactive substances and antioxidant activity. 

 

 

Keywords: Callogenesis. Perennial peanut grass. Antioxidants. Chromatography. Trans-

resveratrol. 
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INTRODUÇÃO 

 

1 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS 

A cultura de tecidos baseia-se na totipotência das células vegetais, que consiste na 

capacidade de uma única célula regenerar indivíduos completos geneticamente idênticos 

à matriz doadora, em resposta a sinais específicos. Teoricamente, todas as células 

vegetais possuem essa característica, embora a expressão da totipotencialidade seja 

dependente do nível de diferenciação do explante (NETO & ANDRADE, 2013). Outro 

fundamento da cultura de tecidos é a competência celular, que é a habilidade que uma 

ou mais células tem de responder a um estímulo, visando a um processo de 

desenvolvimento (GEORGE, 2008; ANDRADE, 2002). A cultura de tecidos vegetais 

permite o cultivo in vitro de pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes) em meio 

nutritivo, sob condições adequadas de assepsia, luminosidade e temperatura (TORRES 

et al., 2000).  

A micropropagação, técnica de cultura de tecidos que visa à produção de plantas 

completas, inicia-se com a escolha do explante, a descontaminação do material e a 

inoculação no meio de cultura. A descontaminação é um conjunto de procedimentos que 

visam à eliminação de micro-organismos (CID, 2001), sendo utilizados agentes 

descontaminantes, como hipoclorito de sódio, cloreto de mercúrio, álcool, entre outros, 

isoladamente ou em combinação, variando o tempo e a concentração, conforme a 

origem do material vegetal (ANDRADE et al., 2005). Após a descontaminação, os 

explantes são inoculados em meio nutritivo, sendo o meio MS (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962) o mais utilizado. 

O processo de morfogênese in vitro pode ocorrer de três formas distintas: multiplicação 

de tecidos meristemáticos pré-existentes, indução de gemas adventícias por 

organogênese e indução de embriogênese somática (NETO & ANDRADE, 2013). A 

regeneração proveniente da proliferação de meristemas pré-existentes não ocorre pela 

desdiferenciação das células, já que o explante segue o curso normal de 

desenvolvimento através das regiões meristemáticas. Essa via é usada para 

micropropagação de várias espécies, sendo indicada para programas de conservação in 

vitro (GAGLIARDI et al., 2002a). A organogênese é o processo de formação de órgãos 

vegetais a partir de uma ou mais células que são desdiferenciadas e induzidas à 
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rediferenciação, podendo levar à formação de gemas adventícias (SILVA, MENDES & 

MOURAO FILHO, 2008).  Na via organogênica, o sistema vascular das gemas 

produzidas é conectado com o tecido doador do explante (ANDRADE, 2002). Por outro 

lado, na embriogênese somática, embora as células vegetais também sofram um 

processo de desdiferenciação e rediferenciação, dando origem a embriões somáticos 

sem que tenha havido fusão de gametas (JIMÉNEZ, 2005), os embriões possuem 

sistema vascular independente do explante de origem e assemelham-se a embriões 

zigóticos, apresentando estruturas bipolares que possuem meristemas apicais e 

radiculares (REY & MROGINSKI, 2006).  

A embriogênese somática constitui o maior exemplo da expressão da totipotencialidade 

dos tecidos vegetais, e vários estudos têm sido realizados para otimizar a frequência e 

qualidade dos embriões somáticos, entre os quais a manipulação das condições físicas 

da câmara de crescimento (luz, temperatura, umidade, etc.) e da composição do meio de 

cultura, incluindo o tipo e a concentração de fitorreguladores (PHILLIPS, 2004).    

Ambos os processos, organogênese e a embriogênese, podem ocorrer diretamente a 

partir das células dos explantes ou indiretamente, quando há formação de calos, massas 

desorganizadas de células, a partir das quais podem se formar gemas adventícias ou 

embriões somáticos (SILVA, MENDES & MOURÃO-FILHO, 2008). As células 

formadoras dos calos passam por uma fase de desdiferenciação, retornando ao estágio 

similar ao meristemático, podendo entrar em constante divisão celular, formando mais 

células de calo, ou sofrer rediferenciação, formando órgãos ou embriões (MANSUR, 

PACHECO & CARNEIRO, 2009). 

A morfogênese in vitro é influenciada por vários fatores, incluindo o genótipo, o tipo de 

explante e as condições de cultura (ANDRADE, 2002), como a composição do meio 

basal, eo tipo econcentração dos reguladores de crescimento, que são os fatores mais 

estudados. As principais auxinas utilizadas são ácido α-naftalenoacético (ANA), ácido 

indolbutírico (AIB), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), picloram (PIC) e ácido 3-

indolacético (AIA). Entre as citocininas adotadas mais frequentemente, encontram-se 

BAP (6-benzilaminopurina), zeatina, cinetina (KIN), além do thidiazuron (TDZ), que 

apresenta atividade citocinínica (JARDIM et al., 2010).  Entretanto, além dos 

componentes do meio de cultura, devem também ser considerados fatores físicos, como 

a luz e a temperatura adotadas.  
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A luz exerce um papel fundamental no processo de fotossíntese, mas também tem uma 

importante função no desenvolvimento do vegetal, sendo responsável por direcionar 

seus movimentos (fototropismo). Os comprimentos de onda que correspondem ao 

vermelho (650-680nm), juntamente com o vermelho longo (710-740nm) são 

responsáveis por maior eficiência na fotossíntese, enquanto que aqueles que 

correspondem ao azul (425-490nm), violeta (400-425nm) e ultravioleta (280-400nm), 

ativam o fototropismo (SORGATO et al., 2015).  

O conjunto de efeitos biológicos provocados pela luz nas plantas depende de sua 

absorção por receptores específicos (GODOI, GRANDIS & TAKAKI, 2009).  Os 

fotorreceptores agrupam-se em três classes, a saber: fitocromos (absorção de vermelho e 

vermelho longo), criptocromos (absorção de azul e ultravioleta A) e fotorreceptores de 

UV-B (absorção na faixa de 280-320 nm) (MAJEROWICZ & PERES, 2004). 

Nos sistemas in vitro, as condições de iluminação às quais as culturas estão expostas 

também influenciam significativamente a resposta morfogênica, não dependendo apenas 

da ausência ou presença, mas também da qualidade (comprimento de onda), quantidade 

(fluxo de fótons) e duração (fotoperíodo) (ROCHA et al., 2010).  

As lâmpadas fluorescentes, utilizadas na maioria dos laboratórios (RIBEIROet al., 

2009), emitem comprimentos de onda na faixa entre 350nm e 750nm. Nos últimos anos, 

tem crescido a utilização dos diodos emissores de luz (LEDs, do inglês light 

emittingdiodes), que emitem comprimentos de onda específicos, com baixa produção de 

calor e longo período de vida útil (NHUT et al., 2005; GUPTA & JATOTHU, 2013). 

Estudos sobre o efeito da qualidade de luz nas culturas de tecidos vegetais, com a 

utilização de LEDs, foram realizados em várias espécies, incluindo banana (NHUT et 

al., 2002), copo-de-leite (CHANG et al., 2003) e morango (ROCHA et al., 2010; NHUT 

et al., 2003).   
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A cultura de tecidos vegetais tem aplicação em diversas áreas, incluindo a 

micropropagação, a conservação, o intercâmbio de germoplasma, o melhoramento 

genético e a limpeza clonal (ANDRADE, 2002). A micropropagação tem sido utilizada 

com sucesso, tanto para plantas que normalmente se reproduzem vegetativamente, como 

para espécies com reprodução difícil. Sua principal vantagem para a produção comercial 

de plantas deve-se à capacidade de produção rápida e em períodos de tempo e espaços 

reduzidos (ERGI & SCHUCH, 2005) e à possibilidade de produzir plantas saudáveis e 

isentas de patógenos (RIBEIRO et al., 2010). 

As técnicas de cultivo in vitro permitem ainda o estabelecimento de sistemas 

sustentáveis para a produção de metabólitos secundários, já que as condições de cultura 

podem ser moduladas para possibilitar maiores níveis de produção, em comparação a 

plantas crescidas em campo. Culturas de calos, células em suspensão e raízes são as 

técnicas mais empregadas para esta finalidade. As culturas em suspensão podem ser 

obtidas a partir de células individuais ou em grupos, dispersas em meio liquido, sob 

agitação e aeração (FUMAGALI et al., 2008). 

 

 

1.1 Produção de metabólitos secundários 

 

 

As plantas produzem uma grande variedade de substâncias químicas, constituídas por 

metabolitos primários e metabolitos secundários. Os processos considerados essenciais 

à vida das plantas tais como divisão e crescimento celular, respiração, estocagem e 

reprodução, são definidos como metabolismo primário (FUMAGALI et al., 2008; 

CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2008).     

Durante muito tempo, os metabólitos secundários foram considerados como produtos de 

excreção do vegetal (RHODES, 1994). Atualmente, sabe-se que muitas dessas 

substâncias estão diretamente relacionadas a mecanismos que permitem a adaptação das 

plantas aos seus ambientes, contribuindo para uma interação adequada com seus 

ecossistemas. Assim, os metabólitos secundários aumentam a probabilidade de 

sobrevivência, possuindo uma grande variedade de efeitos biológicos, que incluem 

atividades antimicrobiana, antiviral ou alelopática (FUMAGALI et al., 2008). Além 
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disso, alguns constituintes, como flavonoides, são capazes de proteger as plantas dos 

efeitos danosos dos raios ultravioletas UVB (LI et al., 1993).   

Ao contrário do metabolismo primário, as substâncias do metabolismo secundário são 

geralmente produzidas em pequena escala e podem ser específicas para determinados 

grupos de plantas (PEREIRA & CARDOSO, 2012). Usualmente, são classificadas 

segundo sua rota biossintética, sendo agrupadas em terpenos, substâncias fenólicas e 

substâncias  nitrogenadas (FUMAGALI  et al., 2008; SILVA et al., 2010).   

Os terpenos são derivados do ácido malônico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato 

(encontrado nos cloroplastos). São denominados de acordo com o número de isoprenos 

presentes na sua constituição (BERGAMASCHI, 2010). Assubstâncias fenólicas são 

derivados do ácido chiquímico ou ácido malônico, apresentando grupos benzênicos 

característicos, e tendo como substituintes grupamentos hidroxila (SILVA et al., 2010). 

