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RESUMO 
 

ROCHA, Adriana Silva da. Produção de carotenoides em culturas in vitro de Cleome rosea 
Vahl ex DC (Capparaceae) e avaliação de sua toxicidade e potencial antioxidante. 2012. 
94 f. Dissertação (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 
 

A produção e a otimização de substâncias de valor medicinal têm sido alcançadas pelo 
uso das técnicas de cultura de tecidos vegetais, que têm apresentado grande relevância quando 
se considera o status de conservação de uma espécie ou sua ocorrência em ambientes 
ameaçados. No presente trabalho foi avaliada a produção de carotenoides em culturas de calos 
e células em suspensão de Cleome rosea Vahl ex DC, espécie nativa encontrada em áreas de 
restinga nos estados do Rio de Janeiro e de São Paulo. Plantas micropropagadas obtidas a 
partir de raízes produzidas in vitro foram usadas como fonte de explantes para o início das 
culturas de calos. A produção de massa calogênica foi avaliada em meio MS suplementado 
com diferentes concentrações das auxinas ácido 2,4-diclorofenoxiacético e ácido 4-amino-
3,5,6-tricloropicolínico, na presença de luz ou no escuro. O uso de diferentes meios básicos de 
cultura (B5, Nitsch, White) também foi avaliado. A calogênese foi induzida em todos os 
tratamentos, entretanto a maior produção de biomassa foi alcançada pelas culturas mantidas 
na presença de luz. A maior produção de massa calogênica foi obtida em culturas iniciadas no 
meio MS suplementado com 0,2 mg.L-1 de 2,4-D. A exposição das culturas à luz foi um fator 
essencial para a produção de carotenoides, que só ocorreu nas culturas mantidas nessa 
condição. Culturas de calos foram submetidas a tratamentos com substâncias elicitoras 
(extrato de levedura, metil jasmonato, quitosana) em diferentes concentrações e por um 
período de exposição de sete ou 14 dias visando otimizar a produção do pigmento. A maior 
produção de carotenoides nas culturas elicitadas foi alcançada com o tratamento com metil 
jasmonato (MJ) na concentração de 300 µM, independentemente do tempo de exposição ao 
elicitor. Análises cromatográficas mostraram que o processo de elicitação com MJ induziu ao 
aumento na produção de β-caroteno. Calos elicitados nessa condição foram usados para 
iniciar culturas de células em suspensão (CCS). Estas culturas foram acompanhadas por três 
subculturas realizadas a cada 20 dias, durante a fase exponencial de crescimento. Embora as 
CCS tenham mantido uma produção de biomassa constante ao longo das subculturas, os 
valores de produção de carotenoides foram inferiores àqueles alcançados pelas culturas de 
calos e não houve diferenças estatísticas significativas quando comparadas às CCS iniciadas a 
partir de calos não elicitados. Extratos de calos produzidos em meio MS suplementado com 
0,2 mg.L-1 de 2,4-D foram avaliados quanto à sua capacidade antioxidante por meio da 
incubação dos extratos com DNA plasmidial em presença de cloreto estanoso (SnCl2), um 
potente agente redutor capaz de produzir quebras na molécula de DNA. Os extratos foram 
avaliados em concentrações crescentes (25 - 500 µg.mL-1) e  apresentaram uma proteção dose 
dependente à ação do SnCl2. Estudos de toxicidade com o modelo de Artemia salina 
demonstraram que os extratos não apresentaram toxicidade nas concentrações avaliadas. Os 
resultados alcançados mostram que a elicitação foi eficiente para a otimização da produção de 
β-caroteno nas culturas in vitro e que os extratos obtidos a partir desses materiais 
apresentaram atividade antioxidante, indicando o êxito das técnicas de cultura de tecidos para 
a produção deste metabólito sob condição in vitro.  
 
Palavras-chave: Planta medicinal. Produção de metabólitos in vitro. Cultura de calos. Cultura 
de células em suspensão.  
 
 



 

ABSTRACT 
 

The production and optimization of plants secondary metabolites with medicinal value 
have been achieved by using plant tissue culture techniques, which have showed great 
relevance when considering the conservation status of a species or their occurrence in 
degraded environments. The present study assessed the production of carotenoids in callus 
and cell suspension cultures of Cleome rosea Vahl ex DC (Capparaceae), a Brazilian native 
herbaceous species that occurs mainly in coastal sandy plains (restingas) in the states of Rio 
de Janeiro and São Paulo. Micropropagated plants obtained from in vitro roots were used as 
source of explants for callus cultures. Callus biomass accumulation was evaluated on MS 
medium supplemented with different concentrations of the auxins 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) and 4-Amino-3,5,6-trichloropicolinic acid (PIC), in the presence of light and in 
the dark. The use of different culture basal media (B5, Nitsch, and White) was also evaluated. 
Calogenesis was induced in all treatments; however greater efficiency was achieved by 
cultures maintained in the light. Exposure of cultures to light was also an essential factor to 
induce the production of carotenoids. The highest biomass accumulation was achieved by 
cultures established on MS medium supplemented with 0.2 mg.L-1 2,4-D. Callus cultures 
were subject to treatments with a range of elicitors (chitosan, methyl jasmonate, yeast 
extract), at different concentrations and time of exposure (7 or 14 days). The highest 
production of carotenoids was achieved by cultures treated with 300 µM methyl jasmonate 
(MJ), regardless of time exposure. The chromatographic analysis showed that elicitation with 
MJ induced an increase in the production of β-carotene. Elicited calluses were used to 
establish cell suspension cultures (CSC). These cultures were evaluated during three 
subsequent subcultures performed at 20 days each during the exponential growth phase. 
Although the CSC have maintained a steady biomass accumulation along successive 
subcultures, carotenoids content were lower than those achieved by callus cultures and did not 
present significant differences when compared to CSC established from no elicited callus. 
Extracts of callus obtained from MS medium supplemented with 0.2 mg.L-1 2,4-D were 
evaluated for their antioxidant potential. These extracts were incubated with plasmid DNA in 
the presence of stannous chloride (SnCl2), a potent reduced agent. Extracts were used at 
increasing concentrations (25 - 500 µg.mL-1) and showed a dose-dependent protective action, 
regardless of their origin. Studies of toxicity using the brine shrimp lethality bioassay revealed 
that the extracts were not toxic at tested concentrations. This study showed that the use of 
elicitation was a powerful tool in the optimization of β-carotene production in in vitro cultures 
of C. rosea and that extracts obtained from these cultures have antioxidant activity, indicating 
the success of plant tissue culture techniques for production of this metabolite under in vitro 
condition. 
 

Keywords: Medicinal plant. In vitro production of metabolites. Callus culture. Cell 
suspension culture.  
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INTRODUÇÃO 

 Carotenoides  

 

As plantas são fontes de um grande número de substâncias que embora não atuem 

diretamente nos processos vitais, desempenham importantes funções na interação dos vegetais 

com o meio ambiente. Essas substâncias apresentam uma origem química bastante 

diversificada e são sintetizadas por vias que constituem o chamado metabolismo secundário, 

sendo denominadas de metabólitos secundários ou especiais (CASTRO et al., 2004). Entre os 

metabólitos secundários encontram-se os carotenoides, hidrocarbonetos altamente 

insaturados, pertencentes à classe dos terpenoides. A biossíntese destas substâncias ocorre a 

partir da condensação de três moléculas de acetilCoA, formando o hidroximetilglutarilCoA, 

que é posteriormente reduzido a ácido mevalônico. O ácido mevalônico ou mevalonato é 

precursor primário do pirofosfato de isopentenila (IPP), que é a base de todos os terpenoides 

(DEWICK, 2009). Os carotenoides são geralmente tetraterpenoides (C40) constituídos por 

oito unidades de isopreno (C5). A cadeia poliênica pode conter de três a quinze ligações 

duplas conjugadas, sendo seu número responsável pelo sinal de absorção característico da 

molécula, que varia de 410 a 510 nm. Além disso, para que o carotenoide apresente coloração 

é necessária a presença de, pelo menos, sete ligações duplas conjugadas (DA SILVA, 2001; 

GHIGGI, 2007; TRÊS et al., 2007; UENOJO; JUNIOR; PASTORE, 2007; VALDUGA et al., 

2009). Tais pigmentos apresentam ampla distribuição na natureza, sendo responsáveis por 

uma grande variedade de cores, como o amarelo brilhante, o alaranjado e o vermelho. Estão 

presentes em plantas, algas, bactérias, fungos, em alguns pássaros, como o flamingo e o 

canário e também em alguns insetos e animais marinhos, como camarão, lagosta e salmão. 

Mais de 650 carotenoides já foram isolados e identificados (LINS; KWOK; DORAN, 2006; 

GHIGGI, 2007; UENOJO, JUNIOR; PASTORE, 2007).  

Nas plantas, os carotenoides são produzidos nos cloroplastos e desempenham 

importantes funções como fotoprotetor e pigmento acessório no processo de fotossíntese, 

além de servirem como precursores na síntese de outras substâncias, como por exemplo, do 

fitormônio ácido abscísico (ABA) (SQUINA; MARCADANTE, 2003; RAMOS, 2008; 

TANAKA, SASAKI; OHMIYA, 2008). Essa classe de pigmentos pode ser dividida em dois 

grandes grupos: os carotenoides formados apenas por carbono e hidrogênio, denominados de 
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carotenos (hidrocarotenoides), como o β-caroteno e o licopeno; e os carotenoides oxidados 

(oxicarotenoides), chamados de xantofilas, como a luteína e a zeaxantina, caracterizados por 

apresentarem grupos substituintes com oxigênio (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os tipos de carotenoides encontradas nas plantas variam de acordo com o órgão e da 

espécie analisada. É comum encontrar carotenoides como zeaxantina, violanxantina, 

anterxantina e luteína em folhas e caules. Por outro lado, os tecidos não verdes apresentam 

composições distintas de carotenoides, de acordo com a espécie vegetal, como por exemplo, o 

acúmulo de licopeno no tomate. Em geral, as plantas não acumulam carotenoides nas raízes, 

sendo a cenoura e a batata doce duas exceções (TANAKA, SASAKI; OHMIYA, 2008). 

Algumas plantas acumulam em suas pétalas carotenoides específicos exclusivos do respectivo 

gênero ou espécie, os quais conferem uma coloração que vai do laranja ao vermelho. Este fato 

é constatado nas espécies Adonis aestivales e a A. annua, que apresentam pétalas de coloração 

vermelha resultante do acúmulo de astaxantina, carotenoide pouco frequente em plantas, 

sendo mais encontrado em bactérias, fungos e algas (TANAKA, SASAKI; OHMIYA, 2008). 

 

 

 

Importância econômica e medicinal dos carotenoides 

Figura 1 - Estrutura química de alguns carotenoides de interesse comercial (RAMOS, 2008).   
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Pesquisas indicam uma relação entre a ingestão de alimentos ricos em carotenoides e a 

diminuição da incidência de certos tipos de câncer, como por exemplo, de rins e de próstata, o 

que é atribuído ao seu potencial antioxidante. Essas biomoléculas ativas sequestram o 

oxigênio singleto, removem os radicais peróxido, inibem a proliferação celular, estimulam a 

comunicação entre as células e aumentam a resposta imune (KRINSKY, 1994; RAO; 

AGARWAL, 2000). Alguns estudos também sugerem que a quantidade plasmática de 

carotenoides poderia ser utilizada como um indicador de saúde em pessoas de idade avançada, 

uma vez que já foram descritas associações significativas entre baixas concentrações de 

carotenoides e alta incidência de mortalidade (SOUZA et al., 2004; AZEVEDO et al., 2006). 

Entre os carotenoides, destaca-se o β-caroteno, o mais abundante do grupo presente 

nos vegetais e que desempenha entre suas funções biológicas mais importantes a de atuar 

como precursor da vitamina A. Esta vitamina é essencial para a diferenciação celular, a visão, 

o crescimento ósseo, a reprodução e a integração do sistema imunológico (COSTA, 2004; 

SOUZA et al., 2004). Alguns estudos têm preconizado que o β-caroteno pode desempenhar 

um papel relevante na redução do risco de câncer de pulmão, sendo considerado um potencial 

anticarcinogênico de origem alimentar (NAVES, 1998; VOORRIPS et al., 2000).  

Além da comprovada atividade medicinal e nutracêutica, os carotenoides pertencem ao 

grupo de substâncias naturais cada vez mais empregadas como corantes. Nos últimos anos 

têm se observado um crescente aumento da rejeição ao uso de corantes artificiais. Muitas 

destas substâncias sintéticas são derivadas de produtos petroquímicos, o que causa 

preocupações quanto a possíveis alterações orgânicas causadas por sua ingestão ao longo do 

tempo (GHIGGI, 2007). Diante deste fato, foram formuladas leis que regulam o uso de 

corantes, com o objetivo de proteger a saúde da população. Essa situação tem resultado na 

redução do número de corantes artificiais permitidos em alimentos em vários países (DA 

SILVA, 2001), o que tem aumentado o interesse em pesquisas sobre pigmentos naturais, não 

só para aplicação em alimentos, como também nas indústrias farmacêutica, cosmética, têxtil e 

de papel e celulose, além do recente interesse de fabricantes de tintas para paredes (GHIGGI, 

2007). Segundo dados mencionados por Ghiggi (2007), o mercado de pigmentos naturais 

apresenta um crescimento de 5 a 10% ao ano, enquanto o crescimento previsto para os 

corantes artificiais é de 3 a 5%. 

As fontes de pigmentos naturais atualmente em uso são plantas, alguns animais e 

micro-organismos. Os corantes naturais mais utilizados em alimentos são o carmim, 

betalaínas, cochonilha, antocianinas, clorofila e bixina (DA SILVA, 2001; GHIGGI, 2007). 
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Uma vantagem no desenvolvimento de corantes derivados de fontes naturais é que muitos 

possuem propriedades medicinais, como é o caso dos carotenoides astaxantina, licopeno e β-

caroteno (GHIGGI, 2007).  

Os carotenoides utilizados comercialmente são obtidos por síntese química ou 

extração a partir de plantas e/ou algas, sendo que grande parte dos processos biotecnológicos 

para a obtenção destes pigmentos baseia-se no cultivo de micro-organismos como leveduras e 

microalgas (VALDUGA et al., 2009).  No entanto, a crescente demanda por pigmentos 

naturais e o desafio de produzir essas substâncias em escala industrial, têm levado a um 

aumento na busca por novas estratégias que atendam a essas exigências, resultando em um 

crescente interesse na produção de carotenoides por meio de processos biotecnológicos (DA 

SILVA, 2001; Três et al., 2007; UENOJO; JUNIOR; PASTORE, 2007; VALDUGA et al., 

2009). Neste contexto, ganha destaque o uso das técnicas de cultura de tecidos vegetais como 

uma potente estratégia de produção in vitro de substâncias de interesse comercial.   

 

 

Cultura de tecidos vegetais 

 

 

 A cultura de tecidos vegetais consiste no cultivo de células, tecidos ou órgãos em meio 

nutritivo, sob condições assépticas e controladas de luz e temperatura. As culturas são 

iniciadas a partir de pequenos fragmentos de tecidos vegetais, denominados de explantes. As 

técnicas de cultura de tecidos baseiam-se no princípio da totipotência celular, segundo a qual 

as células vegetais, em sua maioria, preservam a capacidade de retornar ao seu estado 

meristemático e redefinir seu padrão de diferenciação. Desta forma, nas condições in vitro, os 

explantes podem regenerar órgãos ou plantas completas por meio da indução dos processos de 

desdiferenciação e rediferenciação, que são desencadeados, principalmente, pela 

suplementação do meio de cultura com reguladores de crescimento (TERMIGNONI, 2005).  

Os primeiros trabalhos com cultura de tecidos vegetais datam de 1902, quando o 

botânico Gottlieb Haberlandt cultivou tecidos somáticos de várias espécies de plantas em 

soluções nutritivas.  No entanto, o primeiro trabalho com aplicação prática foi realizado em 

1925 por Laibach, que conseguiu recuperar plantas híbridas obtidas de cruzamentos 

incompatíveis entre Linum austriacum L. x L. perenne L. Em 1960, Morel conseguiu reduzir 
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o tempo de propagação de orquídeas utilizando culturas de ápices caulinares (FIGUEIREDO; 

TAKITA, 2004).  

As técnicas de cultura de tecidos têm sido utilizadas com diferentes objetivos, como a 

produção em grande escala de mudas, o melhoramento genético e a indução e/ou otimização 

da produção dos metabólitos secundários. Devido à sua ação nas plantas, muitos destes 

metabólitos apresentam importantes atividades medicinais e sua síntese in vitro, via cultura de 

tecidos, tem sido intensamente investigada (RAMACHANDRA RAO ; RAVISHANKAR, 

2002; COLLIN, 2004; NASIM et al., 2010).    

Uma das principais técnicas de cultura de tecidos é a propagação in vitro ou 

micropropagação, que consiste na proliferação de plantas sob condições in vitro, visando à 

obtenção de clones selecionados que mantenham as características da planta-matriz. A 

aplicação desta estratégia biotecnológica possibilita a produção de um grande número de 

mudas em um curto período de tempo e em espaço físico reduzido, com independência de 

variações sazonais e condições climáticas, possibilitando, desta forma, o fornecimento 

contínuo de material vegetal. O processo de micropropagação pode ser alcançado por três 

vias: proliferação de gemas axilares, indução de gemas adventícias ou embriogênese 

somática. Na primeira via, gemas axilares são estimuladas a crescer dando origem a novas 

partes aéreas, as quais podem repetir o mesmo processo de diferenciação e multiplicação. As 

gemas adventícias são aquelas que surgem, por meio do processo de organogênese, em locais 

diferentes daqueles onde se formam normalmente durante o desenvolvimento da planta. Na 

organogênese direta, as gemas são induzidas à proliferação a partir da desdiferenciação 

celular seguida do processo de rediferenciação em tecidos que apresentam potencial 

morfogenético, mas que geralmente não se expressa na planta. No caso da organogênese 

indireta, as células do explante passam, inicialmente, por uma fase de desdiferenciação e 

intensa proliferação celular, dando origem a uma massa de células desorganizadas 

denominada de calo. A partir das células do calo surgem gemas adventícias que se 

desenvolvem em novas partes aéreas (TERMIGNONI, 2005). 

O processo de micropropagação por embriogênese somática é caracterizado pelo 

desenvolvimento de embriões a partir de células somáticas. Apesar de não serem resultantes 

da fusão de gametas, os embriões somáticos são semelhantes a embriões zigóticos, não 

apresentando conexões vasculares com os tecidos de origem. Assim como na organogênese, o 

processo pode ocorrer por via direta, quando o desenvolvimento de embriões se dá 

diretamente a partir de células competentes existentes no explante, ou então de forma indireta. 
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Neste caso, ocorre a formação do calo, no qual células individuais ou pequenos aglomerados 

celulares darão origem a embriões somáticos. A embriogênese somática, normalmente, é 

induzida pela presença no meio de cultura de uma auxina forte, como por exemplo, o 2,4-D 

(TERMIGNONI, 2005; GEORGE, 2008).  

A cultura de órgãos, com destaque para a cultura de raízes é outra técnica empregada, 

principalmente com o objetivo de produzir substâncias de interesse comercial. Na maior parte 

dos protocolos, é utilizada a transformação por Agrobacterium rhizogenes, estabelecendo-se 

as chamadas culturas de raízes em cabeleira (hairy roots), que alcançam altas taxas de 

proliferação sem a necessidade de suplementação hormonal (GUILLON et al., 2006; 

SRIVASTAVA; SRIVASTAVA et al., 2007). Entretanto, a obtenção de culturas de raízes não 

transformadas e com alta capacidade de multiplicação, embora não tão frequente, apresenta a 

vantagem de não haver a necessidade de alteração do genoma da planta (MARTIN et al., 

2008).    

A cultura de tecidos também pode ser aplicada na obtenção de massas celulares 

desorganizadas, através do processo de calogênese, assim como no cultivo e proliferação de 

células isoladas ou em pequenos aglomerados dispersos em um meio líquido sob agitação, as 

chamadas culturas de células em suspensão.  

 

 

Culturas de calos 

 

 

Calos podem ser induzidos in vivo, em plantas intactas ou por ferimentos causados 

pela ação de insetos ou de micro-organismos. Nos sistemas in vitro, a calogênese é obtida 

através da inoculação de tecidos vegetais em meio de cultura suplementado com reguladores 

de crescimento, os quais estimulam as células a entrar num processo de desdiferenciação 

seguido de  divisão ativa (GEORGE, 2008). Neste processo, as células, antes diferenciadas e 

especializadas, dão origem a uma massa de células sem uma ordem estrutural definida. 

Apesar de o tecido formado se apresentar desorganizado durante o processo de calogênese, 

alguns tipos celulares especializados como traqueídes, elementos xilemáticos e células com 

cloroplastos podem ser formados por meio do surgimento de centros meristemáticos, dando 

início à formação de órgãos como raízes, brotos ou embriões somáticos. Este potencial 

morfogenético é inerente ao calo, em virtude da totipotência das células vegetais, 
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manifestando-se de acordo com as condições de cultura às quais é submetido 

(TERMIGNONI, 2005). Os calos podem ser classificados em compactos, quando são 

fortemente lignificados, formando um tecido resistente à desagregação, ou friáveis, formados 

por células sobrepostas que se desagregam facilmente (SOUZA, 2007; SADO, 2009).  

Diversos tipos de explantes podem ser empregados para a indução da calogênese, de 

acordo com a espécie vegetal. Além disso, outros fatores interferem na indução do processo 

como as condições fisiológicas e o genótipo da planta matriz, o tamanho do explante, as 

condições físicas e a composição do meio de cultura (TERMIGNONI, 2005). Para a indução 

da calogênese, normalmente empregam-se fitorreguladores da classe das auxinas (SADO, 

2009). 

Embora a produção de metabólitos secundários esteja associada à diferenciação 

celular, uma vez que muitas vias biossintéticas apresentam etapas ocorrendo em diferentes 

compartimentos celulares, culturas de células indiferenciadas têm sido utilizadas com sucesso 

na produção de algumas dessas substâncias. Alguns sistemas já estabelecidos resultaram em 

rendimentos maiores do que aqueles alcançados pelas plantas in vivo (VEERPORTE; 

MARASCHIN, 2001; RAMACHANDRA RAO; RAVISHANKAR, 2002; AMARAL; 

SILVA, 2003). A produção de substâncias não encontradas nas plantas, além da ocorrência da 

biotransformação, também foram registradas (AMARAL; SILVA, 2003). Os resultados 

promissores já obtidos se traduzem no interesse de empresas pelo depósito de patentes com 

esses sistemas (MCCOY & O’CONNOR, 2008), demonstrando a grande potencialidade do 

uso das culturas de calos para a produção de metabólitos in vitro. 

 

 

Culturas de células em suspensão  

 

 

As culturas de células em suspensão (CCS) são iniciadas a partir da inoculação de 

calos friáveis em meio de cultura líquido e mantidas sob agitação contínua em mesas 

agitadoras (CHATTOPADHYAY et al., 2002). Nas suspensões celulares, as células 

encontram-se dispersas no meio ou formando pequenos agregados, apresentando 

normalmente maior taxa de proliferação do que as culturas de calos (MCCOY; CONNOR, 

2008). Além disso, por não sofrerem a influência da composição química dos agentes 

solidificantes ou de gradientes físicos ou químicos, por estarem submetidas a uma agitação 
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constante, são consideradas sistemas mais homogêneos para a produção de substâncias de 

interesse, quando comparadas às culturas de calos (SAITO; MIZUKAMI, 2002). O grau de 

dispersão das células em suspensão é fortemente influenciado pela concentração dos 

reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura. As auxinas, que influenciam no 

aumento da atividade de enzimas que provocam a dissolução da lamela média da parede 

celular são, normalmente, empregadas isoladamente ou em combinação com citocininas 

(GEORGE, 2008).  

As CCS são classificadas em dois tipos principais de acordo com a forma de 

manutenção. Nas culturas em sistema fechado (batch cultures) as células são nutridas num 

volume fixo de meio até o crescimento cessar por exaustão dos nutrientes ou acúmulos de 

metabólitos. Já nas culturas contínuas o crescimento celular é mantido pela contínua reposição 

de meio de cultura (CHATTOPADHYAY et al., 2002). 

As CCS têm sido muito utilizadas nos estudos da produção de metabólitos in vitro 

(VANISREE et al., 2004; ZHOU; WU, 2006; PARK et al., 2008; HO et al., 2010). A grande 

vantagem no uso desta técnica está na possibilidade de liberação das substâncias de interesse 

no meio de cultura, o que permite uma maior eficiência e um menor custo no processo de 

extração (KOLEWE; GAURAV; ROBERTS, 2008). Entretanto, assim como nas culturas de 

calos, o maior desafio é a manutenção de uma alta produtividade em um sistema de células 

indiferenciadas.  

 

 

Produção de metabólitos secundários in vitro 

 

 

Diversas estratégias têm sido desenvolvidas com base nas técnicas de cultura de 

tecidos vegetais, com o objetivo de otimizar ou mesmo induzir a produção in vitro de 

substâncias de interesse, sendo algumas destacadas pela inovação e resultados promissores. 

Uma dessas estratégias é o uso de meio condicionado, que consiste na utilização de meio de 

cultura filtrado de uma cultura de alto rendimento para induzir crescimento celular e/ou 

acúmulo de metabólitos em culturas de baixa produção (MORI et al., 1994; SAKURAI et al., 

1996; SAKURAI et al., 1997; YAO; ZHONG, 1999). Outro procedimento consiste na 

imobilização de células em um suporte fixo. Estes suportes ou matrizes devem apresentar 

características específicas, como por exemplo, serem preparados com substâncias não reativas 

http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Gaurav%20V&ut=000254708600007&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Roberts%20SC&ut=000254708600007&pos=3
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e não tóxicas, além de apresentarem alta estabilidade por longos períodos e baixo custo de 

produção. Os primeiros estudos referentes ao uso da imobilização de células foram realizados 

no final da década de 70 por Brodelius e colaboradores (1979). O confinamento das células 

em espaços reduzidos limita o crescimento celular direcionando, desta forma, substrato e 

energia para a produção de substâncias de interesse. Além disso, a imobilização torna-se um 

fator de estresse, o que pode levar a um aumento na produção de metabólitos (SERP et al., 

2000; KOMARAIAH et al., 2003; HARA et al., 2008).  