Possuem função na dispersão de sementes, polinização, proteção contra patógenos e 

atividade alelopática (VIZZOTTO, KROLOW&WEBER, 2010). Os compostos 

nitrogenados, por ouro lado, são derivados de aminoácidos aromáticos, como triptofano 

e tirosina (BERGAMASCHI, 2010). Esta classe é conhecida pela presença de 

substâncias que apresentam efeitos no sistema nervoso, e podem ser utilizadas como 

venenos ou alucinógenos (VIZZOTTO, KROLOW &WEBER, 2010).   

Sistemas de cultura de tecidos vegetais têm sido amplamente estudados com vistas à 

produção de metabólitos secundários (CHARLET et al., 2000). As plantas que 

apresentam algum valor comercial agregado, como as que produzem substâncias 

bioativas ou com potencial ornamental e econômico, estão sujeitas a problemas 

decorrentes do extrativismo (VILLAREAL et al., 1997) e, por este motivo, pesquisas 

visando à biossíntese de metabólitos secundários in vitro são importantes dos pontos de 

vista ecológico e econômico. 

Diversas espécies com potencial medicinal têm apresentado um aumento na produção 

de metabólitos de interesse em sistemas de cultura de células em suspensão, 

especialmente quando associadas ao uso de eliciadores bióticos ou abióticos. Por 

exemplo, a produção de antocianinas e ácidos fenólicos pôde ser aumentada na cultura 

de células em suspensão de uva utilizando-se leveduras (CAI et al., 2012). Fungos 

foram empregados em culturas de A. hypogaea para estimular a produção de 

estilbenoides (AISYAH et al., 2015) e também empregados em culturas de Hypericum 

perforatum L. para indução de substâncias fenólicas (CONCEIÇÃO et al., 2006). O 



22 

 

 

 

ácido salicílico foi aplicado, como eliciador abiótico, em folhas cultivadas in vitro 

deAlternanthera tenella para produção de betacianinas (RODRIGUES-BRANDÃO et 

al., 2014) e em plântulas de Hypericum brasiliensis Choisy, para a produção de rutina, 

quercetina e ácido betulínico (VELLOSO, ABREU & MAZZAFERA, 2009).  

 

1.2 Gênero Arachis 

 

1.2.1 Características gerais e distribuição geográfica 

 

O gênero Arachis (amendoim) pertence à terceira maior família de Angiospermas, 

Fabaceae, que agrega cerca de 730 gêneros e 19.400 espécies (COSTA, 2012).  O 

gênero é constituído atualmente por 81 espécies descritas, popularmente chamadas de 

amendoim (do tupi mandubi). Os frutos desenvolvem-se sob o solo, sendo também 

denominados maní (Paraguai, Uruguai, Panamá e Colômbia) e acahuate (México) 

(NASCIMENTO, 2006). No Brasil também é conhecido como mendobi, amendoí, 

menduí, manobi e midubim (MINI-VOCABULÁRIO TUPI-GUARANI). Em culturas 

indígenas, o amendoim é plantado e colhido pelas mulheres, que tem a responsabilidade 

de alimentar a aldeia, cabendo aos homens preparação do solo, antes do plantio 

(GASPAR, 2013).  

O limite entre o Mato Grosso do Sul e o Paraguai, na Serra do Amambaí, é a provável 

área de origem do gênero. Nessa região, foram encontradas populações nativas de 

Arachis guaranitica Chodat & Hassl., considerada a espécie mais primitiva do gênero 

(SILVA, 2007; VALLS, 1996). A relevância do gênero Arachis na dieta pré-

colombiana é evidenciada em achados arqueológicos de mais de 3.700 anos e no cultivo 

generalizado por populações primitivas (VALLS, 1996). Vestígios arqueológicos 

identificados como frutos de Arachis duranensis Krapov. & W.C. Greg.e Arachis 

magna Krapov,W.C. Greg. & C.E. Simpsonno litoral do Peru reforçam a hipótese de 

que diferentes espécies silvestres podem ter sido levadas pelo homem para regiões fora 
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da sua ocorrência natural, criando a possibilidade de cruzamentos entre espécies 

alopátricas (VALLS, SILVA & MONÇONATO, 2000). 

 

As espécies de Arachis estão agrupadas em nove Seções taxonômicas (Arachis, 

Trierectoides, Erectoides, Procumbentes, Rhizomatosae, Caulorrhizae, Extranervosae, 

Triseminatae e Heteranthae), segundo suas características morfológicas, filogenéticas e 

compatibilidade de cruzamento (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; VALLS & 

SIMPSON, 1994; VALLS & SIMPSON, 2005) (Quadro 1). 

Todas as Seções ocorrem no Brasil, país onde se encontra o maior número de espécies, 

incluindo 65 das 81 espécies descritas (Figura 1). Quatro Seções são consideradas 

endêmicas, abrangendo um total de 47 espécies (KRAPOVICKAS & GREGORY, 

1994; VALLS & SIMPSON, 2005), algumas com grande potencial agrícola e comercial 

(VALLS, SILVA & MONÇONATO, 2000).  

Atualmente, o gênero Arachis encontra-se distribuído em cinco países da América do 

Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e Bolívia), mas somente a Seção Arachis 

ocorre em todos eles (VALLS & SIMPSON, 1994). Essa distribuição limitada pode 

estar relacionada com a baixa capacidade natural de dispersão das espécies, devido à 

produção subterrânea dos frutos. O afastamento das sementes restringe-se a pouco mais 

de um metro de onde se encontra a planta mãe, o que resulta em populações com lenta 

expansão de perímetro e grande isolamento (VALLS, SILVA & MONÇONATO, 

2000). Contudo, eventos naturais, como enchentes, podem auxiliar o processo de 

dispersão, arrastando a cobertura vegetal (VALLS, 2005).   
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Figura 1–Amplitude da distribuição pontual das espécies do gênero Arachis de acordo 

com as Secções taxonômicas. 

Fonte: SCHÄFFER, 2012. 
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Quadro 1–Estrutura taxonômica do gênero Arachis  

Seções Espécies 

1. Trierectoides A. guaranitica, A. tuberosa, A. sesquijuga 

2. Erectoides A. archeri, A. benthamii, A. brevipetiolata, A. 

crytopotamica, A. douradiana, A. hermannii, A. 

major, A. martii, A. oteroi, A. paraguariensis, A. 

porphyrocalix, A. stenophylla, A. hatschbachii, A. 

gracilis 

3. Extranervosae A. setinervosa, A. macedoi, A. marginata, A. 

prostrata, A. lutescens, A. retusa, A. burchellii, A. 

pietrarellii, A. villosulicarpa, A. submarginata  

4. Triseminatae A. triseminata 

5. Heteranthae A. giacometii, A. sylvestris, A. pusilla, A. dardani, 

A. seridoënsis, A. interrupta 

6. Caulorrhizae A. pintoi, A. repens 

7. Procumbentes  A. lignosa, A. kretschmeri, A. matiensis, A. 

appressipila, A. subcoriacea, A. pflugeae, A. 

chiquitana, A. rigonii, A. hassleri, A. vallsii 

8. Rhizomatosae A. burkartii, A. pseudovillosa, A. glabrata, A. 

nítida. 

9. Arachis A. decora, A. diogoi, A. glandulifera, A. gregoryi, 

A. helodes, A. hoehnei, A. kempff-Mercadoi, A. 

kuhlmannii, A. lenearifoli, A. magna, A. 

microsperma, A. palustris, A. praecox, A. 

simpsonii, A. stenosperma, A. valida, A. 

duranensis, A. monticola A. villosa, A. hypogaea, 

A. batizocoi, A. benensis, A. cardenasii, A. 

cruziana, A. correntina, A. herzogii,  A. ipaensis, A. 

krapovickasii, A. schininii, A. trinitensis, A. 

williamsii  

Fonte: SCHÄFFER, 2012 
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1.2.2  Espécies Cultivadas 

 

O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., pertencente à Seção Arachis, é uma das 

oleaginosas mais cultivadas no mundo (SILVA et al., 2010). Suas sementes podem ser 

consumidas in natura, torradas e na forma de doces ou pastas (FÁVERO, 2004; 

OZIAS-AKINS, ANDERSON & HOLBROOK, 1993). Possuem alto valor energético e 

nutricional, contendo 580 calorias em 100g e altos níveis de ácidos graxos insaturados 

no óleo. É ainda uma rica fonte de proteínas, vitamina E, vitaminas do complexo B, 

ácido fólico e minerais como cálcio, fósforo, potássio e zinco (SANTANA, 2013). 

Apesar de possuir grande importância no Brasil, o amendoimpossui uma baixa 

produção e área cultivada relativamente pequena. Nos anos agrícolas de 2014/15, a área 

total cultivada ficou em 109,7 mil hectares, com 91,7 mil hectares cultivados em São 

Paulo, o maior produtor do país. A produção nacional alcançou 337,9 mil toneladas, 

correspondendo a 22,1 mil toneladas a mais do que a safra anterior. Assim, apenas 0,8% 

da produção mundial tem a participação do Brasil e 63% concentram-se em três países, 

China (43,37%), Índia (14,44%) e Estados Unidos (4,84%) (CONAB, 2015). 

Além de A. hypogaea, outras duas espécies de Arachis foram domesticadas para 

utilização na alimentação. Arachis villosulicarpa Hoehne é cultivada por índios da tribo 

Nambiquara residentes no Parque Indígena do Xingu, na região Nordeste do Mato 

Grosso, considerada um caso isolado de domesticação (FREITAS, 2004). Suas 

sementes possuem altos teores de óleo (75%) e o conteúdo de triptofano supera toda 

variação encontrada no amendoim comum, mas não tem sido utilizada por produtores 

por causa da dificuldade de cultivo (VALLS, 2005). Arachis stenosperma Krapov. & 

W.C. Greg. é consumida por índios Guaranis, na costa Atlântica do Paraná (FREITAS; 

PEÑALOZA & VALLS, 2003), possuindo sementes com teores elevados de lipídios 

(GROSSO, NEPOTE & GRUZMÁN, 2000). Essa característica pode ser 

potencialmente transferida para o amendoim cultivado, visto que A. stenosperma é 

considerada uma fonte de genes para o melhoramento genético por sua estreita relação 

com A. hypogaea (GUIMARÃES et al., 2010). 
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Outros representantes do gênero também possuem valor agrícola. Arachis pintoi 

Krapov. & W.C. Greg. e A. glabrata Benth. e A. kretschmeri Krapov. & W.C. Greg. são 

as espécies utilizadas para formação de pastagens, cobertura de pomares, prevenção de 

processos erosivos e paisagismo (SILVA, 2008).Arachis pintoi (Seção Caulorrhizae) é 

especialmente adequada para áreas de pastejo intenso e contínuo, apresentando elevada 

produção de matéria seca de boa qualidade (LUDWIG et al. 2010). Tanto A. pintoi 

como A. glabrata (Seção Rhizomatosae) têm sido utilizadas como fonte de proteínas 

para alimentação animal, como alternativa para diversificar a produção de forragem em 

sistemas pecuários tradicionais (CAVALCANTE, SHARMA & VALENTIM, 2001).  

A utilização dessas espécies como forrageiras vem conferindo vantagens ao produtor 

rural, devido ao alto valor proteico, à capacidade de absorção de nitrogênio, à redução 

dos efeitos negativos da atividade pecuária e à diminuição da necessidade de adubação 

química nitrogenada, reduzindo a poluição de lençóis freáticos causada pela lixiviação 

do excesso de nitrogênio aplicado ao solo. Além disso, desenvolvem-se sob 

sombreamento e formam densa camada de estolões que protegem o solo (LIMA et al., 

2015; LUDWIG et al. 2010). Entretanto, a utilização de espécies de Arachis como 

novas possibilidades agronômicas não estão restritas ao uso forrageiro, estendendo-se 

ao uso ornamental e cobertura do solo, para controle de erosão e ervas daninhas 

(VEIGA et al. 2003). 

 

1.2.3 Arachis repens 

Arachis repens Handro, a espécie estudada neste trabalho, é uma planta herbácea perene 

popularmente chamada grama-amendoim. O primeiro acesso da espécie (GKP10538) 

foi coletado em 1941, em Jequitaí em Minas Gerais (CAMPOS et al., 2015) e sua 

distribuição geográfica abrange todas as regiões do Brasil (Figura 2) (VALLS, 2015). 

Arachis repens produz poucas sementes, reproduzindo-se majoritariamente por meio de 

estolões (CARVALHO, PIZZARO & VALLS, 2009). Possui um belo efeito em jardins 

e canteiros (Figura 3 A), devido ao formato de suas folhas verde-escuras, e à produção 

de flores amarelas no verão (Figura 3 B).  
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Figura 2– Distribuição geografia de Arachis repens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte:http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/FichaPublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.do?id=FB

29478&action=prin 

 

A espécie também é utilizada como forrageira, desempenhando um papel importante na 

produção de alimentos, pois é capaz de suprir as necessidades nutricionais de animais 

herbívoros, especialmente os ruminantes, melhorando a qualidade da carne e do leite 

produzidos (VALENTIM, 1996).Entretanto,a expansão do uso do A. repens depende 

dos avanços no conhecimento da variabilidade genética, do seu potencial de sobreviver 

em diferentes ambientes, da sua capacidade em recuperar solos degradados e da sua 

utilização em sistemas pecuários (AZEVEDO et al., 2011). 

 Estudos biotecnológicos já foram realizados com diferentes materiais de A. repens, 

tanto in vitro como em condições naturais objetivando a micropropagação, avaliação 

fitoquimica e biológica (GARCIA, 2012; 2015) e a avaliação do efeito da qualidade de 

luz na morfogênese in vitro (SANTOS, 2015).  
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Figura 3 –Arachis repens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Canteiro utilizado em paisagismo urbano; B) Detalhe das folhas e flores. 

Fonte: http://www.minhasplantas.com.br/plantas/grama-amendoim/ 

 

 

1.2.4 Produção de metabólitos secundários em Arachis 

 

A produção de substâncias bioativas já foi descrita em diversas espécies de Arachis 

(LOPES et al., 2013), sendo as substancias fenólicas a principal classe encontrada. 

Esses constituintes podem ser observados em todas as partes da planta e são produzidos 

em resposta a injúrias mecânicas ou danos provocados por insetos, patógenos, radiação 

ultravioleta, dentre outros. Derivados de fenilpropanoides, principalmente estilbenos e 

flavonoides, já foram detectados no gênero Arachis (LEE et al., 2008; LOPES et al., 

2013). 

Os flavonoides são metabólitos especiais da classe dos polifenóis que possuem estrutura 

adequada para o sequestro de radicais livres, sendo bons antioxidantes (SILVA et al, 

2010). São amplamente distribuídos em partes aéreas, como folhas e flores e também 

encontrados em sementes, estando presentes em plantas sadias ou doentes. Entre os 

derivados de flavonoides encontrados em Arachis, foram identificados a quercetina, a 

medicarpina e o cresoeriol (LOPES et al., 2011).   

Os fitoesterois, como campesterol, estigmasterol, campestanol e ∆5-avenasterol podem 

ser encontrados em sementes do amendoim e derivados, como manteiga e óleo. O beta-

sitosterol, por exemplo, é substância abundante no óleo de A. hypogaea (SHIN et 

B 
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al.,2010). Esteróides com composição similar foram descritos em A. sylvestris, A. 

pintoi, A. villosa, A. stenosperma, A. diogoi, A. valida e A. matiensis (GROSSO et al., 

1997). 

Tanto os esteróides quanto os triterpenos são sintetizados por uma mesma rota 

metabólica. Os triterpenos mais encontrados no gênero são cicloartenol, cicloartanol, 

ciclobranol, 24-metilenocicloartenol, β-amirin e lupeol (BANSAL, SATIJA; AHUJA, 

1993). Outros constituintes descritos são o ácido metilbutanóico, limoneno, compostos 

de enxofre, entre outros. 

Os estilbenos são metabólitos derivados da via dos fenilpropanoides e sintetizados por 

um grande grupo de espécies vegetais. Esta classe está associada a resposta a patógenos, 

como a contaminação fúngica que afeta o amendoim (CHONG, POUTARAUD & 

HUGUENEY, 2009). Entre os derivados de estilbenos em Arachis encontram-se o 

resveratrol, arachidina-1, arachidina-2, arachidina-3, piacetanol, pteroestilbeno 

(CASSIDY, HANLEY & RAVENTOS, 2000).  

O resveratrol (C14H12O3) (Figura 4) é umasubstancia fenólica da classe dos estilbenos, 

sendo a substância mais estudada no gênero Arachis (SOBOLEV, 2008). Já foi 

detectado em raízes de diversas variedades de A. hypogaea (KIM, LEE & PARK, 

2008), em hipocótilos, em resposta a infecção fúngica (INGHAM, 1976), em 

cotilédones, em resposta a injúrias mecânicas (ARORA & STRANGE, 1991; 

SOBOLEV, 2008) e em folhas expostas à radiação ultravioleta (CHUNG et al., 2003).  

 

Figura 4– Fórmula estrutural do resveratrol. 

 

 

 

 

                            Fonte: AHUJA, KISSEN & BONES, 2012. 

O resveratrol é considerado como ponto de partida para síntese de outros estilbenoides 

com atividade biológica nas espécies de Arachis (AHUJA, KISSEN & BONES, 2012). 
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Pode ser encontrado sob duas formas isômeras: trans-resveratrol (trans- 

3,5,4'trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (Figura 5). O 

trans-resveratrol é convertido para a forma cis, considerada a mais estável, em presença 

de luz visível (SAUTTER et al., 2005). O teor de resveratrol pode ser influenciado pelo 

genótipo, estação do ano, condições climáticas e maturidade da planta. Também pode 

variar entre os diferentes órgãos do vegetal, sendo encontrado em maior quantidade em 

sementes e embriões (KING, BOMSER & MIN, 2006). 

 

Figura 5–Isômeros do resveratrol. 

Legenda: Forma cis (esquerda) e  trans (direita).Fonte: KING, BOMSER & MIN, 2006. 

O resveratrol é um potente antioxidante e antimutagênico, com efeito preventivo e 

terapêutico contra câncer (CHEN, WU & CHIOU, 2002), e arteriosclerose, reduzindo o 

colesterol e coágulos, além de possuir ação neuroprotetora(CHUNG et al., 2003; 

VUONG, FRANCO & ZHANG, 2014;LUCAS-ABELLÁN et al., 2007; CHAO et al., 

2005).Possui ainda propriedade antifúngica e vários outros benefícios à saúde humana, 

como a inibição da peroxidação lipídica e efeito vasodilatador (PINTO, GARCÍA-

BARRADO & MACÍAS, 2003; AHUJA, KISSEN & BONÉS, 2012). Como está 

associado a uma diversidade de benefícios à saúde humana, diversos estudos têm sido 

realizados com plantas que produzem estilbenos, como o amendoim cultivado e outras 

espécies do gênero, em especial aquelas que possuem alta resistência a pragas e doenças 

(SOBOLEV et al., 2011).  
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1.2.5 Cultura de tecidos em Arachis 

 

Sistemas de cultura de tecidos vem sendo estabelecidos para espécies cultivadas e 

silvestres do gênero Arachis, especialmente com os objetivos de transformação genética 

e conservação de germoplasma para uso em programas de melhoramento genético. A 

obtenção de plantas a partir da cultura de meristemas preexistentes foi obtida a partir de 

ápices caulinares, segmentos nodais ou eixos embrionários de espécies das Seções 

Heteranthae, Caulorrhizae, Triseminatae, Erectoides, Procumbentes, Arachis 

eExtranervosae (GAGLIARDI et al, 2000, 2002b; REY & MROGINSKI, 2003; 

PACHECO et al., 2007a). 

A regeneração através de organogênese foi obtida a partir de anteras em A. villosa  

(BAJAJ et al., 1981), A. lignosa (MROGINSKI & FERNANDEZ, 1980) e A. major 

(PRADO, SECCHI & MROGINSKI, 1988). Explantes foliares foram utilizados emA. 

correntina,  A. glabrata,  A. stenosperma  (MROGINSKI et al., 2004; VIDOZ et al., 

2006; PACHECO et al., 2008) e em A. villosa (FONTANA, MROGINSKI & REY, 

2009). A organogênese foi estudada a partir de estames e protoplastos em A. 

paraguaniensis (STILL et al., 1987; LI et al., 1993; ZHIJIAN et al.,1993), nós 

cotiledonares em A. diogoi, A. stenosperma, A. duranensis, A. cardenasii e A. 

correntina (SRINAVASAN, KUMAR & KIRTI, 2010) e cotilédones e folíolos 

embrionários de espécies das Seções Heteranthae, Caulorrhizae, Triseminatae, 

Erectoides, Procumbentes, Arachis eExtranervosae(RANI & REDDY, 1996; 

GAGLIARDI et al., 2000; PACHECO et al., 2007a). 