Outra estratégia empregada é o da co-cultura, que trata do cultivo em conjunto de 

diferentes órgãos visando à otimização da produção de substâncias bioativas in vitro. Esta 

estratégia baseia-se no fato de que um metabólito produzido por um órgão e secretado no 

meio de cultura possa ser utilizado por outro órgão para conversões bioquímicas. Os 

primeiros estudos foram realizados por Subroto e colaboradores (1996), consistindo no co-

cultivo de raízes transformadas de Atropa belladona e brotos de Duboisia leichhardtii, com o 

objetivo de induzir a biotranformação da hiociamina, normalmente produzida pelas raízes e 

liberada no meio de cultura, em escopolamina, nos brotos de Duboisia. A co-cultura tem sido 

aplicada com sucesso em culturas de algumas espécies (LIN; KWOK; DORAN, 2003; 

SIDWA-GORYCKA et al., 2003; WU et al., 2008). 

Levando em consideração que a produção de metabólitos secundários pode ser 

positivamente afetada pela adição de intermediários de vias biossintéticas ao meio de cultura, 

a adição de precursores de vias metabólicas específicas passou a ser utilizada como mais uma 

estratégia na otimização da produção de metabólitos secundários in vitro 

(CHATTOPADHYAY et al., 2002; PEEBLES et al., 2006; NAMDEO et al., 2007).  

Além das estratégias descritas anteriormente, existem outras já desenvolvidas, com 

destaque para o processo de elicitação, pelo grande número de trabalhos desenvolvidos, assim 

como pelos resultados positivos já alcançados.   
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Elicitação 

 

 

Denomina-se elicitação os processos de estresse químico ou físico aplicados às 

culturas mantidas in vitro, visando à indução ou à otimização da produção de metabólitos 

secundários (BOURGAUD, 2001). O agente elicitor induz a ativação de genes que estão 

associados a respostas de defesa dos vegetais. Nas condições in vivo, as plantas respondem ao 

ataque de patógenos, insetos e herbívoros ou a outros estresses bióticos ou abióticos pela 

ativação de mecanismos de defesa, incluindo a indução da síntese de metabólitos secundários 

e a formação de barreiras estruturais defensivas, como a deposição de lignina sobre a parede 

celular (KOLEWE; GAURAV; ROBERTS, 2008; NAMDEO, 2007; VASCONSUELO; 

BOLAND, 2007). Desta forma, a elicitação constitui uma ferramenta útil para aumentar a 

produção de substâncias vegetais de interesse.  

Os elicitores são classificados segundo sua origem em bióticos e abióticos. Os 

elicitores bióticos têm origem biológica, sendo derivados de patógenos ou sintetizados pela 

própria planta. Essas substâncias podem ser de composição definida, quando suas estruturas 

moleculares são conhecidas. Como exemplos, podem ser citadas a quitosana, polissacarídeo 

obtido da desacetilização da quitina, presente em invertebrados marinhos e a glucana, 

sacarídeo derivado da parede celular de fungos. Elicitores bióticos também podem ter uma 

composição complexa, quando compreendem várias classes moleculares diferentes, tornando 

impossível a identificação de uma estrutura química definida, como é o caso do extrato de 

levedura (WEATHERS; TOWLER; XU, 2010). O tratamento de elicitores abióticos incluem 

as condições físicas aplicadas às culturas como pH, temperatura, estresse osmótico, luz UV,  e 

o uso de substâncias químicas como sais de metais pesados (BOURGAUD et al., 2001).  

Os fitormônios ácido jasmônico e ácido salicílico, assim como os seus sais derivados, 

metil jasmonato e metil salicílico, têm sido utilizados com função elicitora em diversos 

estudos. Estas substâncias são consideradas por alguns autores como elicitores bióticos 

(KITTIPONGPATANA; DAVIS; PORTER, 2002; AKASH; ISHIZAK; AYABE, 2005; 

AIJAZ; JAIN; HARIHARAN, 2011), uma vez que são substâncias encontradas nos vegetais, 

enquanto outros autores as classificam como abióticas por estas poderem ser sintetizadas 

quimicamente (PRASAD et al., 2006; ZHANG et al., 2011). O ácido jasmônico e o ácido 

salicílico estão envolvidos na regulação de genes de defesa como parte de um sistema de 

transdução de sinal nos vegetais. Aplicados exogenamente têm demonstrado capacidade de 

http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Gaurav%20V&ut=000254708600007&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Roberts%20SC&ut=000254708600007&pos=3
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induzir atividade metabólica secundária e promover o acúmulo de metabólitos de interesse em 

numerosos sistemas de cultivo vegetal in vitro como, por exemplo, os de espécies do gênero 

Taxus (AERTS et al., 1994; WANG; WU; YUAN, 2007) e Catharanthus roseus   

(YUKIMUNE et al., 1996; VAZQUEZ-FLOTA et al., 2009). 

Diferentes elicitores podem atuar em pontos distintos de uma determinada via 

biossintética, induzindo respostas específicas, dependendo da interação elicitor-célula. Os 

elicitores não funcionam igualmente em todas as espécies vegetais, e seu efeito é dependente 

da concentração, do momento de adição e do tempo de exposição da cultura. Podem ser 

utilizados individualmente ou em combinação, para estimular a biossíntese de substâncias 

alvo que são acumuladas em pequenas quantidades ou normalmente não estão presentes em 

todas as células. O uso combinado de dois elicitores pode ser mais efetivo, quando comparado 

com o uso de elicitores únicos, devido ao seu efeito sinergístico (ZHANG et al., 2002).  

 

 

Gênero Cleome L. 

 

 

O gênero Cleome L. é representado por cerca de 200 espécies distribuídas nas regiões 

tropicais e subtropicais, principalmente na África, sendo também encontrado em regiões da 

Ásia e das Américas (SÁNCHEZ-ACEBO, 2005). É o segundo gênero em número de 

espécies da família Capparaceae e seus representantes são geralmente de hábito herbáceo, 

conhecidos popularmente como “mussambê”. No Brasil, ocorrem aproximadamente 30 

espécies (COSTA; SILVA, 2000; CARVALHO, 2002), sendo algumas cultivadas como 

plantas de jardim devido à beleza de suas inflorescências.  

Algumas espécies do gênero são empregadas na medicina popular. Cleome africana, 

planta nativa da África e também encontrada em regiões do Caribe, é usada na medicina 

tradicional no tratamento do reumatismo e de inflamações (NAGAYA et al.,1997). Com a 

mesma indicação, C. brachycarpa é utilizada em países da Ásia (AHMAD et al., 1990). A 

espécie C. gynandra é bastante usada na medicina tradicional da Índia e em países da África, 

sendo o pó feito com suas sementes utilizado para o tratamento de hemorragias e o óleo para 

doenças da pele (DAS et al.,1999). Também é empregada no tratamento da úlcera péptica 

(TIWARI; PADHYE, 1993) e dor de dente (HEBBAR et al.,2004). O suco da folha, 

misturado com açúcar, tem sido utilizado contra a febre malárica (SINGH; ALI, 1994). Na 
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Índia, sementes de C. viscosa são popularmente utilizadas como anti-helmíntico, laxativo e 

anti-convulsivo (RAY; CHATTOPADHYAY, 1980). Além disso, o sumo obtido de folhas é 

usado no tratamento de otites (CHOPRA; NAYAR; CHOPRA, 1956) e dor de dente (SINGH, 

1986). No Brasil os estudos são escassos, havendo apenas o registro de uso popular de duas 

espécies, C. latifolia e C. spinosa. Enquanto C. latifolia é utilizada na Amazônia na forma de 

infusão como analgésico e antitérmico (DI STASI et al.,1994), o infuso preparado a partir de 

folhas de C. spinosa é usado no combate à tosse, gripe e febre, além de apresentar ação 

gastroprotetora (LEAL et al., 2007). A planta inteira de C. spinosa também é utilizada com 

ação digestiva e cicatrizante (CABRAL; AGRA, 1998; AGRA; FREITAS; BARBOSA-

FILHO, 2007).  

A utilização na medicina tradicional de espécies do gênero Cleome tem despertado o 

interesse em estudos farmacológicos que visam fornecer um respaldo científico ao uso 

popular. Esses estudos já identificaram atividades medicinais tanto nas espécies de uso 

popular, como em diversas outras do gênero. Por exemplo, foram descritas as atividades anti-

inflamatória (SHARAF; RAGAA; NABIEL, 1992; SELLOUM et al., 1995; BOURICHE et 

al., 2003; BOURICHE et al., 2005; NARENDHIRAKANNAN;  SUBRAMANIAN; 

KANDASWAMY, 2005a; SIMÕES et al., 2006; NARENDHIRAKANNAN; 

SUBRAMANIAN; KANDASWAMY, 2007), antioxidante (SELLOUM et al., 1997; 2004; 

NARENDHIRAKANNAN; SUBRAMANIAN; KANDASWAMY, 2005b; SIMÕES et al., 

2006), antimicrobiana (BULHÕES; SILVA; SÁ, 1976; ALMAGBOUL et al., 1985; 

HASHEM; WAHBA, 2000; WILLIAMS et al., 2003; SUDHAKAR et al., 2006; MCNEIL et 

al., 2010; SIMÕES et al., submetido 2011), antiviral (MONTHANA et al., 2006; SIMÕES et 

al., 2010b), antifúngica (SUDHAKAR et al., 2006), antineoplásica (DHAR et al., 1968; 

NASCIMENTO; CHIAPPETA; LIMA, 1990; NAGAYA et al., 1997; BALA et al., 2010), 

hipoglicemiante (YANIV et al., 1987; NICOLA et al., 1996; EL NAGGAR et al., 2005), 

antipirética (YANIV et al., 1987) e analgésica (SINGH; WEST, 1991; PARIMALADEVI; 

BOOMINATHAN; MANDAL, 2003). 

Os primeiros estudos fitoquímicos realizados com o gênero Cleome consistiram no 

isolamento do flavonoide rutina a partir de flores de C. chelidonii (SUBRAMAN; NAIR; 

NAGARAJA, 1965). Desde então, muitas substâncias têm sido isoladas e identificadas em 

diferentes espécies, com destaque para substâncias da classe dos terpenoides (MAHATO; 

PAL; KAWASAKI, 1979; BURKE; WILFRED; HANKAN, 1980; AHMAD; ALVI, 1987; 

AHMAD et al., 1990; JENTE et al., 1990; PAQUETTE et al., 1993; TSICHRITZIS; 

ABDEL-MOGOB; JAKUPOVIC, 1993; HUSSEIN; AHMED; DARWISH 1994; HARRAZ 

http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=4B7ha81i3Fp5GnbJai5&Func=OneClickSearch&field=AU&val=El+Naggar+EB&ut=000232717000004&auloc=1&curr_doc=4/27&Form=FullRecordPage&doc=4/27
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et al., 1995; NAGAYA et al., 1997; DAS et al., 1999; QIN et al., 2000; EL-ASKARY, 2005; 

FATHY; ABOUSHOER; HARRAZ, 2008; ABDEL-KADER; ALQASOUMI; AL-

TAWEEL, 2009), cumarinolignoides (NAIR, 1979; RAY; CHATTOPADHYAY; KONNO, 

1982; RAY et al., 1985; KUMAR et al., 1988; SHARMA et al., 2011) e glicosinolatos 

(AHMED et al., 1972; HASHEM; WAHBA, 2000; SONGSAK; LOCKWOOD, 2002; 

SONGSAK; LOCKWOOD, 2004, MITHEN; BENNETT ; MARQUEZ, 2010).  

Poucas espécies do gênero Cleome têm sido objeto de estudos biotecnológicos. 

Explantes foliares de C. viscosa (NASEEM; JHA, 1994), assim como receptáculos florais de 

C. gynandra (NASEEM; JHA, 1997) produziram calos organogênicos quando cultivados em 

meio MS suplementado com a associação de ANA e BAP. Culturas de calos e de células em 

suspensão produtoras de glicosinolatos foram obtidas com a espécie C. chelidonii 

(SONGSAK; LOCKWOOD, 2004). Protocolos de micropropagação (ALBARELLO et al., 

2006) e calogênese (ALBARELLO et al., 2007) já foram estabelecidos para C. spinosa. Para 

a espécie C. dendroides foi avaliado o processo de germinação sob condições in vivo e in vitro 

(MALVÃO, 2009). 

 Dentre as espécies estudadas destaca-se Cleome rosea Vahl (Figura 2), conhecida 

como mussambê cor-de-rosa. Uma espécie herbácea, nativa do Brasil, de ciclo de vida anual, 

encontrada próxima ao litoral nos estados do Rio de Janeiro e São Paulo em matas de restinga 

(COSTA; SILVA, 2000; CARVALHO, 2002, MARTINS et al., 2008), ecossistemas que têm 

sofrido intenso impacto antrópico (ZAMITH; SCARANO, 2006). A espécie tem sido objeto 

de estudos farmacológicos e biotecnológicos no Núcleo de Biotecnologia 

Vegetal/Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A micropropagação foi alcançada por 

organogênese pela inoculação de explantes caulinares em meios de cultura solidificados 

(SIMÕES et al., 2004) e em meios líquidos (SIMÕES et al., 2009a), assim como a partir de 

explantes radiculares inoculados em meios solidificados (SIMÕES et al., 2009a). Nesses 

estudos os melhores resultados foram alcançados pela suplementação dos meios de cultura 

com a citocinina BA. Micropropagação pela via da embriogênese somática também foi obtida 

a partir de calos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com a auxina 2,4-D 

(SIMÕES et al., 2010a). Além do desenvolvimento de diferentes protocolos de 

micropropagação, a multiplicação de raízes in vitro também foi estabelecida pelo cultivo de 

raízes oriundas de plantas propagadas in vitro em meio líquido suplementado com auxinas 

(SIMÕES et al., 2009a; CORDEIRO, 2011). O processo de calogênese e o estabelecimento de 

culturas de células em suspensão foram obtidos para C. rosea. Estas duas estratégias 

biotecnológicas foram aplicadas para a obtenção de linhagens celulares produtoras de 
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pigmentos antociânicos (SIMÕES et al., 2009b; SIMÕES-GURGEL et al., 2011). Os 

materiais obtidos pelas diferentes estratégias biotecnológicas foram utilizados para a obtenção 

de extratos brutos que foram avaliados farmacologicamente, sendo constatada a presença de 

substâncias com os potencias anti-inflamatório e antioxidante (SIMÕES et al., 2006), antiviral 

(Simões et al, 2010b) e antibacteriano (SIMÕES et al., submetido 2011). 