Aembriogênese somática foi obtida em resposta a picloram (PIC) e ácido naftaleno 

acético (ANA), isolados ou em combinação com benzilaminopurina (BAP) em A. 

correntina (VIDOZ et al., 2006), A. glabrata (VIDOZ et al., 2004) e A. pintoi (REY et 

al., 2000; REY & MROGINSKI, 2006). Além disso, sistemas embriogênicos foram 

estabelecidos a partir em eixos e folíolos embrionários de A. porphyrocalix, A. archeri e 

A. appressipila, em resposta a BAP utilizado isoladamente (PACHECO et al., 2007b), 

assim como a partir de eixos embrionários de A. paraguariensi cultivados em meio MS 

suplementado com ANA e BAP, isolados ou em combinação (SELLARS, 

SOUTHWARD, & PHILLIPS, 1990). 

http://link.springer.com/article/10.1007/BF00048467#author-details-1
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Trabalhos de cultura de tecidos para A. repens foram realizados em número 

relativamente limitado. A obtenção de plantas através de organogênese foi alcançada a 

partir de folíolos maduros, cultivados em meio com baixas concentrações de ANA 

(DUNBAR & PITTMAN, 1992). O estabelecimento de culturas de calos a partir de 

segmentos nodais e internodais, visando à produção de metabólitos secundários, foi 

descrito em resposta a TDZ (GARCIA, 2012). No entanto, o interesse por essa espécie 

tem aumentado devido ao seu potencial forrageiro e à grande variabilidade genética 

(GIMENES et al., 2000; VEIGA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2011), estimulando a 

realização de estudos visando à conservação e à agregação de valor às culturas. 

Sistemas sustentáveis para produção de metabólitos secundários, como cultura de calos 

e de células em suspensão, já foram estabelecidos para o amendoim cultivado (Quadro 

2). Dessa forma, tendo em vista os resultados já alcançados anteriormente no Núcleo de 

Biotecnologia Vegetal da UERJ com o estabelecimento in vitro de A. repens e a 

determinação do potencial farmacológico do amendoim cultivado, este trabalho visa ao 

estabelecimento de sistemas de cultura de calos, além da caracterização do perfil 

fitoquímico e da avaliação do potencial antioxidante de materiais de A. repens obtidos 

in vitro.  
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Quadro 2– Produção in vitro de metabólitos secundários em espécies de Arachis. 

Espécie Sistema de cultura Substância detectada Referência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. hypogaea 

Cultura de células Resveratrol ROLFS et al., 1981 

Calogênese Estilbenos FRITZEMEIER et al., 1982 

Células em 

suspensão 
Estilbenos SCHÖPPNER & KINDL, 1984 

Células em 

suspensão 
Estilbenos ROLFS et al., 1987 

Células em 

suspensão 
Resveratrol 

LANZ, SCHRODER & 

SCHRODER, 1990 

Células em 

suspensão 

Resveratrol e 

Piceatanol 
KU et al., 2005 

Cultura de raiz Resveratrol 
MEDINA-BOLIVAR et al., 

2007 

Cultura de raiz Resveratrol KIM & PARK, 2007 

Cultura de raiz Resveratrol KIM, LEE & PARK, 2008 

Cultura de raiz Resveratrol 
MEDINA-BOLIVAR et al., 

2008 

Cultura de raiz 

Resveratrol, 

Arachidina-1 e 

Arachidina -3 

CONDORI et al., 2010 

Calogênese 
Trans-resveratrol e 
Trans-piceatannol 

YANG et al., 2010a 

Cultura de raiz Estilbenos 
MEDINA-BOLIVAR et al., 

2010 a 

Cultura de raiz 

Resveratrol, 

Arachidina-1 e 

Arachidina -3 

ABBOTT et al., 2010 

Cultura de raiz Resveratrol 
MEDINA-BOLIVAR et al., 

2010b 

Calogênese 
Resveratrol e 

Pineatanol 
YANG et al., 2010b 

A. villosulicarpa Calogênese  Resveratrol ARAÚJO, 2011 

 Cultura de raiz Resveratrol ATWILL, NOPO-OLAZABAL 

& MEDINA-BOLIVAR, 2012 

Cultura de raiz Resveratrol YAO et al., 2012 

A. repens Calogênese  Resveratrol GARCIA, 2012 

 

 

 

A. hypogaea 

Cultura de raiz Estilbenos OGUTU, NOPO-OLAZABAL 

& MEDINA-BOLIVAR, 2013 

Cultura de raiz Resveratrol TOLLETT, NOPO-

OLAZABAL & MEDINA-
BOLIVAR, 2014 

Cultura de raiz 

Resveratrol, 

Piceatanol, 

Arachidin-1 e 

Arachidin-3 

YANG et al., 2015 

Cultura de raiz trans-resveratrol HALDER & JHA, 2015 

A. pintoi Cultura de raiz trans-resveratrol SOUSA, 2015 

A. hypogaea Cultura de raiz Estilbenos YANG et al., 2016 

Calogênese Estilbenos SANTOS, 2016 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Estabelecer sistemas de culturas de calos, caracterizar o perfil fitoquímico e avaliar o 

potencial antioxidante de materiais obtidos in vitrode A. repens.  

 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Desenvolver sistemas de indução de calos a partir de segmentos nodais e 

internodais de plantas obtidas in vitro, avaliando o efeito da qualidade de luz;  

 Analisar histologicamente os diferentes tipos de calos obtidos; 

 Caracterizar o perfil fitoquímico de extratos dos materiais obtidos in vitro, por meio 

de análises cromatográficas; 

 Determinar o conteúdo fenólico de extratos obtidos a partir dos diferentes materiais 

vegetais; 

 Avaliar o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir dos diferentes materiais 

vegetais.  
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3     METODOLOGIA  

 

3.1 Material Vegetal 

 

Mudas de A. repens foram obtidas comercialmente no Centro de Abastecimento do 

Estado da Guanabara (CADEG), sendo uma amostra depositada no Herbário da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ 12.504). Para o estabelecimento das 

culturasin vivo, as mudas foram transplantadas para vasos contendo substrato Plantmax® 

e mantidas notelado do NBV/UERJ. 

 

3.1.1 Meios e condições de cultura 

 

Para a culturain vitro foi utilizado o meio basal MS contendo sacarose a 3% e 

solidificado com ágar a 0,7%. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 e os reguladores de 

crescimento foram acrescentados antes da esterilização em autoclave (15 min a 121°C e 

1,0 atm), em diferentes concentrações. As culturas foram mantidas em câmara de 

crescimento a 30 ± 2°C, sob fotoperíodo de 16h, com intensidade luminosa média de 46 

μmol m.-2s-1, fornecida por lâmpadas fluorescentes (do tipo luz branca fria) ou 

utilizando LEDs nas cores vermelha, azul, branca e mista (vermelha + azul), com 

intensidade luminosa de 47 μmol m.-2s-1, 45 μmol m.-2s-1, 42 μmol m.-2s-1, 43 μmol m.-

2s-1respectivamente. 

A intensidade luminosa foi mensurada utilizando o Fotômetro Li. 250 A Light Meter.   

 

3.3 Cultura de Tecidos Vegetais 

 

3.3.1 Estabelecimento de plantas in vitro 

 

Plantas mantidas em telado foram submetidas a pré-tratamento com pulverização do 

inseticidaICON GARDEN®a 0,5% durante três dias consecutivos. Posteriormente, 

segmentos caulinares de cinco centímetros, contendo três nós, foram excisados e 

lavados com escova, detergente neutro e água corrente. Em seguida, os explantes foram 
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imersos por 20 minutos em solução do fungicida AMISTAR a 0,1% contendo 100 μL 

de tween 80, e transferidos para solução de cloreto de mercúrio (HgCl2) a 0,1%, 

sobagitação, por seis minutos (SANTOS, 2015). 

Após a descontaminação, os explantes foram lavados três vezes com água deionizada 

estéril em câmara de fluxo laminar e inoculados em meio MS sem adição de reguladores 

de crescimento (MS0), contendo Agrimicina® a 300 mg/L,e incubados a 30±2°C em 

câmara de crescimento sob luz fluorescente branca ou LEDs vermelho, azul, branco ou 

misto (vermelho + azul), por 30 dias. Foram utilizados 40 segmentos caulinares por 

condição de incubação e os experimentos foram repetidos três vezes.O material foi 

inoculado verticalmente em tubos de ensaio (20 cm altura x 2,4 cm largura) com tampa 

de polipropileno transparente, contendo 14 mL de meio de cultura. Após o período de 

30 dias, as plantas foram avaliadas quanto à altura, quantidade e tamanho de raízes, 

número de nós e número de folhas. 

 

3.3.2 Indução de calogênese 

 

Segmentos nodais e internodaisforam excisados assepticamente de plantas in vitro, 

inoculados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 μM (GARCIA, 2012)e 

incubados sob luz fluorescente branca ou LEDs vermelho, azul, branco ou misto, a 

30±2°C, com fotoperíodo de 16h. Foram utilizados 15 explantes em cada condição, com 

duas repetições cada. O material foi inoculado horizontalmente em frascos de cultura 

(11, 5 cm altura x 5,5 cm largura) com tampa de polipropileno transparente, contendo 

30 mL de meio de cultura.A percentagem de calogênese avaliada após 30 dias de 

cultura.Os calos obtidos foram submetidos asubculturas mensais, sendo transferidos 

para meio fresco com mesma composição.  

O acúmulo de biomassa de calos obtidos a partir dos dois tipos de explante foi 

determinado pela quantificação dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS), após 30 

dias de cultura. A massa seca foi obtida após secagem a 48±2°C em estufa Tecnal® TE-

393/1, até atingir peso constante.  
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3.4 Análise histológica 

 

Estudos anatômicos foram realizados em amostras de calos contendo estruturas que se 

assemelhavam morfologicamente a gemas ou embriões, provenientes de explantes de 

segmentos noais ou internodais excisados de plantas in vitroe cultivados em meio MS 

suplementado com TDZ a 13,6µM e incubados sob diferentes qualidades de luz, a 

30±2°C.  

O material foi fixado em uma solução contendo glutaraldeído a 2,5% e para-

formaldeído a 4% em tampão fosfato 50 µM (pH 7,2), e armazenado a 4ºC. Em seguida, 

as peças foram submetidas à desidratação em série etílica ascendente, infiltradas e 

incluídas em parafina, segundo os métodos da microtécnica vegetal (JOHANSEN, 

1940; SASS, 1958). Os cortes com espessura de 12mm foram realizados em micrótomo 

rotativo. Após desparafinização e hidratação, foram submetidos à coloração pela 

combinação de fucsina básica e azul de astra (KRAUS & ARDUIN, 1997). As lâminas 

resultantes foram montadas em Enterllan e analisadas sob microscópio Olympus BH, 

sendo as fotomicrografias realizadas com fotomicroscópio Olympus BX51 com o 

software Image Pro Express. 

 

3.5 Análise Fitoquímica 

 

3.5.1 Preparo dos extratos 

 

 

Para o preparo dos extratos, foram utilizados caules e folhas de plantas mantidas in vivo, 

além de calos oriundos de segmentos nodais e internodais inoculados em meio 

suplementado com TDZ a 13,6M e mantidos a30 ± 2°C sob diferentes fontes de luz, 

por 90 dias. O material foi seco em estufa a 48°C por três dias, sendo em seguida 

triturado com auxilio de almofariz e pistilo. As amostras foram submetidas à maceração 

emetanol (Vetec®) a 80 % (v/v), utilizando 50 mL/g de material seco por diferentes 

períodos (30, 60 e 120 minutos). Os extratos foram filtrados em papel filtro e colocados 

em frascos âmbar, filtrados, evaporados sob pressão reduzida (Evaporador Rotativo 

Marconi – M120) a 40 °C para retirada do solvente, e armazenados a - 20 °C.    
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3.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

 

A técnica de CCD foi realizada segundo Araújo (2011), com modificações. Os extratos 

de A. repens foram ressuspensos em metanol (30 mg/mL) e aplicados em placa de 

cromatografia de sílica gel 60 com indicador de fluorescência UV254nmAlugram® Xtra 

Sil G/UV254 (Marcherey-Nagel), juntamento com o padrão de resveratrol (1mg/mL) 

adquirido daSigma-Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA), com auxilio de 

amostradores, a uma distância de 1 cm da margem inferior.A cromatografia foi 

desenvolvida em cuba de vidro com tampa, em temperatura ambiente, e a fase móvel foi 

constituída de butanol:etanol:água destilada:ácido acético glacial (60:10:20:0,5 v/v). Em 

seguida, a placa foi aquecida por 2 minutos a 105° e imediatamente revelada com 

NP:PEG (Natural Products – Polietilenoglicol). A visualização foi realizada em câmara 

de UV365nm. O fator de retenção (RF) foi calculado pela razão entre a distância 

percorrida pela substância e a distância percorrida pela fase móvel. 

 

3.5.3 Determinação quantitativa do trans-resveratrolpor Cromatografia em Fase Líquida 

de Alta Eficiência (CLAE) acoplada a detector de ultravioleta em rede de diodos 

(DAD-UV) 

 

A quantificação do trans-resveratrol nas amostras foi realizada em CLAE-DAD-UV, 

em um cromatógrafo Shimadzu® Nexera XR, equipado com controlador CBM20A, 

desgaseificador DGU20A, bomba binária LC20AD, forno CTO20A, injetor automático 

SILA20A, sistema de detecção por DAD-UV-VIS SPDM20A. A área do sinal foi 

integrada automaticamente pelo programa Shimadzu LabSolutions. 

Os melhores parâmetros analíticos para dosagem trans-resveratrol foram alcançados 

com coluna analítica Supelco Ascentis® Phenyl (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 µm). A fase 

móvel foi composta por água ultrapura (MiliQ) acidificada com ácido acético glacial 

(pH 3,0) (A), acetonitrila grau espectroscópio (Tedia®, Brasil) (B) e metanol grau 

espectroscópio (Tedia®, Brasil) (C), em sistema gradiente: inicial 90% de A, 2% de B e 
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8% de C; 0 a 3 minutos de 80% de A, 12% de B e 8% de C; 3 a 9 minutos de 5% de A, 

95% de B e 0% de C; 9 a 11 minutos 90% de A, 2% de B e 8% de C. O fluxo de fase 

móvel foi ajustado em 1mL/min e a temperatura do forno em 50oC. O monitoramento 

foi feito em 304 nm. Esta metodologia foi desenvolvida e validada pelo Dr. Davyson 

Moreira, no Laboratório de Toxicologia Ambiental da ENSP/FIOCRUZ (dados não 

publicados). 

As amostras (10 mg) foram solubilizadas em 1 mL de metanol grau cromatográfico, 

submetidas ao ultrassom por 15 minutos para completa solubilização e, em seguida, 

filtradas em filtro 0,45 m. O volume de injeção foi de 20 µL. 

 

 

3.6  Determinação do conteúdo fenólico 

 

A determinação do teor de fenóis totais foi realizada por quantificação 

espectrofotométrica, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, com modificações 

(HOLLAND et al., 2011). A metodologia de Folin-Ciocalteau baseia-se na redução dos 

ácidos fosfotúngico e fosfomolíbdico a óxido de tungstênio e óxido de molibdênio, que 

possuem coloração azulada, sendo possível a quantificação pela medida da absorvância 

da solução em 765nm (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999; 

FOLIN & DENIS, 1912). Extratos das diferentes amostras (90 µL) a 0,5 mg/mL foram 

misturados a uma solução do reagente Folin-Ciocalteu (180 µL) a 10% em água 

destilada. Após 5 min, foram adicionados 730 µL de uma solução de Na2CO3 (2%) e a 

reação foi incubada por 2 h no escuro, seguindo-se a leitura da absorvâncias em 

espectrofotômetro a 765nm.  

O teor de fenóis totais foi determinado pela interpolação da absorvância das amostras 

contra uma curva de calibração construída com o padrão de ácido gálico (Figura 6), e 

expresso em mg de EAG (Equivalência do Ácido Gálico) por g de extrato. 
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Figura 6–Curva padrão do ácido gálico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7 Avaliação da atividade antioxidante 

 

3.7.1 Ensaio DPPH 

 

 

A avaliação do potencial antioxidante dos extratos foi realizada utilizando-se o ensaio 

de DPPH (2,2difenil-1-picril hidrazil), no qual é determinada a capacidade do extrato de 

sequestrar o radical livre DPPH, reduzindo-o a hidrazina, com base no método de 

Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), modificado por Sánchez-Moreno, Larrauri e 

Saura-Calixto (1998). 

 

Os extratos foram ressuspensos em metanol 100% e diluídos em diferentes 

concentrações (1 - 30 mg/mL). Amostras de 25 µL foram incubadas com 975 µL de 

solução metanólica do radical DPPH (Sigma-Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA) 

na concentração de 0,6 mM por 1 hora no escuro, em triplicata. Em seguida, as leituras 

de absorbância foram efetuadas a 515 nm, em espectrofotômetro UV-Vis BioMate 3S 
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(Thermo Scientific). A porcentagem de captura do radical foi determinada pela equação 

abaixo: 

 

% 𝐷𝑃𝑃𝐻 𝑠𝑒𝑞𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜 =  (
𝐴𝑐 − 𝐴𝑎

𝐴𝑐
) 𝑥 100 

 

Onde: Ac = absorbância do controle negativo 

           Aa = absorbância da amostra. 

 

Os valores de CE50(concentração de extrato necessária para reduzir em 50 % a 

concentração inicial do radical DPPH (foram calculados a partir de curva analítica, 

obtida por regressão linear. Como controle positivo, foi determinada a curva padrão da 

quercetina e calculado o seu valor de CE50 (Figura 7).  

 

Figura 7–Curva padrão de atividade antioxidante da quercetina avaliada pelo método de 

captura do radical DPPH. 
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3.8 Análise estatística 

 

A avaliação estatística dos dados experimentais foi realizada através da análise de 

variância (ANOVA) e do teste de comparação de Turkey-kramer, com auxílio do 

programa Graphpad InStat. Foram considerados significativos os valores de p≤0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Cultura de tecidos 

 

4.1.1 Estabelecimento de plantas in vitro 

 

 

A eficiência de descontaminação obtida com o protocolo utilizado foi de 96%. O 

desenvolvimentoin vitro de plantas completas a partir dos segmentos caulinares 

inoculados em meio MS0 e mantidos sob luz fluorescente branca a 30±2°C foi 

observado após 30 dias de cultura (Figura 8 A).  

Após o estabelecimento do protocolo de descontaminação, foi avaliado o efeito da 

qualidade de luz (LEDs vermelho, azul, branco ou misto - azul+vermelho) sobre o 

desenvolvimento das plantas in vitro.Os segmentos caulinares incubados sob LED 

vermelho exibiram plantas com maior altura (11,8±0,6) e com maior número de nós 

(4,95±0,3 nós/explante) em relação às demais condições de iluminação (Tabela 1). 

Além disso, os segmentos mantidos sob LED vermelho apresentaram um 

desenvolvimento mais rápido, em torno de 15 dias, enquanto que nas culturas mantidas 

sob os outros LEDs, assim como sob luz fluorescente branca, as plantas só atingiram 

uma altura equivalente após 30 dias de cultura (Tabela 1, Figura 8).  

Segmentos caulinares incubados sob os LEDs azul ou misto apresentaram maior 

número de folhas (12,6±0,3 e 10±0,6, respectivamente). O maior número de raízes foi 

observado nas plantas oriundas desegmentos mantidos sob LED vermelho (1,85±0,5 

raízes/por explante) ou LED azul (1,8±0,33). Plantas com raízes mais longas foram 

observadas sob os LEDs azul e vermelho (4,33±0,75 e 3,6±0,86, respectivamente), em 

relação aos outros LEDs testados (Tabela 1). 
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Figura 8–Plantasde Arachis repens obtidasin vitro a partir de segmentos caulinares 

cultivados em meio MS0 e mantidos a 30±2°C e diferentes qualidades de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A- Luz fluorescente branca; B- Led vermelho; C - LED branco; D - LED azul; E - LED 

misto (vermelho+azul).  Barra= 1cm. 

 

Tabela 1–Desenvolvimento in vitro de segmentos caulinares de Arachis repens 

cultivados em meio MS0 e incubados sob diferentes tipos de luz a 30±2°C, por 30 dias. 

 

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeV- Led vermelho; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + 

azul); LeB- Led branco.Os dados representam média± desvio padrão. Médias em cada coluna seguidas 

pela mesma letra não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 

 

 

 

 

Tipo de luz 

 

Parâmetros avaliados 

Altura 
Número de 

folhas 

Número de 

nós 
Raízes 

Tamanho das 

raízes 

LF 7,5±0,5bc 8,05±1,09b 3,85±0,4b 0,6±0,2b 0,77±0,3c 

LeV 11,8±0,6ª 8,4±0,5b 4,95±0,3ª 1,85±0,5ª 3,6±0,86ab 

LeA 8,08±0,2bc 12,6±0,3ª 4,20±0,2ab 1,80±0,33a 4,33±0,75ª 

LeM 7,2±0,3b 10,0±0,6ab 3,75±0,2b 0,9±0,32ab 1,14±0,60c 

LeB 4,9±0,7d 5,8±1,1c 2,30±0,42c 0,3±0,20b 0,3±0,20c 

A B C D E 
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4.1.2 Indução de calogênese a partir de segmentos caulinares de plantas in vitro 

 

 

Segmentos nodais e internodais cultivados sob luz fluorescente branca apresentaram 

formação de calos compactos ou friáveis, em diferentes frequências (Tabela 2, Figura 

9). A formação de calos mistos (45%), com regiões compactas e friáveis, só foi 

observada a partir de segmentos internodais (Tabela 2, Figura 9). 