Em função dos resultados alcançados com C. rosea, foi iniciada uma nova linha de 

pesquisa com o objetivo de induzir a produção em culturas in vitro de pigmentos da classe dos 

carotenoides, substâncias com reconhecida importância comercial, medicinal e nutracêutica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Aspectos morfológicos de Cleome rosea Vahl.  

Legenda: a) Habitus; b) Inflorescência. 

Fonte: http://www.ranger146.com/N_Leighton_Drive/Flower.html. 
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http://www.ranger146.com/N_Leighton_Drive/Flower.html
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Geral  

 Estabelecer a produção de carotenoides em culturas in vitro de Cleome rosea Vahl e 

avaliar o seu potencial antioxidante e a toxicidade. 

 

1.2 Específicos 

 Avaliar a influência da suplementação com diferentes auxinas ao meio de cultura MS 

na produção de massa calogênica, visando à produção de carotenoides;  

 

 

 Comparar a influência de diferentes meios de culturas (B5, Niscth, White) na 

produção de massa calogênica em associação com a produção de carotenoides;  

 

 

 Estabelecer protocolos otimizados para a produção de carotenoides nas culturas de 

calos pelo processo de elicitação;  

 
 

 Estabelecer culturas de células em suspensão produtoras de carotenoides;   

 

 Avaliar o potencial antioxidante e a toxicidade dos extratos obtidos a partir das 

culturas in vitro. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material botânico 

 

 

 Plantas propagadas in vitro estabelecidas a partir de explantes radiculares (SIMÕES et 

al., 2009a) foram utilizadas como matrizes para os ensaios de calogênese (Figura 3). Estas 

plantas foram mantidas através de subculturas mensais em meio MS (MURASHIGE ; 

SKOOG, 1962) sem suplementação hormonal (MS0) por um período de cerca de dois anos. 

Durante as subculturas, as plantas tiveram sua porção apical (cerca de 2 cm) excisada e 

inoculada, em frascos de cultura (11 x 5 cm) contendo meio MS0. Os frascos foram mantidos 

em câmara de crescimento sob fotoperíodo de 16 h e intensidade luminosa de 45 mol m
-2

s
-1

. 

Após cerca de 30 dias em cultura as plantas foram usadas para dar início às culturas de calos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Culturas de calos  

 

 

Culturas de calos foram iniciadas a partir de explantes internodais (0,5 cm) que foram 

inoculçados em meio de cultura na posição vertical, respeitando a polaridade do órgão na 

planta. Inicialmente foi avaliada a resposta calogênica em meio de cultura MS contendo 30 

Figura 3 - Plantas de C. rosea propagadas in vitro a partir de explantes radiculares. 

Barra = 1,0 cm.   
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g.L
-1 

de sacarose, suplementado com diferentes concentrações das auxinas ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma) ou ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (PIC, Sigma) 

nas concentrações de 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mg.L
-1

. O pH dos meios de cultura foi ajustado 

para 5,8 antes da adição de agar (8 g.L
-1

, Merck) e a esterilização foi realizada em autoclave 

(121º C, 104 KPa) por 15 minutos. Os meios foram distribuídos em frascos de vidro (8 x 6 

cm) vedados com tampas de polipropileno e as subculturas foram realizadas mensalmente 

para meio fresco de igual composição.  

Para determinar a influência da luz sobre o crescimento da massa calogênica, as 

culturas foram mantidas em câmara de crescimento a 26±2ºC no escuro ou sob fotoperíodo de 

16 h e intensidade luminosa de 45 mol m
-2

s
-1

.  

A partir dos resultados obtidos em meio MS, novos ensaios foram realizados visando 

avaliar a produção de massa calogênica associada à presença de pigmento em culturas de calos 

estabelecidas em diferentes meios básicos de cultura. Explantes caulinares foram inoculados nos 

meios B5(GAMBORG et al., 1968), Nitsch (NITSCH; NITSCH, 1969) e White (WHITE, 1934), 

que juntamente com o meio MS, representam os meios de cultura mais frequentemente 

utilizados. Esses novos experimentos foram mantidos nas mesmas condições de cultura descritas 

anteriormente. Entretanto os ensaios foram realizados apenas na presença de luz (fotoperíodo de 

16h/45 mol m
-2

s
-1

 de intensidade luminosa), com suplementação de 2,4-D nas concentrações de 

0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mg.L
-1

 e adição de 20 g.L
-1 

de sacarose.  

Para iniciar os experimentos foram inoculados quatro explantes por frasco de cultura 

contendo 30 mL de meio, totalizando 20 explantes por tratamento, sendo realizanda uma 

repetição para cada ensaio. Após 60 dias de cultivo, com subcultura para meio fresco de igual 

composição ao final dos primeiros 30 dias, foram avaliados o acúmulo de massa calogênica pela 

aferição dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS) e a produção de pigmento na superfície dos 

calos foi acompanhada visualmente. Para a determinação do peso seco, os calos foram mantidos 

em estufa a 45 ºC até peso constante. 
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2.3 Extração, identificação e quantificação de carotenoides 

 

 

Para a extração dos pigmentos produzidos pelas culturas de C. rosea foi adotado o 

procedimento estabelecido por Jacques e colaboradores (2009) para quantificação de 

carotenoides totais, com algumas modificações. Dois gramas de amostra foram 

homogeneizados em 25 mL de acetona PA (Vetec) gelada, agitando-se o conteúdo por 10 

minutos. A mistura foi filtrada em papel de filtro (Whatman n.4) e o filtrado foi transferido 

para um funil de separação, sendo a seguir particionado com 20 mL de éter de petróleo 

(Vetec). Para a remoção da acetona, o conteúdo foi lavado de duas a três vezes com água 

destilada (100 mL), sendo realizado o descarte da fase inferior a cada lavagem. O extrato 

etéreo foi filtrado usando um funil contendo cinco gramas de sulfato de sódio anidro PA 

(Vetec) sobre um papel de filtro para remoção da água residual e transferido para um balão 

volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com éter de petróleo.  

Os extratos foram inicialmente submetidos a uma varredura em espectrofotômetro 

(Shimadzu UV - 160) para a determinação do espectro de absorção entre 300 a 600 nm.  

A quantificação dos pigmentos foi realizada pela leitura em espectrofotômetro 

(Shimadzu UV - 160) a 450 nm, usando como branco o éter de petróleo. O conteúdo, 

determinado como carotenoides totais, foi expresso em µg de β-caroteno.g
-1

 de amostra, 

utilizando-se a seguinte equação (JACQUES et al., 2009): 

 

Carotenoides totais (µg de β-caroteno.g
-1

) =  ABS x volume (25mL) x 10
4 

                                                                                                               
Coef. x peso da amostra (2 g)  

 

Onde: ABS - Absorbância a 450 nm 

Coef. - Coeficiente de extinção molar do  β-caroteno em éter de petróleo = 2592 

 

Para as análises em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) amostras de calos 

foram extraídas com acetona PA (Vetec) até a remoção de toda a pigmentação. Os extratos 

foram secos a vácuo sob pressão reduzida a 40º C em rotaevaporador (Markoni), liofilizados 

e, em seguida, ressuspendidos em acetona PA (1:1). Foi utilizado um cromatógrafo com 

detector de arranjos de diodos (Dionex, modelo Ultimate 3000) com sistema quaternário de 

bombeamento de solventes, injetor “Rheodyme” com alça de amostra (loop) de 20 L e 

sistema de aquisição e processamento de dados Chromeleon (Dionex). A separação foi 
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realizada em uma coluna C18 (Acclaim) de 250 mm x 4,6 mm com tamanho da partícula de 5 

m, vazão de 2 mL/min e temperatura da coluna mantida em forno a 29ºC.  Os espectros 

foram adquiridos entre 190 e 800 nm e os cromatogramas processados a 450 nm. O método 

aplicado consistiu em uma fase móvel de metanol:acetonitrila:acetato de etila (80:10:10) 

(CAMPOS et al., 2003). Os extratos de calo foram comparados ao padrão comercial de β -

caroteno (Merck).  

 

 

2.4 Modulação da produção de carotenoides in vitro 

 

 

Com o objetivo de estabelecer condições de cultura que associassem acúmulo de 

biomassa e produção de carotenoides, calos com 60 dias em cultivo que alcançaram o maior 

acúmulo de massa calogênica foram transferidos para as condições in vitro onde foi observada 

uma maior produção de pigmento na superfície dos calos. Após 60 e 90 dias nestas novas 

condições, com subculturas para meio fresco de igual composição a cada 30 dias, foi realizada 

a quantificação de carotenóides totais segundo metodologia descrita no item 3.C. O acúmulo 

de biomassa foi avaliado pela aferição de PF e PS. Os experimentos foram realizados em 

duplicata, sendo transferidos para as novas condições de cultura quatro calos por frasco 

contendo 30 mL de meio, totalizando 20 calos por tratamento.  

 

 

2.4.1 Elicitação 

 

 

Visando otimizar a produção de carotenoides em calos de C. rosea, culturas já 

estabelecidas na condição que propiciou a maior produção de massa calogênica foram 

submetidas à exposição aos elicitores quitosana, metil jasmonato e extrato de levedura. 

Embora não haja trabalhos de elicitação in vitro visando à obtenção de carotenoides, os 

elicitores selecionados para o presente trabalho têm sido utilizados na indução de terpenos, 

grupo químico do qual fazem parte os carotenoides. Calos com 60 dias de cultivo foram 
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transferidos para o meio de igual composição suplementado com diferentes concentrações dos 

elicitores: extrato de levedura (200; 400 mg.L
-1

) (GE; WU, 2005; CHO et al., 2008), 

quitosana (1,0; 2,5; 5,0 mg.L
-1

)  (RAHMANI; ZAKARIA; KADIR, 2003; KIM et al., 2006) e 

metil jasmonato (100; 200; 300 µM) (PI et al., 2010; MANGAS et al., 2006). As culturas 

foram mantidas na presença dos elicitores por sete ou quatorze dias, sendo a seguir 

transferidas para meio fresco sem a presença destas substâncias. A quantificação de 

carotenoides, assim como o acúmulo de biomassa foram avaliados 60 e 90 dias após o início 

do tratamento de elicitação, conforme descrito no item 2.3. Para a realização dos 

experimentos foram mantidos quatro calos por frasco contendo 30 mL de meio, totalizando 20 

calos por tratamento, sendo realizada uma repetição para cada tratamento. 

 

 

2.5 Culturas de células em suspensão 

 

 

Para dar início às culturas de células em suspensão (CCS), foram selecionados calos 

produzidos nas condições de cultura que resultaram no maior acúmulo de massa calogênica. 

1,5 gramas de calos foram inoculados em meio MS líquido contendo, inicialmente, a mesma 

composição salina e hormonal utilizada para a calogênese. As culturas foram estabelecidas em 

frascos erlenmeyers (50 mL) contendo 25 mL de meio de cultura, vedados com tampas duplas 

de folha de alumínio. Os frascos foram mantidos em câmara de crescimento a 26±2ºC sob 

fotoperíodo de 16 h (45 mol m
-2

s
-1

) em mesa agitadora orbital (New Brunswick Scientific), 

empregando uma velocidade de agitação de 100 rpm.  

Para a determinação da curva de crescimento foi utilizado um sistema de filtração 

(Nalgene
TM

 Cat.No. 320-2533) conectado a uma bomba de vácuo (GAST
®
 manufacturing 

Inc.). O acúmulo de biomassa foi estimado pela aferição de PF e PS. Para a obtenção do PS, o 

material foi seco em estufa a 45ºC até atingir peso constante. O crescimento das culturas foi 

acompanhado por um período de 43 dias, com filtração de três culturas a cada quatro/cinco 

dias para a avaliação do acúmulo de biomassa. Uma vez estabelecida a curva de crescimento, 

as CCS passaram a ser subcultivadas na fase exponencial de crescimento visando a 

manutenção de um alto acúmulo de biomassa.  

Para o estabelecimento de CCS produtoras de carotenoides, culturas foram iniciadas a 

partir de calos submetidos ao tratamento de elicitação que resultou na maior produção de 
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pigmento. As CCS foram acompanhadas por três subculturas realizadas a intervalos de 20 

dias em culturas. Em cada subcultura eram avaliados a produção de biomassa (PF e PS) e 

realizada a quantificação do pigmento conforme metodologia descrita anteriormente no item 

2.3. Os experimentos foram realizados em duplicata, sendo mantidos cinco frascos de culturas 

para cada tratamento. 