Quando incubados na presença de LEDs, os maiorespercentuais de indução de calos 

compactos foram observados a partir de segmentos internodais cultivados sob os LEDs 

branco (76,6%), misto (63,3%) ou vermelho (63,3%). O maior porcentual de calos 

friáveis (28,3%) ocorreu sob LED vermelho, enquanto que a maior taxa de produção de 

calos mistos foi observada sob LED azul (16,6%)(Tabela 2, Figura 10).  

 

Figura 9–Formação de calos a partir de segmentos nodais e internodais de Arachis 

repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 µM, após 30 dias de 

cultura sob lâmpadas fluorescentes brancas, a 30±2°C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Legenda: Desenvolvimento de calo compacto (A), misto (B) e friável (C) a partir de segmentos 

internodais e desenvolvimento de calo compacto (D) e friável (E) a partir de segmentos nodais. Barra = 

1cm. 

 

A B C 

D E 
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Tabela 2–Calogênese a partir de segmentos nodais e internodais excisados de plantas in vitro de Arachis repense cultivados em meio MS 

suplementado com TDZ a 13,6 µM, após 30 dias de cultura na presença de diferentes qualidades de luz, a 30±2 °C. 

 

  

 

Tipo de 

calo 

Calogênese (%) 

LED vermelho LED branco LED azul LED misto Luz fluorescente branca 

Segmento 

nodal 

Segmento 

internodal 

Segmento 

nodal 

Segmento 

internodal 

Segmento 

nodal 

Segmento 

internodal 

Segmento 

nodal 

Segmento 

internodal 

Segmento 

nodal 

Segmento 

internodal 

Friável 28,3 10 14,9 3,3 8,3 10 15,8 16,6 20 25 

Compacto 
21,65 63,3 22,4 76,6 47,4 60 53,3 63,3 65 25 

Misto 
1,65 3,3 1,65 6,6 2,4 16,6 4,15 10 - 45 

 
 

4
7
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Figura 10–Morfogênese in vitro a partir de segmentos nodais e internodais de Arachis 

repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 µM por 30 dias sob 

diferentes fontes de iluminação LED, a 30±2°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda:Desenvolvimento de calos a partir de segmentosinternodais e nodais e incubados sob 

diferentes qualidades de luz. A e B - LED branco;C e D –LEDmisto; E- LED azul e F- LED 

vermelho. Barra = 1cm. 
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A produção de biomassa dos calos friáveis formados a partir de segmentos caulinares 

mantidos sob as diferentes qualidades de luz por 60 dias não apresentou variações 

significativas (Figura 11), exceto pelo material produzido a partir de segmento 

internodal mantido sob LED vermelho, que teve menor produção de biomassa (Figura 

11 D). 

 

Figura 11–Acúmulo de biomassa (g) de calos friáveis derivados de segmentos nodais e 

internodais de Arachis repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 

µM e mantidos sob diferentes qualidades de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Calos mantidos sob LEDs azul (A), branco (B), misto (C), vermelho (D) ou luz fluorescente 

branca (E).      Peso Fresco           Peso Seco 
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4.1.3  Caracterização histológica dos calos 

 

A análise histológica realizada nos calos obtidos a partir de segmentos nodais e 

internodais excisados de plantas in vitroapós 30 dias de cultura mostroua formação de 

gemas adventícias (Figura 12 A) e embriões somáticos em diferentes estádios de 

desenvolvimento(Figuras 12 B-D). Algumas vezes, os dois processos foram observados 

simultaneamente no mesmo calo, com exceção dos calos incubados sob LED misto, que 

apresentaram somente a formação de gemas adventícias (Figura 12 B). 

 

 

Figura 12–Histologia de calos obtidos a partir de segmentos nodais e internodais de 

plantas in vitro de Arachis repens inoculados em meio MS suplementado com TDZ a 

13,4 µM e incubados sob diferentes tipos de LED.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A - Embrião em estádio cotiledonar produzido em calo formado a partir de segmento 

nodal sob LED vermelho; B - Gema formada em calos oriundos de segmento nodal sob LED 

misto; C- Embriogênese com embriões em estádio cotiledonar (seta preta) e gema (seta vermelha) 

formada em calos oriundos de segmento nodal sob LED azul; D - Gemas (seta preta) e embriões 

em estádiocotiledonar (seta vermelha) formado em calos oriundos de segmento internodal sob 

LED branco Barra = 1µm.       
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4.2  Análise Fitoquímica 

 

4.2.1 Cromatografia de Camada Delgada 

 

 

Os extratos etanólicosde A. repens foram analisados por CCD, utilizando o resveratrol 

(1mg/ml) como padrão. Quando a solução reveladora NP/PEG foi utilizada com 

visualização sob UV365nm, foi observada a formação de bandas alaranjadas nas amostras 

1, 9 e 10, correspondendo aos extratos de calos derivados de segmento nodal sob luz 

fluorescente branca e de calos derivados de segmento internodal sob LEDs branco e 

vermelho, respectivamente. Bandas azuis foram obtidas em todas as amostras, com 

maior intensidadenas amostras de 2 a 4 e de 7 a 9, correspondentes a extratos derivados 

de segmentosnodais e internodais incubados sob LEDs azul, misto ou branco (Figura 

13). 

Em todas as amostras foram detectadas bandas com RFequivalente ao do resveratrol, 

com menor intensidade nas amostras 1, 5 e 6, correspondendo aos extratos de calos 

derivados de segmento nodal sob luz fluorescente branca e LED vermelho, de calos 

derivados de segmento internodal sob luz fluorescente branca, respectivamente.     
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Figura 13– Perfil cromatográfico para identificação de resveratrol em materiais de A. 

repensproduzidos in vitrosob diferentes fontes de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Calos derivados de segmentos nodais cultivados sob diferentes tipos de luz: (1) Luz 

fluorescente branca; (2) Led azul; (3) Led misto; (4) Led branco; (5) Led vermelho; Calos derivados de 

segmento internodal em diferentes tipos de luz: (6) Luz fluorescente branca; (7) Led azul; (8) Led misto; 

(9) Led branco; (10) Led vermelho; (11) Padrão comercial de resveratrol (RF= 0,87).    

 

 

4.2.2 Análises por CLAE-DAD-UV 

 

Para as análises dos extratos por CLAE-DAD-UV foram, inicialmente, testados 

diferentes tempos de maceração (30, 60 120 min), com o objetivo de determinar as 

melhores condições para a extração do trans-resveratrol. 

O teor mais elevado de trans-resveratrol (139,33 ng/mL) foi encontrado nos extratos 

etanólicos de calos derivados de segmentos nodais incubados sob luz fluorescente 

branca, obtidos após maceração por 30 min (Figura 14). Os extratos obtidos em tempos 

maiores de maceração não apresentaram sinal referente ao trans-resveratrol, 

provavelmente devido isomerização do mesmo a cis-resveratrol.  Sendo assim, o tempo 

de maceração de 30 minutos foi adotado para os extratos obtidos a partir do material in 

vitro incubado sob os diferentes LEDs. 

 

RF = 0,33 

RF = 0,87 

RF = 0,06 

RF = 0,12 

RF = 0,42 

RF = 0,77 

RF = 0,9 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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Figura 14–Cromatograma de CLAE-DAD-UV de extrato etanólico de calos derivados 

de segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado com TDZ 13,6 M e 

incubados sob luz fluorescente branca a 30°C, obtido após maceração por 30 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- 

extrato etanólicos de calos de A. repens. Seta vermelha indicando o 

sinal encontrado característico do trans-resveratrol. 

 

 

 

Os extratos de calos obtidos sob diferentes qualidades de luz foram avaliados quanto à 

produção de trans-resveratrol. As amostras derivadas de calos obtidos sob LEDs 

apresentaram um aumento na produção de trans-resveratrol, em relação ao material 

produzido sob a luz fluorescente branca.A incubação sob LED misto induziu uma 

produção de trans-resveratrol significativamente maior do que o observado nas 

amostras mantidas sob os LEDs azul ou vermelho, isoladamente (Figura 15, Tabela 3). 

A análise cromatográfica também indicou a presença de outras substâncias com tempos 

de retenção de 7 a 9 minutos, próximos aos do trans-resveratrol (tR = 8,6 min), 

sugerindo a  existência de outros estilbenos nos extratos de A. repens ( Figura 16). Os 

cromatogramas das diferentes amostras que apresentaram valor significativo de trans-

resveratrol encontram-se em anexo. 
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Figura 15– Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais 

incubados sob LED misto (vermelho + azul). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de 

calos de A. repens. Seta vermelha indicando o sinal encontrado característico do trans-

resveratrol. 

 

 

Tabela 3 – Concentração de trans-resveratrol nas amostras de calos derivados de 

segmentos nodais e internodais de A. repens incubados sob diferentes tipos de luz. 

 

 

 

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led misto (vermelho+ azul); LeB- Led 

branco; LeV- Led vermelho. (nd) Não detectado; (tr) Traço- sinal abaixo do limite de quantificação. 

Nota: Os dados representam média ± desvio padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma 

letra não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 

 

Extrato bruto 

Concentração de trans-resveratrol (mg/g de peso fresco) 
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segmentos nodais 
tr 0,29±0,002e 7,45±0,05a 0,65±0,01d 2,32±0,007c 
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nd tr 2,55±0,008b 0,35±0,004e tr 
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Figura 16–Sobreposição do perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais de A. repens incubados sobdiferentes 

tipos de luz. 

Luz branca 

Led azul 

Led misto 

Led branco 

Led vermelho 

Legenda: seta vermelha indica sinal do trans-resveratrol nos diferentes tipos de luz. 5
5
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4.3  Determinação do conteúdo fenólico 

 

 

Na análise do conteúdo de fenóis, foi observado que os extratos preparados a partir de 

calos derivados de segmentos internodais incubados sob luz fluorescente branca e de 

segmentos internodais incubados sob LED misto apresentaram maiores teores, com o 

equivalente a 65,6±0,01 e 52,07±0,01 mg de ácido gálico/g de extrato, respectivamente 

(Figura 17).  

 

 

Figura 17– Conteúdo fenólico de extratos de calos derivados de segmentos nodais e 

internodais incubados em diferentes tipos de luz, expressos em mg de equivalente de 

ácido gálico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + azul); LeB- Led 

branco; LeV- Led vermelho.  
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4.4  Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

 

4.4.1 Ensaio DPPH 

 

 

A avaliação da atividade antioxidante dos extratos de diferentes materiais de A. repens 

revelou a existência de substâncias com potencial antioxidante, evidenciada pela 

redução do radical DPPH, em todas as amostras testadas. 

Os valores de CE50 variaram entre 5,5 a 20,4 g L-1 nos extratos de calos derivados de 

segmentos nodais obtidos sob diferentes tipos de luz, enquanto queextratos de calos 

derivados de segmentos internodais apresentaram valores entre 6,8 e 21,1 g L-1(Tabela 

4). Os extratos de calos obtidos a partir de segmentos nodais cultivados sob LED misto 

e branco apresentaram o menor valor de CE50 (5,5 e 6,0 g L-1), com maior percentual de 

captura de DPPH (Figura 18 A). Por outro lado, o menor percentual de captura foi 

observado nos extratos de calos obtidos sob luz fluorescente branca (Figura 18, Tabela 

4).Em geral, os extratos dos materiais produzidos a partir de segmentos nodais sob os 

diferentes tipos de LEDapresentaram maior potencial antioxidante que os materiais 

produzidos sob luz fluorescente branca(Tabela 4). 

 

Tabela 4–Concentração de extrato necessária para reduzir em 50 % a concentração 

inicial do radical DPPH(CE50) dos extratos etanólicos de calos derivados de segmentos 

nodais e internodais produzidosin vitroe incubados sob diferentes tipos de luz. 

 

Tipo de luz 

CE50(g L-1) de extratos de calos derivados de  

segmentos caulinares 

Segmento nodal Segmento internodal 

LF 20,4±1,3d 21,1±1,1b 

LeA 8,4±1,0b 7,1±1,0a 

LeM 5,5±1,1ª 6,8±2,9ª 

LeB 6,0±0,9ab 7,7±0,5ª 

LeV 15,3±5,4c 16,5±5,4b 

 

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + 

azul); LeB- Led branco; LeV- Led vermelho. Nota: Os dados representam média ± desvio 

padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças 

estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 
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Figura 18– Percentual de captura do radical DPPH por extratos de calos derivados de 

segmentos nodais e internodais incubados sob diferentes tipos de luz.   

 
 

 
 
Legenda:A. Extratos de calos derivados de segmentos nodais B. Extratos de calos derivados de 

segmentos internodais. LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + 

azul); LeB- Led branco; LeV- Led vermelho.  
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Os valores de conteúdo fenólico, atividade antioxidante e teor de trans-resveratrol 

obtidos encontram-se apresentados na tabela abaixo.  

 

 

Tabela 5 – Comparação de conteúdo fenólico, atividade antioxidante e teor de trans-

resveratrol em extratos de calos de segmentos nodais e internodais de A. repens obtidos 

sob diferentes tipos de luz  

 

 
Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + azul); LeB- Led 

branco; LeV- Led vermelho; (nd) Não detectado; (tr) Traço- sinal abaixo do limite de quantificação. 

Nota: Os dados representam média ± desvio padrão. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra 

não apresentam diferenças estatísticas pelo teste de Tukey (p< 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo de luz 

Tipo de explante 

Segmento nodal 

 

Segmento internodal 

Conteúdo 

fenólico 

(mg EAG/g) 

CE50 

 (g L-1) 

[ ] trans- 

resveratrol 

(mg/g) 

Conteúdo 

fenólico 

(mg EAG/g) 

CE50 

 (g L-1) 

[ ] trans- 

resveratrol 

(mg/g) 

LF 39,2±0,01b 20,4±1,3d tr 45,6±0,01a 21,1±1,1b nd 

LeA 45,6±0,02ab 8,4±1,0b 0,29±0,002e 39,2±0,02b 7,1±1,0a tr 

LeM 52,07±0,01a 5,5±1,1ª 7,45±0,05a 38,5±0,01b 6,8±2,9ª 2,55±0,008b 

LeB 8,50±0,007c 6,0±0,9ab 0,65±0,01d 4,07±0,006d 7,7±0,5ª 0,35±0,004e 

LeV 3,29±0,03d 15,3±5,4c 2,32±0,007c 12,07±0,04c 16,5±5,4b tr 
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DISCUSSÃO 

 

 

Considerando que as condições de cultura desempenham um importante papel na 

indução da resposta morfogênica in vitro, neste trabalho foi analisado o efeito de 

diferentes fontes de luz no estabelecimento de plantas in vitro a partir de segmentos 

caulinares, na indução de calos a partir de explantes de plantas in vitrona produção de 

metabólitos secundários de A. repens. 

 A luz é um importante fator para a morfogênese vegetal. Sendo assim, os componentes 

como a qualidade, quantidade, direção e periodicidade, podem modular de forma direta 

ou indireta o crescimento e desenvolvimento de uma planta (GARELLO et al., 1995). A 

composição, intensidade e comprimento de onda são também importantes para 

determinar a velocidade do crescimento das células, a acumulação de pigmentos e a 

diferenciação dos plastídios (ARNIM & DENG, 1996).  

O comprimento de onda e a densidade de fluxo luminoso têm efeitos significativos no 

cultivo in vitro.Os efeitos de diferentes LEDs na morfogênese de espécies como Musa 

spp. (NHUT et al.,2002), Lactuca sativa (OKAMOTO, YANAGI & TAKITA,1996), 

Capsicum annuum (BROWN, SCHURGER &SAGER,1995), Solanum tuberosum (JAO 

& FANG, 2004), Spinacia oleracea(YANAGI & OKAMOTO, 1997), Protea 

cynaroides (WU & LIN, 2012), entre outras, têm sido bem documentados na literatura. 

Segmentos caulinares de A. repens apresentaram maior alongamento da parte aérea 

quando cultivados sob LED vermelho. Resultados semelhantes foram obtidos em 

culturas de Zantedeschia albomaculata, em que o maior alongamento de brotos ocorreu 

quando cultivados sob luz vermelha ou azul (RIBEIRO et al.,2009). Na multiplicação in 

vitro do morangueiro, as brotações de maior comprimento também foram obtidas sob 

LED vermelho (ROCHA et al., 2010). Esses resultados podem estar relacionadosà 

indução da síntese de auxinas em folhas pela luz vermelha, conforme descrito por Muir 

e Zhu (1983). Além disso, a luz vermelha é importante para o desenvolvimento do 

aparato fotossintético e para o acúmulo de amido, já que possui um espectro próximo da 

absorbância máxima das clorofilas e fitocromos (ROCHA et al., 2010; MALUTA et al., 

2013). Por outro lado, resultados distintos dos obtidos neste trabalho foram descritos 

para explantes de Alternanthera brasiliana e em culturas de Spathiphyllum,que 
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apresentaram maior alongamento dos brotos sob LED azul e misto, respectivamente 

(NHUT et al., 2005;RIBEIRO et al., 2009).  

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramtambém um efeito positivo do LED 

vermelho enraizamento, e do LED azul para uma maior produção de folhas. Uma 

possível explicação é que apenas os fótons de comprimento de onda de 400 a 700nm 

são utilizados na fotossíntese e cerca de 90% dessa radiação fotossinteticamente ativa é 

absorvida pelas folhas, sendo o restante refletido na superfície foliar (PEREIRA & 

SILVA, 2007).  

Na avaliaçãodo efeito da luz na indução de calogênese a partir de explantes de plantas 

in vitrode A. repens, segmentos nodais e internodais apresentaram formação de 

diferentes tipos de calos (compactos, friáveisou mistos), de acordo com a qualidade da 

luz.A maior taxa de calogênese a partir de segmentos nodais foi observada nas culturas 

incubadas sob LED vermelho ou LED azul,enquanto que segmentos internodais 

apresentaram maior eficiência de calogênese quando cultivados sob LEDs branco ou 

misto.  

O crescimento e desenvolvimento de calos também dependem do comprimento de onda 

e da intensidade luminosa (SEIBERT, WETHERBEE & JOB, 1975). Estudos sobre o 

efeito dos LEDs sobre a formação de calos e indução de embriogênese já foram 

realizados em algumas espécies, incluindo cana-de-açúcar (FERREIRA et al., 2016) e 

Agave tequilana (RODRÍGUEZ-SAHAGÚN et al., 2011). Em Panax vietnamiensis 

(NHUT et al., 2015) e Oncidium (CHUNG et al., 2010), o LED misto (vermelho + azul) 

foi considerado o mais eficiente para crescimento de calos e embriões somáticos. Em A. 

repens, a produção de embriões pode ser observada sob os LEDs azul, branco e 

vermelho. 

A indução de calos embriogênicos já foi observada com a adição de 2,4-D no meio de 

cultura em diferentes espécies (FEHÉR et al., 2002; FEHÉR, PASTERNAK & 

DUDITS, 2003; ZHANG, LI & KONG, 2007), e em resposta a BAP em algumas 

espécies do gênero Arachis, com a produção de embriões em estádio cotiledonar e 

torpedo (PACHECO et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados neste 

trabalho, tendo sido obtidos calos embriogênicos com a formação de embriões nos 

mesmos estádios, porém utilizando meio de cultura suplementado com o TDZ. Diversos 

trabalhos já demonstraram que a utilização de TDZ, 2,4-D ou BAP, isoladamente ou em 

combinação, é eficaz para indução de calos embriogênicos em diferentes cultivares de 
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Coffea (SILVA, 2003; MARQUES, 2005; FIGUEIRA, 2005; SILVA et al., 2009), 

Zantedeschia (DUQUENNE et al., 2006) e Ocimum basilicum L. (COSTA et al., 2015).  

A cultura de calos não morfogênicos, em geral, é conduzida com o objetivo de 

investigar o potencial de produção de substâncias bioativas com interesse 

farmacológico. Neste trabalho, calos produzidos sob diferentes tipos de luz foram 

avaliados do ponto de vista do perfil fitoquímico, conteúdo fenólico e atividade 

antioxidante.  