 

 

2.6 Análise estatística 

 

 

Os resultados referentes à produção de biomassa e à quantificação de carotenoides 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste 

de Tukey ao nível de 5% de significância (p 0,05), utilizando o programa estatístico 

GraphPad Prism 5. 

 

 

2.7 Avaliação do potencial antioxidante das culturas in vitro 

 

 

2.7.1 Preparo dos extratos 

 

 

Para a avaliação do potencial antioxidante, calos frescos, obtidos a partir da melhor 

condição de cultura para o crescimento da massa calogênica e produção de carotenoides, 

foram extraídos com acetona PA (Vetec) até a remoção de toda a sua pigmentação.  Os 

extratos foram secos a vácuo sob pressão reduzida a 40º C em rotaevaporador (Markoni), 

liofilizados, armazenados no escuro a 4ºC e diluídos em solução aquosa de tween a 5 % para a 

realização dos experimentos.  
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2.7.2 Potencial antigenotóxico 

 

 

Foi avaliada a proteção do DNA à quebra causada pelo cloreto estanoso (SnCl2), pelo 

modelo experimental desenvolvido por Caldeira-de-Araújo e colaboradores (1996). As lesões 

induzidas pelo SnCl2 são responsáveis por alterações conformacionais do DNA, levando a 

modificações no padrão de migração, durante a eletroforese em gel de agarose. Enquanto o 

DNA íntegro encontra-se na forma superenovelada (supercoiled), a ação do SnCl2 acarreta em 

quebras na molécula de DNA que passa a uma forma denominada de círculo aberto (open 

circle), influenciando o padrão de migração durante a eletroforese que passa a ser mais lento 

quando comparado ao padrão da molécula de DNA  íntegra.  

Os ensaios realizados no presente trabalho foram baseados em estudos prévios com 

extratos de plantas de campo e aclimatizadas de C. rosea (SIMÕES et al., 2006). Foi avaliado 

o efeito de diferentes concentrações dos extratos (5; 25; 50; 100; 150; 200, 300, 400, 500 

g.mL
-1

) sobre a molécula de DNA  plasmidial na presença ou na ausência de uma solução de 

SnCl2 à 200 g.mL
-1

. O plasmídeo utilizado foi o PUC 9.1 da cepa de E. coli DH5αF’IQ, 

extraído de acordo com o protocolo do kit de purificação Invisorb Sprin Plasmid Mini Two da 

Invitek. Para a realização dos ensaios foram utilizados tubos tipo eppendorfs de 1,5 mL, nos 

quais foram adicionados 5µL da solução de DNA, diferentes concentrações do extrato e 4µL 

da solução de SnCl2. O volume final de reação foi ajustado para 50 L pela adição de água 

Milli-Q e os tubos foram incubados à temperatura ambiente durante 40 min. Como controles 

foram utilizados tubos contendo apenas DNA plasmidial, DNA apenas em presença da 

solução de SnCl2, e DNA acrescido das diferentes concentrações do extrato (Figura 4). Após 

este período foi retirada de cada tubo uma alíquota (10 L), à qual foi acrescentado 2 L de 

tampão de carregamento (azul de bromofenol - 0,25%; xilenocianol - 0,25% e glicerol - 30%). 

Em seguida, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, em 

tampão TAE (Tris-acetato EDTA) 1x, aplicando-se uma diferença de potencial de 70 volts, 

por 30 min. O gel foi corado em solução de brometo de etídio (0,5 g.mL
-1

) e as bandas de 

DNA foram visualizadas em sistema de transiluminador sob luz ultravioleta (UVP 

transilluminator). 
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Estes estudos foram realizados em colaboração com o Departamento de Biofísica e 

Biometria - UERJ, sob a supervisão dos Profs. Dr. Adriano Caldeira de Araújo e Dr. José 

Carlos P. de Mattos. 

 

  

2.8 Avaliação da toxicidade das culturas in vitro 

 

 

Para avaliar a toxicidade dos extratos foi utilizado o bioensaio de letalidade com 

Artemia salina (Brine Shrimp Test - BST) do acordo com Meyer e colaboradores (1982) com 

algumas modificações. Cerca de 1 g de ovos foram incubados em 100 mL de água do mar a 

28 °C. Após a eclosão (48 h), dez larvas (nauplii) foram transferidas com o auxílio de uma 

pipeta Pasteur para tubos de ensaio contendo 5 mL de água do mar e concentrações crescentes 

dos extratos. Experimentos controle foram preparados com o cultivo das larvas apenas em 

água do mar e em água do mar com tween a 5%. Após 24 horas do início dos experimentos 

Figura 4 – Ensaio antigenotóxico baseado no modelo experimental desenvolvido por 

CALDEIRA-DE-ARAÚJO e colaboradores (1996).  
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foi contabilizado o número de larvas vivas. No caso de ocorrerem mortes nos experimentos 

controle, os dados foram corrigidos pela fórmula abaixo, segundo Amara e colaboradores 

(2008).  

 

                    % morte = mortos no teste - mortos no controle/10]x100  

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Culturas de calos  

 

 

 Nas culturas mantidas em meios suplementados com 2,4-D, o início da resposta 

calogênica foi verificado na primeira semana em cultivo, caracterizado pelo intumescimento 

dos explantes, com posterior produção de calos friáveis de coloração branca na extremidade 

voltada para o meio de cultura. Esta resposta foi mais acentuada nas culturas mantidas em 

meios suplementados com as menores concentrações do fitorregulador, enquanto que em 

meios contendo 5,0 e 10,0 mg.L
-1

 de 2,4-D, o intumescimento dos explantes foi menos 

intenso e verificado apenas durante a segunda semana em cultivo.  

 A concentração de 2,4-D e a luminosidade influenciaram o crescimento da massa 

calogênica (Figura 5). O maior crescimento foi alcançado nas menores concentrações testadas 

(0,2; 0,5; 1,0 mg.L
-1

) e na presença de luz, quando comparado às culturas estabelecidas no 

escuro (Figura 6). Já o cultivo nas concentrações de 5,0 e 10,0 mg.L
-1

 resultou em uma 

significativa redução da produção de biomassa, independentemente da presença ou ausência 

de luz, provavelmente em consequência de uma ação tóxica do fitorregulador nestas altas 

concentrações.  

Ao longo do tempo em cultura, foi observada a produção de pigmento de coloração 

alaranjada na superfície dos calos. A produção desse pigmento iniciava em torno da terceira 

semana de cultivo, de forma pontual ao longo da massa calogênica adquirindo uma 

distribuição homogênea com o passar do tempo em cultura. Pela análise de varredura dos 

extratos de calos por espectrometria no UV-vis entre 300 a 600 nm foi obtido um espectro de 

absorção com perfil característico de carotenoides, apresentando como comprimentos de onda 

de maior absorbância os valores de 453 nm e 478 nm (Figura 7). Os extratos também foram 

submetidos à análise por CLAE. O cromatograma obtido a partir dos calos (Figura 8c) 

apresentou três picos cujos espectros de absorção na região visível mostraram características 

de carotenoides. O pico denominado “Pico 1” apresentou como comprimentos de onda de 

maior absorbância os valores de 452 nm e 475 nm, enquanto que para o “Pico 2” estes valores 

foram de 451nm e 478 nm. Já o “Pico 3” foi identificado como β-caroteno. A identificação foi 

feita através da comparação com o padrão comercial de β-caroteno (Figura 8a) que apresenta 
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um espectro de absorção na região visível com bandas em 452 nm e 477 nm (Figura 8b). A 

coinjeção do extrato de calo com o padrão de β-caroteno (10:1) resultou em um aumento da 

intensidade do pico 3 (Figura 8d).  
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Figura 5 - Massa calogênica formada a partir de explantes caulinares de C. rosea inoculados em meio 

MS suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D (mg.L
-1

), após 60 dias de cultivo em regime 

de luz ou escuro. Barras = 1,0 cm.   

5,0 mg.L
-1

 

10,0 mg.L
-1

 

Luz Escuro 

0,2 mg.L
-1

 

0,5 mg.L
-1

 

1,0 mg.L
-1

 



 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A presença da luz se mostrou essencial à síntese in vitro de carotenoides, uma vez que 

as culturas mantidas no escuro não apresentaram pigmentação em nenhuma das condições 

testadas. Calos produzidos nas maiores concentrações de 2,4-D (5,0 e 10,0 mg.L
-1

) 

apresentavam uma maior cobertura de pigmento em sua superfície. Entretanto, como citado 

anteriormente, nestas concentrações o crescimento da massa calogênica foi significativamente 

menor quando comparado aos demais tratamentos. A produção de carotenoides foi observada 

de forma homogênea por toda a superfície dos calos (Figura 9a), embora, em alguns casos, 

tenha sido verificada uma produção pontual, mas que com o passar do tempo em cultura 

assumia o mesmo padrão anteriormente descrito (Figura 9b). A produção de pigmento 

influenciou o crescimento da massa calogênica, sendo constatado que o aumento da produção 

de carotenoides resultava em uma redução na taxa de crescimento dos calos. 
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Figura 6 - Produção de massa calogênica a partir de explantes caulinares de C. rosea 
inoculados em meio MS suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D, após 60 dias em 

cultivo em regime de luz ou escuro.  

Legenda: a) Peso de matéria fresca; b) Peso de matéria seca.  

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatistiva entre os tratamentos (p 

 0,05). 
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Figura 7 - Espectro de absorção de extratos de calos de C. rosea produzidos em meio MS 

suplementado com 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D, apresentando como comprimentos de onda de maior 

absorbância os valores de 453 nm e 478 nm (setas). 

Figura 8 - Cromatograma obtido por CLAE a partir (a) do padrão comercial de β-caroteno e seu 

respectivo (b) espectro de absorção na região visível. Cromatograma do (c) extrato de calo de C. rosea 

produzido em meio MS suplementado com 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D e da (d) coinjeção do extrato de calo com 

o padrão de β-caroteno (10:1). 
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Culturas estabelecidas em meio MS suplementado com PIC apresentaram resultados 

semelhantes àqueles obtidos nos experimentos com 2,4-D com relação ao maior crescimento 

da massa calogênica em presença de luz e à ausência de produção de pigmento quando as 

culturas foram mantidas no escuro (Figura 10). Entretanto, diferentemente do que havia sido 

observado com o uso de 2,4-D, a suplementação dos meios de cultura com as maiores 

concentrações de PIC (5,0 e 10,0 mg.L
-1

) não acarretou em uma significativa redução do 

crescimento da massa calogênica (Figura 11). Embora as culturas estabelecidas em meio com 

PIC também tenham produzido carotenoides ao longo do tempo em cultura, os calos mantidos 

nesse fitorregulador apresentavam visualmente uma coloração alaranjada menos intensa 

quando comparado às culturas em 2,4-D (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Produção de carotenoides em calos de C. rosea após 30 dias em 

cultivo.  

Legenda: a) Produção por toda a superfície do calo cultivado em meio 

contendo 10 mg.L
-1 

de 2,4-D; b) Produção pontual (setas) em calo cultivado. 

em meio com 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D. Barras = 1,0 cm.  

a b 
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Figura 10 - Massa calogênica formada a partir de explantes caulinares de C. rosea 

inoculados em meio MS suplementado com diferentes concentrações de PIC (mg.L
-1

), após 

60 dias de cultivo em regime de luz ou escuro. Barras = 1,0 cm. 
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Quando os ensaios com 2,4-D e PIC foram avaliados conjuntamente, foi possível 

observar que o crescimento da massa calogênica foi maior na presença de 2,4-D nas menores 

concentrações testadas.  Nas maiores concentrações (5,0 e 10,0 mg.L
-1

), uma maior produção 

de biomassa foi alcançada pelas culturas mantidas em meio com PIC (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Produção de massa calogênica a partir de explantes caulinares de C. rosea 

inoculados em meio MS suplementado com diferentes concentrações de PIC, após 60 dias de 

cultivo em regime de luz ou escuro.  

Legenda: a) Peso de matéria fresca; b) Peso de matéria seca.  

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatística entre os tratamentos 

(p  0,05). 
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Figura 12 - Crescimento da massa calogênica nas culturas estabelecidas em meios 

suplementados com 2,4-D e PIC, após 60 dias de cultivo na presença de luz.  

Legenda: a) Peso de matéria fresca; b) Peso de matéria seca.  

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatística entre os tratamentos 

(p  0,05). 
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Nos ensaios realizados com diferentes meios básicos de cultura, a indução de 

calogênese em meio B5 foi observada a partir da primeira semana de cultivo, repetindo o mesmo 

padrão observado no meio MS. Assim como verificado em MS, a maior produção de massa 

calogênica foi alcançada nas menores concentrações hormonais (Figuras 13), sendo obtida uma 

maior biomassa de matéria fresca nas culturas mantidas em 0,2 mg.L
-1

. Com relação ao acúmulo 

de matéria seca, não houve diferença estatística entre as menores concentrações hormonais 

avaliadas (Figura 14). Calos estabelecidos em meio B5 suplementado com 0,2 ou 0,5 mg.L
-1

 de 

2,4-D apresentaram capacidade organogênica com indução de raízes. A produção de pigmento 

começou a ser observada a partir da terceira semana de cultivo. Calos rizogênicos, produzidos em 

meio com adição de 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D, mostraram uma maior pigmentação, principalmente 

quando comparado às culturas estabelecidas em meio MS nas menores concentrações de 2,4-D. 

Além da superfície dos calos, a produção de pigmento também foi verificada nas raízes (Figura 

15).  
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Figura 13 - Massa calogênica formada a partir de explantes caulinares de C. rosea 

inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D (mg.L
-1

), após 

60 dias de cultivo na presença de luz. Barras = 1,0 cm.   
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Figura 14 - Produção de massa calogênica, a partir de explantes caulinares de C. rosea 
inoculados em meio B5 suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D, após 60 

dias de cultivo na presença de luz.  

Legenda: a) Valores de matéria fresca; b) Valores de matéria seca.  

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatística entre os 

tratamentos (p  0,05). 
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Figura 15 - Desenvolvimento de raízes em calo de C. rosea produzido em meio B5 

suplementado com 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D, após 60 dias de cultura em presença de luz.  

Nota: As setas indicam a produção de carotenoide nas raízes. Barra = 1,0 cm. 
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As culturas estabelecidas em meio Nitsch iniciaram o processo de calogênese na 

primeira semana em cultivo nas menores concentrações de 2,4-D (0,2; 0,5 e 1,0 mg.L
-1

), com o 

intumescimento dos explantes ocorrendo a partir de sua base diretamente em contato com o meio. 

Nas maiores concentrações hormonais esta resposta foi observada apenas a partir da segunda 

semana. Como verificado anteriormente nos ensaios em MS e B5, o crescimento da massa 

calogênica foi maior nas culturas submetidas aos tratamentos com as menores concentrações de 

2,4-D (Figuras 16). Culturas produzidas em meio contendo 0,2 mg.L
-1

 do fitorregulador 

apresentaram a maior produção de biomassa, tanto com relação aos demais tratamentos em meio 

Nitsch (figura 17), assim como em relação aos ensaios realizados nos meios MS e B5. Entretanto, 

os calos apresentaram capacidade organogênica, com a produção de gemas e em alguns casos 

também de raízes (Figura 18a). Desta forma, este meio não se mostrou adequado para atender aos 

objetivos do trabalho, uma vez que a indução de brotos poderia comprometer a produção dos 

calos. Além disso, calos friáveis e não organogênicos seriam mais adequados para o posterior 

estabelecimento das culturas de células em suspensão. Quanto à produção de carotenoides, a 

suplementação com as maiores concentrações hormonais, apesar de resultar em um menor 

acúmulo de biomassa, influenciou positivamente a produção de pigmento. Uma característica 

observada em algumas culturas em meio Nitsch foi a secreção do pigmento para o meio de 

cultura (Figura 18b). 
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Figura 16 - Massa calogênica formada a partir de explantes caulinares de C. rosea inoculados 
em meio Nitsch suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D (mg.L

-1
), após 60 dias 

de cultivo na presença de luz. Barras = 1,0 cm. 
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Figura 17 - Produção de massa calogênica a partir de explantes caulinares de C. rosea 

inoculados em meio Nitsch suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D, após 60 

dias de cultivo na presença de luz.  

Legenda: a) Peso de matéria fresca; b) Peso de matéria seca.   

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatística entre os tratamentos 

(p  0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O uso do meio de White não se mostrou eficiente tanto para a produção de biomassa 

como para a produção de pigmento. O início do processo calogênico ocorreu de forma 

semelhante ao observado nos demais meios de cultura avaliados anteriormente, com o 

intumescimento da base dos explantes. Entretanto, esta resposta só foi observada a partir da 

terceira semana em cultivo. Embora o uso de 2,4-D na menor concentração tenha propiciado a 

maior produção de biomassa, as culturas estabelecidas em meio de White apresentaram os 

menores valores de peso de matéria fresca e seca (Figuras 19 e 20), quando comparadas 

Figura 18 - Calos produzidos em meio Nitsch após 60 dias de cultura.  

Legenda: a) Calo organogênico (setas) produzido em meio suplementado com 0,20 mg.L
-1

 

de 2,4-D; b) Calos mantidos em meio suplementado com 1,0 mg.L
-1

 de 2,4-D apresentando 

secreção de pigmento (seta) para o meio de cultura. Barras = 1,0 cm.      
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àquelas obtidas nos demais meios básicos avaliados. Diferentemente do observado para os 

meios B5 e Nitsch, calos estabelecidos em meio de White não apresentaram características 

organogênicas. Nestes calos, a produção de pigmento foi observada apenas após a quinta 

semana de cultivo, sendo uma maior pigmentação verificada em calos mantidos nas 

concentrações de 0,5 e 1,0 mg.L
-1

 de 2,4-D.  
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Figura 19 - Massa calogênica formada a partir de explantes caulinares inoculados em meio 

White suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D (mg.L
-1

), após 60 dias em cultura 

em regime de luz. Barras = 1,0 cm. 
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Os resultados alcançados na primeira etapa do trabalho demonstraram que a produção 

de massa calogênica foi fortemente influenciada pelo tipo e concentração do regulador de 

crescimento. Estes fatores também foram importantes para a produção de carotenoides, 

juntamente com a necessidade de manutenção das culturas na presença de luz. Os parâmetros 

avaliados também foram influenciados pela concentração salina dos diferentes meios de 

cultura, principalmente quanto à produção de biomassa. Em função destes resultados, foi 

selecionado o cultivo em meio MS suplementado com 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D, e na presença de 

luz, como a condição padrão para a produção de massa calogênica  

 

 

3.2 Modulação da produção de carotenoides in vitro 

 

 

Visando estabelecer um protocolo que contemplasse o acúmulo de biomassa associado 

a uma alta produção de carotenoides, calos produzidos em MS suplementado com 0,2 mg.L
-1

 

de 2,4-D, após 60 dias em cultura, foram transferidos para condições que, nos experimentos 

Figura 20 - Produção de massa calogênica a partir de explantes caulinares de C. rosea 

inoculados em meio White suplementado com diferentes concentrações de 2,4-D, após 60 

dias em cultivo na presença de luz.  

Legenda: a) Peso de matéria fresca; b) Peso de matéria seca.   

Nota: Letras iguais nas colunas significa não haver diferença estatística entre os tratamentos 

(p  0,05).  
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anteriores, resultaram em uma maior produção do pigmento na superfície dos calos. Os calos 

foram transferidos para meio MS suplementado com 10,0 mg.L
-1

 de 2,4-D ou para meio B5 

suplementado com 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D. Ao final de 60 e 90 dias em cultura, foram 

determinados o acúmulo de biomassa e foi realizada a quantificação da produção de 

carotenoides. Os resultados foram comparados àqueles alcançados pelas culturas controle 

mantidas por todo o período experimental em meio MS + 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D.     

A transferência dos calos para as novas condições de cultura não influenciou a 

produção da massa calogênica. Com relação à produção de pigmento, os maiores valores 

foram alcançados pelas culturas mantidas em MS + 0,2 mg.L
-1

 2,4-D (Tabela 1). Entretanto, 

as culturas transferidas para meio MS suplementado com 10,0 mg.L
-1

 de 2,4-D apresentaram 

o maior aumento percentual quando comparado aos valores alcançados em 60 e 90 dias de 

cultivo, respectivamente. O subcultivo dos calos em meio B5 não se mostrou favorável para a 

produção de pigmento. Culturas transferidas para este meio apresentaram os menores valores 

de produção do pigmento. Calos obtidos em meio MS ao serem transferidos para o meio B5 

não apresentaram a formação de raízes como observado anteriormente nas culturas 

estabelecidas diretamente em B5.       

 

Tabela 1 - Quantificação de carotenoides totais (CT) e acúmulo de biomassa (PF e PS) 

alcançados por culturas de calos de C. rosea. As avaliações foram realizadas após 60 e 90 dias 

da transferência dos calos do meio MS + 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D para diferentes meios de cultura.  

 

Condição de cultura 
Período em cultura 

60 dias 90 dias 

CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) 

MS + 0,2 mg.L
-1

 2,4-D 3,45±0,01
a
 4,00±1,49

a
 0,24±0,10

a
 4,70±1,30

a
 4,40±2,45

a
 0,26±0,14

a
 

MS + 10,0 mg.L
-1

 2,4-D 2,82±0,14
a
 2,80±0,04

b
 0,15±0,01

ab
 4,20±0,30

a
 3,95±0,76

a
 0,23±0,05

a
 

B5 + 0,2 mg.L
-1

 2,4-D 2,45±0,84
a
 5,72±1,69

a
 0,28±0,17

a
 2,00±1,00

b
 4,46±1,21

a
 0,27±0,14

a
 

Os dados representam média±desvio padrão. A mesma letra em cada coluna significa não haver diferença estatística 

pelo teste de Tukey a 5% 
 

 
 

3.2.1 Elicitação das culturas de calos 

 

 

A maior produção de pigmento, quantificada pelo cálculo de carotenoides totais (CT), 

após 60 dias do início do tratamento com o elicitor quitosana, foi verificada nas culturas 

submetidas à concentração de 5,0 mg.L
-1

 por um tempo de exposição de sete dias (Tabela 2).  

O valor de CT alcançado por essas culturas foi estatisticamente superior aos demais 
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tratamentos e representou um aumento de cerca de três vezes quando comparado às culturas 

mantidas na condição controle. Porém, quando as culturas permaneceram expostas a esta 

mesma concentração pelo dobro do tempo (14 dias) foi observada uma significativa redução 

na produção de pigmento. O tempo de exposição ao elicitor não foi um fator significativo 

quando foram utilizadas as menores concentrações de quitosana (1,0; 2,0 mg.L
-1

).  Após 90 

dias da elicitação foi verificado um aumento nos valores de CT tanto nas culturas elicitadas, 

independentemente da concentração de quitosana, como nas culturas controle (Tabela 2). 

Neste período, embora as culturas submetidas ao tratamento de 5,0 mg.L
-1

 por sete dias 

tenham alcançado valores de produção mais elevados, estes resultados não diferiram 

estatisticamente daqueles verificados para as culturas expostas à concentração de 1 mg.L
-1

, 

independentemente do tempo de exposição ao elicitor. Além disso, as culturas submetidas a 

esta menor concentração de quitosana apresentaram um maior aumento percentual dos valores 

de CT quando avaliada a resposta de produção aos 60 e aos 90 dias após o início do 

tratamento (Tabela 2).   

O aumento nos valores de CT nos calos mantidos em condição controle mostra a 

susceptibilidade dessas culturas à produção de pigmento à medida que permanecem nas 

condições in vitro, embora os tratamentos de elicitação tenham otimizado esta resposta. 

Com relação ao acúmulo de massa calogênica, verificada pela avaliação dos pesos de 

matéria fresca (PF) e seca (PS), independentemente dos tratamentos aos quais as culturas 

foram submetidas, não houve diferença estatística durante o período de acompanhamento 

(Tabela 2 e Figura 21).  

 

Tabela 2 - Quantificação de carotenoides totais (CT) e acúmulo de biomassa (PF e PS) 

alcançados por culturas de calos de C. rosea submetidas à exposição por sete ou 14 dias a 

diferentes concentrações de quitosana, após 60 e 90 dias do início do tratamento. 

Quitosana 

(mg.L
-1

) 

Período em cultura 

60 dias 90 dias 

CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) 

* 1,37±0,06
b
 3,28±0,83

ab
 0,18±0,03

a
 5,12±0,63

b
 3,84±0,72

a
 0,24±0,04

a
 

1,0 (7 dias) 1,95±0,72
b
 2,73±0,36

b
 0,17±0,02

a
 10,73±0,82

a
 3,19±0,73

a
 0,21±0,05

a
 

1,0 (14 dias) 3,45±1,07
b
 2,90±0,52

b
 0,13±0,03

a
 9,11±2,55

ab
 3,38±0,31

a
 0,17±0,01

ab
 

2,5 (7 dias) 2,80±1,50
b
 5,23±1,46

a
 0,26±0,13

a
 4,16±0,86

b
 4,37±0,99

a
 0,29±0,08

a
 

2,5 (14 dias) 3,70±1,40
b
 4,34±1,08

ab
 0,24±0,09

a
 5,47±1,47

b
 4,36±0,80

a
 0,28±0,06

a
 

5,0 (7 dias) 7,91±2,07
a
 2,09±0,85

b
 0,10±0,05

ab
 9,43±2,20

ab
 4,03±0,79

a
 0,27±0,03

a
 

5,0 (14 dias) 4,30±1,59
b
 2,28±0,96

b
 0,14±0,03

a
 7,29±2,36

b
 3,17±1,01

a
 0,20±0,07

a
 

* Calos não elicitados mantidos em meio MS + 0,2 mgL
-1

 de 2,4-D. 

Os dados representam média±desvio padrão. A mesma letra em cada coluna significa não haver diferença estatística 

pelo teste de Tukey a 5% 
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Figura 21 - Culturas de calos de C. rosea produzidas em meio MS + 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D e expostas 

a diferentes concentrações de quitosana por sete ou 14 dias. Os registros fotográficos foram realizados 

90 dias após a exposição ao elicitor.  Barras = 1,0 cm.   