A extração é a primeira e mais importante etapa para o isolamento e a purificação de 

substâncias bioativas (ĆUJIĆ et al., 2016). A maceração, uma técnica convencional, é 

muito utilizada para a extração de compostos fenólicos (AZMIR et al., 2013; LIMA et 

al., 2004; CANUTO, SILVEIRA & BEZERRA, 2010). Nesse método, o tipo e a 

concentração do solvente, assim como tempo de maceração, também influenciam a 

eficiência de extração de diferentes substâncias (CUJIC et al., 2016). Dessa forma, no 

preparo de extratos etanólicos de A. repens, foi avaliado inicialmente o efeito do tempo 

de maceração em etanol.  

Na quase totalidade dos tecidos avaliados, os extratos de A. repens obtidos com maior 

tempo de maceração apresentaram menor eficiência na extração do trans-resveratrol, 

sendo o tempo de 30 minutos escolhido para a preparação dos extratos posteriores. Este 

fato pode estar relacionado à degradação de substâncias durante períodos mais 

prolongados (CHEN et al., 2016). Ćujić et al. (2016), observaram que o melhor tempo 

de maceração para extrair compostos fenólicos em espécies de Aronia era de 60 

minutos, e que tempos superiores a 90 minutos não aumentavam a eficiência do 

processo. Por outro lado, Radojković et al. (2016) obtiveram melhor eficiência de 

extração de compostos fenólicos e flavonoides partir de folhas de Morusapós 24 horas 

de maceração.  

Diversas substâncias bioativas já foram descritas no gênero Arachis,tanto em plantas 

desenvolvidas em condições naturais quanto em materiais obtidos in vitro, sendo os 

estilbenos,onde se inclui o trans-resveratrol, a principal classe encontrada(PARK et al., 

2003; KU et al. 2005;LIN et al., 2007;  YANG et al., 2010a; YANG et al., 2010b;  

LOPES et al., 2011; KIM  et al., 2013; SANTOS, 2016).Neste trabalho, a CCD foi 

utilizada como técnica preliminar para detecção detrans-resveratrolem extratos dos 

calos incubados em diferentes qualidades de luz, por ser uma técnica rápida e de fácil 

interpretação. Foram encontradas bandas azuis, correspondentes a polifenois, e bandas 
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alaranjadas, características de flavonoides, de forma semelhante ao descrito por Santana 

et al (2007).  

O teor e o tipo de estilbenosencontrados podem ser influenciados pela eliciação com luz 

ultravioleta (CHUNG et al., 2003; MEDINA-BOLIVAR et al., 2003; KU et al., 2005; 

CHANG et al., 2006) ou eliciadores bióticos (YANG et al., 2010a; YANG et al., 2010b; 

RAO, WADIA & STRANGE, 1996). Neste trabalho, a qualidade de luz influenciou o 

teor de trans-resveratrol e de outras substâncias com tempos retenção próximos, as 

quais, provavelmente representam tipos diferentes de estilbenos. 

Na análise quantitativa por CLAE-DAD-UV aqui realizada, os extratos de calos 

derivados de segmentos nodais de A. repens obtidos sob LED misto apresentaram 

teoresde trans-resveratrol significativamente mais elevados (7,45 mg/g de peso fresco) 

do que a maioria dos valores encontrados na literatura. Esse valor corresponde, por 

exemplo, a um teor 79 vezes maior do que o máximo obtido por Santos (2016), em um 

estudo comparativo de diversos materiais de cinco cultivares de A. hypogaea (0,094 

mg/g de peso fresco).Sanders et al (2000) analisaram grãos de 15 cultivares do 

amendoim cultivado (A. hypogaea) e detectaram teoresentre 0,02 e 1,79µg/g.Resultados 

semelhantes foram relatados por Tokusüoglu et al (2005) em cultivares de amendoim da 

Turquia e concentrações menores também foram encontradas emuva (750 µg/g de peso 

fresco) (CANTOS, ESPN & TOMS-BARBEN, 2001 e 2002; DOUILLET-BREUIL et 

al, 1999).  

A capacidade antioxidante dos extratos vegetais está principalmente relacionada com os 

compostos fenólicos que são sintetizados pelas plantas em resposta a estresses abióticos 

ou bióticos (infecção, estresse hídrico, estresse causado pela baixa temperatura ou pela 

intensidade luminosa) (SAPTARINI, WARDATI & JULIWATI, 2013). Neste trabalho, 

os extratos analisados por CLAE foram também avaliados quanto ao teor de compostos 

fenólicos, sendo os resultados correlacionados à atividade antioxidante dos materiais, 

com base no ensaio de captura do radical DPPH.A atividade antioxidante foi 

significativamente aumentada nos extratos de calos de A. repens obtidos sob LEDs 

misto e azul, os quais apresentaram um teor mais elevado de fenóis, de forma 

semelhante ao observado em Spondias pinnata (HAZRA, BISWAS & MANDAL, 

2008).  

O efeito da qualidade de luz no teor de compostos fenólicos pode variar de acordo com 

a espécie. Li & Kubota (2009) demonstraram um aumento de compostos fenólicos em 

plantas de alface mantidas sob LEDs vermelho e verde, ao contrário do observado nas 
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culturas sob LED azul. Resultados semelhantes foram encontrados em extratos de 

culturas de Pleorotus eryngii e Hordeum vulgare, que apresentaram maior atividade 

antioxidante sob LED azul e menor atividade sob LED vermelho (JANG et al., 2011; 

LEE & HYUN, 2011). Yong et al (2008) observaram um aumento de 34% de atividade 

antioxidante nos extratos de materiais de Amaranthus spp. incubados sob LED misto e 

azul em relação ao controle. Outros trabalhos também relataram o aumento de diversas 

substâncias em tomate (GILIBERTO et al., 2005), café (RAMALHO et al., 2002) e 

alface (OHASHI-KANEKO et al., 2007), na presença de luz azul e, em Cranberry, sob 

luz vermelha. Por outro lado, foi também demonstrado que a associação de luz 

vermelha e azul (LED misto) é eficaz para o desenvolvimento de diversas espécies (LIN 

et al., 2013; JOHKAN et al., 2011). Portanto, esses resultados demonstram a viabilidade 

de otimizar o aumento da concentração de diversas substancias utilizando diferentes 

qualidades de luz (LI & KUBOTA, 2009). 

Neste trabalho, não houve uma correlação positiva entre o teor de compostos fenólicos e 

a atividade antioxidante de extratos de calos produzidos sob luz fluorescente branca, os 

quais apresentaram grande quantidade desses compostos, porém com menor atividade. 

Estes resultados podem ser consequência da ação de outros constituintes que não sejam 

polifenois, considerando que várias substâncias na célula possuem potencial 

antioxidante. Além disso, para que compostos fenólicos sejam considerados 

antioxidantes e possam exercer seu papel biológico, é preciso que sejam capazes de 

retardar a velocidade da auto-oxidação ou oxidação mediada por radicais livres, ainda 

que em baixas concentrações, e também que o produto formado após a reação seja 

estável (RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996; SOARES et al., 2008). Sendo 

assim, ainda que o extrato apresente grande quantidade de compostos fenólicos, podem 

não ter ação antioxidante. 

No gênero Arachis, diversos estudos já foram realizados utilizando o ensaio de captura 

do radical DPPH (ABBASI et al., 2009; LOPES et al., 2013; BRAGA et al., 2016; 

CAMARGO et al., 2011; CHANG et al., 2006), sendo o potencial antioxidante de 

extratos de diversos materiais associado principalmente ao resveratrol (LOPES et al., 

2013). Neste trabalho, o maior teor de trans-resveratrol foi encontrado nos calos 

produzidos sob LED misto, cujos extratos apresentaram um potencial antioxidante 

maior que aqueles de calos obtidos sob as outras qualidades de luz testadas. Esses 

extratos também apresentaram produção de outras substâncias com tempo de eluição 
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próximo ao trans-resveratrol, o que sugere que sejam seus derivados, possivelmente 

relacionados também à atividade antioxidante.  

O conjunto dos resultados deste trabalho permitiu o estabelecimento culturas de calos 

sob os diferentes tipos de LEDs. A análise desses materiais revelou diferenças 

significativas nos teores de compostos fenólicos, incluindo o trans-resveratrol, assim 

como no potencial oxidante dos extratos. Dessa forma, os sistemas de cultura aqui 

desenvolvidos, em especial os calos formados sob LED misto, podem vir a ser 

utilizados como uma alternativa para a produção de estilbenos com ação antioxidante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



66 

 

 CONCLUSÕES 

 

 

 A utilização do LED vermelho mostrou-se mais eficiente para o estabelecimento 

e crescimento de plantas in vitro a partir de segmentos caulinares excisados de 

plantas mantidas em telado e cultivados em meio MS0, uma vez que, nessas 

condições, foi possível obter plantas maiores, em tempo reduzido; 

 O uso de LED branco induziu a maior taxa de calogênese, enquanto que a 

utilização dos LEDs azul ou vermelho permitiu a formação de calos 

organogênicos e embriogênicos; 

 As análises cromatográficas indicaram a presença de resveratrol e outros 

estilbenos característicos do gênero Arachis nos calos formados sob LED misto. 

Além disso, a qualidade de luz induziu o aumento da quantidade dessas 

substâncias em relação à luz fluorescente branca; 

 Os extratos de calos derivados de segmentosnodaisou internodaisincubados 

sobLED misto apresentaram significativo conteúdo fenólico e ação antioxidante. 

. 
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 PERSPECTIVAS 

 

 

 Identificação das substncias presentes nos diferentes extratos dos materiais 

incubados sob os diferentes tipos de LEDs testados; 

 Determinar as variações nos conteúdos de proteínas, nos calos provenientes dos 

diferentes tipos de LED testados. 
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APÊNDICE A - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais incubados sob luz fluorescente branca 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 

Datafile Name:Amostra-1-D-R1.lcd
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APÊNDICE B - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED azul.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 

Datafile Name:Amostra-3-D-R1.lcd
Sample Name:Resveratrol
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APÊNDICE C -Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED azul.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 
  

Datafile Name:Amostra-4-D-R1.lcd
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APÊNDICE D - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED misto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 
 

Datafile Name:Amostra-6-D-R1.lcd
Sample Name:Resveratrol
Sample ID:Resveratrol
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APÊNDICE E - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED branco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 

Datafile Name:Amostra-7-D-R1.lcd
Sample Name:Resveratrol
Sample ID:Resveratrol
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APÊNDICE F - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED branco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 
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APÊNDICE G - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 

 

Datafile Name:Amostra-9-D-R1.lcd
Sample Name:Resveratrol
Sample ID:Resveratrol
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 APÊNDICE H - Perfil cromatográfico dos extratos etanólicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Legenda: Linha azul- padrão comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanólico de calos de A. repens 

 

Datafile Name:Amostra-10-D-R1.lcd
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