 

Controle 

1 mg.L-1 (7 dias) 1 mg.L-1 (14 dias) 

2,5 mg.L-1 (7 dias) 2,5 mg.L-1 (14 dias) 

5,0 mg.L-1 (14 dias) 5,0 mg.L-1 (7 dias) 
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 O uso de extrato de levedura resultou em um aumento nos valores de CT quando 

comparado às culturas controle nas análises realizadas 60 dias após a elicitação (Tabela 3). A 

exposição dos calos por 14 dias ao extrato de levedura na concentração de 200 mg.L
-1 

resultou 

na maior produção de carotenoides, embora os valores alcançados não tenham diferido 

estatisticamente daqueles obtidos com as culturas submetidas aos demais tratamentos. 

Entretanto, quando as análises foram realizadas 90 dias após a exposição ao elicitor, foi 

verificada uma significativa redução na produção do pigmento nas culturas elicitadas, que 

alcançaram valores estatisticamente semelhantes às culturas controle. Apenas as culturas 

elicitadas com 400 mg.L
-1

  por 14 dias permaneceram com níveis de produção similares aos 

alcançados após os primeiros 60 dias.  Embora o tratamento com extrato de levedura não 

tenha resultado em valores elevados de CT quando comparados às culturas controle, foi 

possível verificar que um maior tempo de exposição (14 dias) resultou em uma maior 

produção do pigmento. Como já verificado anteriormente nos ensaios com quitosana, a 

presença do extrato de levedura no meio de cultura não influenciou a produção de biomassa 

(Tabela 3 e Figura 22).      

 

Tabela 3 - Quantificação de carotenoides totais (CT) e acúmulo de biomassa (PF e PS) 

alcançados por culturas de calos de C. rosea submetidas à exposição por sete ou 14 dias a 

diferentes concentrações de extrato de levedura, após 60 e 90 dias do início do tratamento. 

Extrato de 

levedura 

(mg.L
-1

) 

Período em cultura 

60 dias 90 dias 

CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) 

* 3,56±1,16
b
 5,86±1,19

a
 0,21±0,07

b
 3,83±0,36

ab
 4,83±0,82

a
 0,27±0,05

a
 

200 (7 dias) 5,87±1,68
ab

 4,65±1,11
a
 0,20±0,05

b
 2,25±1,66

b
 5,99±1,09

a
 0,35±0,05

a
 

200 (14 dias) 8,66±0,81
a
 4,79±0,97

a
 0,20±0,04

b
 3,05±1,16

ab
 4,68±0,78

a
 0,29±0,04

a
 

400 (7 dias) 5,96±1,12
ab

 3,88±0,63
a
 0,19±0,03

b
 1,73±0,62

b
 4,86±1,13

a
 0,26±0,05

a
 

400 (14 dias) 5,28±1,70
ab

 5,62±1,06
a
 0,38±0,09

a
 5,70±2,10

a
 4,71±2,66

a
 0,29±0,15

a
 

* Calos não elicitados mantidos em meio MS + 0,2 mgL
-1

 de 2,4-D. 

Os dados representam média±desvio padrão. A mesma letra em cada coluna significa não haver diferença estatística 

pelo teste de Tukey a 5% 
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Os maiores valores de CT no tratamento com metil jasmonato foram alcançados após 

60 dias da exposição ao elicitor (Tabela 4). Calos submetidos à elicitação com 300 µM, 

independentemente do tempo de exposição ao elicitor, alcançaram os maiores valores de CT 

ao longo deste trabalho (13 µg.g
-1

), o que representou um aumento de cerca de seis vezes com 

relação aos valores alcançados pelas culturas controle neste mesmo período. Culturas tratadas 

com metil jasmonato nas concentrações de 100 e 200 µM, por um tempo de exposição de sete 

dias, também alcançaram valores significativamente expressivos de CT. Assim como 

observado nos tratamentos com extrato de levedura e diferentemente do que havia sido 

observado com o uso de quitosana, a manutenção dos calos por um período de 90 dias após o 

Figura 22 - Culturas de calos de C. rosea produzidas em meio MS + 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D e 

expostas a diferentes concentrações de extrato de levedura por sete ou 14 dias. Os registros 

fotográficos foram realizados 60 dias após a exposição ao elicitor.  Barras = 1,0 cm.   

 

Controle 

200 mg.L-1 (7 dias) 200 mg.L-1 (14 dias) 

400 mg.L-1 (14 dias) 400 mg.L-1 (7 dias) 
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tratamento de elicitação resultou em redução da produção do pigmento. A exceção com 

relação a esta redução foram as culturas controle que, como verificado nos experimentos 

anteriores, apresentaram um aumento na produção ao longo do tempo em cultura. Entretanto, 

apesar da redução na produção, as culturas elicitadas com metil jasmonato ainda 

permaneceram com níveis de produtividade maiores do que as culturas controle. Assim, a 

elicitação das culturas com metil jasmonato mostrou-se o tratamento mais eficiente para a 

otimização da produção de carotenoides.  

Como verificado nos experimentos anteriores com os outros elicitores, o tratamento 

com metil jasmonato, apesar de influenciar positivamente a produção de carotenoides nos 

calos, não acarretou em alterações no acúmulo de biomassa (Tabela 4 e Figura 23).    

Calos elicitados por 7 dias com 300 µM de metil jasmonato foram submetidos à 

análise por CLAE. O processo de elicitação induziu ao aumento na concentração de β-

caroteno (Figura 24a) quando comparado à produção deste pigmento em calos não elicitados 

(Figura 8c). O pico referente ao β-caroteno foi identificado pelo seu espectro de absorção na 

região visível que apresentou max a 452 nm e 477 nm (Figura 24b). Embora tenham sido 

detectados outros picos no cromatograma obtido a partir de amostras de calos elicitados, as 

substâncias referentes a esses picos não apresentaram espectro de absorção característico de 

carotenoides. Além disso, o processo de elicitação parece ter inibido a produção dos dois 

outros carotenoides identificados pelos picos 1 e 2 no cromatograma obtido a partir de calos 

não elicitados (Figura 8c).  

 

Tabela 4 - Quantificação de carotenoides totais (CT) e acúmulo de biomassa (PF e PS) 

alcançados por culturas de calos de C. rosea submetidas à exposição por sete ou 14 dias a 

diferentes concentrações de metil jasmonato, após 60 e 90 dias do início do tratamento. 

Metil 

jasmonato 

(µM) 

Período em cultura 

60 dias 90 dias 

CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) 

* 1,89±1,04
c
 3,56±1,39

a
 0,21±0,09

a
 4,00±0,06

b
 3,73±0,61

a
 0,25±0,02

a
 

100 (7 dias) 9,09±4,82
ab

 4,94±1,11
a
 0,28±0,14

a
 5,27±1,62

ab
 3,29±1,01

a
 0,23±0,05

a
 

100 (14 dias) 7,33±1,83
b
 4,06±2,57

a
 0,26±0,18

a
 7,04±0,34

a
 4,54±0,90

a
 0,29±0,06

a
 

200 (7 dias) 11,49±1,54
ab

 2,92±0,98
a
 0,14±0,07

a
 5,62±1,47

ab
 3,92±0,82

a
 0,26±0,04

a
 

200 (14 dias) 8,81±1,56
b
 3,70±0,87

a
 0,15±0,02

a
 4,75±2,91

ab
 4,89±0,78

a
 0,28±0,08

a
 

300 (7 dias) 13,62±1,87
a
 3,80±0,27

a
 0.17±0,01

a
 9,43±3,54

a
 4,59±0,98

a
 0,30±0,05

a
 

300 (14 dias) 13,59±1,34
a
 2,16±0,29

a
 0,10±0,01

a
 5,77±2,34

ab
 4,28±1,23

a
 0,28±0,05

a
 

* Calos não elicitados mantidos em meio MS + 0,2 mgL
-1

 de 2,4-D. 

Os dados representam média±desvio padrão. A mesma letra em cada coluna significa não haver diferença estatística 

pelo teste de Tukey a 5% 
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Figura 23 - Culturas de calos de C. rosea produzidas em meio MS + 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D e 

expostas a diferentes concentrações de metil jasmonato por sete ou 14 dias. Os registros 

fotográficos foram realizados 60 dias após a exposição ao elicitor.  Barras = 1,0 cm.   

 

100 µM (7 dias) 100 µM (14 dias) 

200 µM (7 dias) 200 µM (14 dias) 

300 µM (7 dias) 
300 µM (14 dias) 

Controle 



 62 

 

 

 

3.3 Culturas de células em suspensão 

 

A curva de crescimento obtida das CCS (Figura 25) apresentou uma fase lag com 

duração de cerca de quatro dias. Esta fase caracteriza-se pelo preparo das células para a 

divisão celular. A partir do 4º dia as culturas apresentaram aumento da proliferação celular, 

Figura 24 - Análises cromatográficas dos calos de C. rosea submetidos ao tratamento de 

elicitação com metil jasmonato (300 µM) por 7 dias.  

Legenda: (a) Cromatograma da amostra de calo após 60 dias do tratamento de elicitação, 

mostrando aumento do pico referente ao β-caroteno (asterisco) e seu respectivo (b) 

espectro de absorção no visível.  
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entrando na fase exponencial, considerada como a fase biossintética. As culturas 

permaneceram em crescimento exponencial até o 24º dia, sendo o maior crescimento 

observado entre o 14º e o 24º dia. Em seguida, foi verificado um período de desaceleração do 

crescimento, caracterizado pela gradual redução na densidade celular (24º ao 35º dia), seguido 

por um crescimento linear com duração até o 43º dia, quando foi encerrado o 

acompanhamento das culturas. Estas duas últimas etapas caracterizam a fase estacionária, 

onde há um maior número de células com menor capacidade de divisão celular. Após o 

estabelecimento da curva de crescimento, foi determinado um período de cultura de 20 dias 

para os experimentos com as CCS, de forma a mantê-las na fase exponencial de crescimento, 

proporcionando um maior acúmulo de biomassa.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Curva de crescimento das culturas de células em suspensão de C. rosea iniciadas a 

partir de calos produzidos em meio MS + 0,2 mg.L
-1 

2,4-D. 

 

Culturas em suspensão foram iniciadas a partir de calos previamente submetidos ao 

tratamento de elicitação que resultou na maior produção de carotenoides (metil jasmonato a 

300 µM por sete dias). Embora as CCS tenham alcançado valores de produção abaixo 

daqueles observados nas culturas de calos, foi verificado um aumento significativo no 

acúmulo do pigmento ao longo das subculturas. Entretanto, a produção de pigmentos não 

apresentou diferenças significativas quando comparada às culturas controle iniciadas com 

calos não elicitados (Tabela 5 e figura 26). Com relação à produção de biomassa, embora as 

CCS iniciadas a partir de calos elicitados tenham apresentado um aumento significativo tanto 

de peso de matéria fresca como de matéria seca, as CCS obtidas a partir de calos não eliciados 
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mostraram um maior crescimento quando considerado o acúmulo de matéria seca durante o 

período em cultura.    

 

        

 

 

Subculturas Calos não elicitados Calos elicitados 

CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) CT (µg. g
-1

) PF (g) PS (g) 

1ª 0,87±1,20
b
 1,77±0,26

b
 0,11±0,04

b
 2,76±1,19

b
 1,33±0,37

b
 0,09±0,02

b
 

2ª 2,22±1,54
ab

 3,67±1,61
a
 0,33±0,18

a
 2,80±0,45

b
 3,96±0,96

a
 0,20±0,07

a
 

3ª 5,19±2,21
a
 2,76±0,54

ab
 0,19±0,06

ab
 6,13±1,59

a
 4,36±1,57

a
 0,15±0,08

a
 

Os dados representam média±desvio padrão. A mesma letra em cada coluna significa não haver diferença estatística 

pelo teste de Tukey a 5%. 

Os valores iniciais de biomassa para as CCS foram em média de 1,50±0,10 g (PF) e 0,12±0,06 g (PS). 

Os calos elicitados foram submetidos a tratamento com metil jasmonato (300 µM) por 7 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 Avaliação do potencial antioxidante e da toxicidade dos extratos 

Tabela 5 - Quantificação de carotenoides totais (CT) e acúmulo de biomassa (PF e PS) alcançados 

por culturas de células em suspensão iniciadas a partir de calos de C. rosea produzidos em meio 

MS suplementado com 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D sem ou com elicitação com metil jasmonato.  

 

Figura 26 - Culturas de células em suspensão de C. rosea estabelecidas a 

partir (a) de calos não elicitados e (b) calos elicitados com metil 

jasmonato (300µM), durante a terceira subcultura. Barra =  1,0 cm. 

a b 
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Os extratos de calos obtidos em meio MS suplementado com 0,20 mg.L
-1

 de 2,4-D, 

não apresentaram atividade genotóxica nas concentrações testadas. Estes resultados podem ser 

observados pela presença nos géis apenas da banda relativa ao DNA íntegro (supercoiled) nas 

raias 3, 4 e 5, que correspondem aos ensaios onde foi verificado apenas o efeito dos extratos 

sobre a molécula de DNA (Figura 27). Além de ausência de ação genotóxica, os extratos 

apresentaram efeito protetor contra a ação deletéria do SnCl2 indicando o potencial 

antioxidante deste material. Esta atividade é constatada pela presença de DNA íntegro nas 

raias 6, 7 e 8, significando a ocorrência de redução do número de quebras no molécula de 

DNA e, consequentemente uma menor quantidade de DNA na conformação de círculo aberto 

(open circle), mesmo na presença do SnCl2. Apenas na menor concentração testada (5 g.mL
-

1
) não foi observada a presença de banda na posição relacionada ao DNA íntegro (Figura 27, 

raia 6). Os extratos nas maiores concentrações (300, 400, 500 g.mL
-1

) apresentaram um 

nível de proteção bastante elevado, não sendo verificada a presença de quebras na molécula 

de DNA, mesmo na presença de um potente agente redutor como o SnCl2. Quando os extratos 

foram avaliados quanto à sua toxicidade pelo ensaio BST, foram alcançados valores de CL50 

acima de 3,0 mg.L
-1

, uma vez que nesta concentração foi observada a morte de uma média de 

apenas duas larvas em amostras de 10 indivíduos. Este resultado demonstra que as 

concentrações avaliadas nos ensaios de atividade antigenotóxica não apresentavam 

toxicidade.   
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Figura 27 - Efeito sobre a molécula de DNA plasmidial, na ausência ou 

presença de SnCl2, de diferentes concentrações de extratos de calos de C. 

rosea produzidos em meio MS + 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D.  

Raias 
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4 DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho, plantas micropropagadas obtidas a partir de raízes in vitro de C. 

rosea (SIMÕES et al., 2009a) foram usadas como fonte de explantes para o início das culturas 

de calos. Estas culturas apresentaram a produção de carotenoides, fato pela primeira vez 

reportado para a espécie. Em estudos anteriores foi possível o estabelecimento de linhagens 

de calos produtores de pigmentos antociânicos (SIMÕES et al., 2009b), a partir de plantas 

micropropagadas obtidas de material in vivo (SIMÕES et al., 2004). Estes resultados 

demonstram que a fonte de material para o início das culturas foi um fator importante na 

indução de diferentes vias metabólicas para a produção de pigmentos de C. rosea sob 

condições in vitro. O fato de as plantas doadoras terem sido produzidas a partir de raízes pode 

ter influenciado a indução da via dos carotenoides. A relação entre raízes e produção de 

pigmentos da classe dos carotenoides também foi observada para a espécie em estudos 

relacionados à multiplicação de raízes in vitro (CORDEIRO, 2011). Nesses estudos, a 

produção de pigmentos carotenogênicos foi obtida em culturas de raízes estabelecidas em 

meio MS líquido suplementado com diferentes concentrações das auxinas AIA e AIB. 

Embora substâncias sinalizadoras derivadas de carotenoides desempenhem um papel 

importante no processo de desenvolvimento das raízes (CAZZONELLI; YIN; POGSON, 

2009), estes órgãos, frequentemente, não apresentam acúmulo destes metabólitos. Entretanto, 

a manutenção de material sob condições in vitro pode levar a mudanças fisiológicas e 

epigenéticas relevantes, especialmente quando se trata de culturas de células indiferenciadas, 

como no caso dos calos. 

 A produção in vitro de pigmentos vegetais tem despertado grande interesse, visto que 

muitos corantes sintetizados quimicamente e usados, principalmente nas indústrias de 

alimentos e bebidas, podem causar efeitos danosos à saúde (DA SILVA, 2001; GHIGGI, 

2007). Diversos estudos têm demonstrado a produção de diferentes pigmentos vegetais por 

técnicas de cultura de tecidos (FU; LU, 1999; GEORGIEV et al., 2008; MIHAI et al., 2010). 

Entretanto, com relação aos pigmentos da classe dos carotenoides, a produção in vitro ainda é 

obtida principalmente a partir do cultivo de micro-organismos (VALDUGA et al., 2009), o 

que reforça a importância dos resultados alcançados nas culturas in vitro de C. rosea. 

Outro aspecto a ser avaliado na indução das diferentes linhagens de calos de C. rosea é 

o tempo de cultivo in vitro das plantas doadoras de explantes. As plantas utilizadas na indução 

dos calos carotenogênicos apresentavam um tempo em cultura mais longo, já que eram 

5          6             7            8   9           10               
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oriundas também de material produzido in vitro e mantido como estoque. Tanto a linhagem de 

calos carotenogênicos, como a linhagem produtora de antocianinas (SIMÕES et al., 2009b) 

foram estabelecidas a partir de explantes caulinares mantidos nas mesmas condições físicas 

(luz e temperatura) e químicas (meio básico de cultura e suplementação hormonal). Desta 

forma, é possível que o tempo sob condições in vitro das plantas matrizes tenha sido um fator 

diferencial para a indução de substâncias a partir de vias biossintéticas bastante distintas, uma 

vez que os carotenoides são oriundos, principalmente da via do ácido mevalônico, enquanto 

que as antocianinas são sintetizadas pela via do ácido chiquímico (SANTOS, 2004).   

A influência da fonte de explantes na produção de carotenoides também foi verificada 

em culturas de calos da espécie C. spinosa. Para esta espécie, apenas culturas iniciadas a 

partir de explantes oriundos de plantas micropropagadas apresentaram a produção de β-

caroteno, em contraste com culturas iniciadas a partir de explantes de plantas germinadas in 

vitro (ALBARELLO, 2005; ALBARELLO et al., 2007).   

  Como a aplicação das estratégias biotecnológicas para a produção de 

metabólitos secundários deve priorizar não só a indução da(s) substância(s) de interesse, mas 

também a obtenção de um alto acúmulo de biomassa, inicialmente foi avaliada a influência 

das condições de cultura na obtenção da massa calogênica. A manutenção das culturas na 

presença de luz influenciou de forma positiva o crescimento dos calos. A influência da luz 

sobre a indução e eficiência do processo calogênico já foi reportado em diversos estudos. 

Uma maior produção de massa calogênica foi alcançada por culturas de Stryphnodendron 

adstringens (barbatimão) mantidas em meio MS suplementado com 2,4-D e na presença de 

luz quando comparado a culturas mantidas no escuro (CASTRO et al., 2009).  Resultados 

similares foram alcançados em culturas de calos de Oryza sativa (AFRASIAB; JAFAR, 

2011). Entretanto, para algumas espécies a manutenção dos calos sob luminosidade acarretou 

numa menor eficiência do processo calogênico (SHA VALLIKHAN; PRAKASH; RAO, 

2002; NOGUEIRA et al., 2007; ALI et al., 2008; AFSHARI; ANGOSHTARI; KALANTARI, 

2011).  Esta inibição pode estar associada à produção de inibidores do crescimento, assim 

como favorecer a produção de compostos fenólicos, os quais podem interferir na atividade 

dos reguladores de crescimento (GEORGE, 2008). Embora para C. rosea a presença de luz 

tenha se mostrado mais eficiente para a produção de biomassa, culturas de calos de C. 

spinosa, também produzidas em meio MS suplementado com 2,4-D, não apresentaram 

diferenças significativas de produtividade quando mantidas no escuro ou sob luminosidade 

(RIBEIRO, 2004). 
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A suplementação do meio MS com 2,4-D se mostrou mais eficiente para a produção 

de calos quando foram utilizadas as menores concentrações deste fitorregulador (0,2; 0,5; 1,0 

mg.L
-1

), sendo verificada uma significativa redução no crescimento na presença de 5 e 10 

mg.L
-1

. Diferentemente da resposta observada com o 2,4-D, culturas produzidas em meio 

suplementado com PIC, não apresentaram redução significativa na produção de biomassa em 

função das concentrações utilizadas. Estudos anteriores de calogênese em C. rosea não 

haviam avaliado concentrações hormonais acima de 2 mg.L
-1 

(SIMÕES et al., 2009b; 

SIMÕES et al., 2010a). Esta inibição do crescimento pode estar relacionada a um efeito 

tóxico do 2,4-D. Redução da massa calogênica em função do aumento da concentração de 

2,4-D também foi observada em culturas de Litchi chinensis (MESQUITA, 1999) e de Salix 

humboldtiana (SANTOS et al., 2005). Embora o 2,4-D e o PIC sejam reguladores do 

crescimento frequentemente utilizados para a indução de calogênese in vitro, estudos sobre o 

seu efeito herbicida mostraram que a eficiência de absorção, translocação e metabolização 

dessas substâncias dependem da espécie. Na erva daninha Euphorbia esula o 2,4-D 

apresentou uma eficiência de absorção e translocação cerca de duas vezes maior do que o PIC 

(LYM; MOXNESS, 1989). Resultados opostos foram observados para a espécie Populus 

tremula (ELIASSQN, 1972).  

A partir dos ensaios utilizando o meio MS foram estabelecidas as condições de 

manutenção das culturas sob luz, e a suplementação com 0,2 mg.L
-1

 de 2,4-D como as mais 

eficientes para a produção de massa calogênica. Como observado nos demais tratamentos com 

2,4-D, assim como também na presença de PIC, calos estabelecidos nessas condições 

apresentavam a produção de carotenoides em sua superfície ao longo do tempo em cultura. 

Entretanto, diferentemente das culturas de calos antociânicos, onde foi alcançada a associação 

de altas taxas de crescimento conjuntamente com a produção dos pigmentos (SIMÕES et al., 

2009b), para as culturas de calos carotenogênicos, o acúmulo de biomassa não foi tão 

expressivo, e uma redução na taxa de crescimento foi constatada a medida que a produção do 

pigmento tornava-se mais evidente. A ocorrência de redução na proliferação celular quando se 

inicia a produção de metabólitos é uma situação constatada em muitas culturas in vitro 

(LUCZKIEWCZ; CISOWSKI, 2001; ANGELOVA et al. 2001; MARSHAL et al., 2002; 

FRANÇA, 2004). Esta alternância entre os dois processos ocorre em função da estreita 

relação existente entre os metabolismos primário e secundário. Muitos precursores do 

metabolismo secundário, além de serem sintetizados a partir do metabolismo primário, 

também fazem parte de reações relacionadas à síntese de constituintes celulares, ou seja, 

desempenham um papel importante no próprio metabolismo primário. Esse fato gera uma 
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competição por esses precursores entre os processos de crescimento e síntese de metabólitos 

(HAGENDOORN; VAN DER PLAS; SEGERS, 1994; VAN DER PLAS; EIJKELBOOM; 

HAGENDOORN, 1995; COLLIN, 2001).  

Visando verificar a influência de diferentes meios básicos no processo de calogênese, 

foram testados os meios B5 (GAMBORG; MILER; OJIMAK, 1968), Nitsch (NITSCH; 

NITSCH, 1969) e White (WHITE, 1934) no estabelecimento das culturas, suplementados 

com as mesmas concentrações de 2,4-D avaliadas para o meio MS e sendo mantida a 

condição de luminosidade. Estudos sobre a indução da calogênese com espécies do gênero 

Cleome só haviam sido realizados utilizando-se o meio MS (NASSEM; JHA, 1994; 

NASEEM; JHA, 1997; RIBEIRO, 2004; SONGSAK; LOCKWOOD, 2004; ALBARELLO, 

2005; ALBARELLO et al., 2007, SIMÕES et al., 2009b). Os calos de C. rosea produzidos 

nos meios B5 e Nitsch, embora tenham alcançado boas taxas de crescimento, apresentaram 

características organogênicas, o que não foi observado nas culturas mantidas em meio MS. 

Calos mantidos em meio B5 desenvolveram raízes quando cultivados nas menores 

concentrações hormonais. Estes calos apresentaram a produção de pigmento por toda a sua 

superfície e também em algumas raízes. Embora calos friáveis não organogênicos sejam 

requeridos quando se objetiva o estabelecimento de culturas de células em suspensão, a 

presença de certo grau de diferenciação nas culturas de calos tem mostrado ser um fator 

favorável à produção de alguns metabólitos secundários (BAIS; SUDHA; RAVISHANKAR, 

1999; ZHAO et al., 2001). As culturas estabelecidas em meio de White atingiram os menores 

valores de massa calogênica. Esse menor crescimento, provavelmente, está relacionado à 

fraca composição salínica do meio de White. Este meio, originalmente estabelecido para 

culturas líquidas, apresenta baixos níveis de nutrientes como o nitrogênio e o potássio 

(LEIFERT; MURPHY; LUMSDEN, 1995).   

Uma maior relação entre o desenvolvimento da massa calogênica e a produção de 

pigmento foi alcançada por culturas mantidas em meio MS suplementado com 2,4-D. Embora 

a produção de carotenoides pelas técnicas de cultura de tecidos vegetais ainda seja pouco 

explorada, os estudos já estabelecidos mostram a indução de pigmentos deste grupo em 

culturas mantidas em meio com 2,4-D, como no caso de culturas de células em suspensão de 

Vaccinium ashei (NAWA et al., 1993) e culturas de calos e células em suspensão de 

Barringtonia racemosa (BEHBAHANI; SHANEHSAZZADEH;  HESSAMI, 2011). A 

indução de carotenoides in vitro também tem sido alcançada pela suplementação do meio de 

cultura com 2-(4chlorophenyl-thio) triethylamine (CPTA), como no caso da produção de 
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licopeno em culturas de células em suspensão de tomate (Lycopersicon esculentum) 

(FOSKET; RADIN, 1983; RHODES, SPENCER; HAMILL, 1991).  

Diferentemente dos resultados observados com C. rosea, para culturas de calos de C. 

spinosa, a suplementação do meio MS com 1,0 mg.L
-1

 de PIC resultou em uma maior 

produção de β-caroteno (ALBARELLO, 2005). Porém, assim como verificado em C. rosea, 

nas culturas de C. spinosa, a luz mostrou ser um fator essencial para a indução do pigmento, 

não sendo verificada sua produção nas culturas mantidas no escuro. A luz também foi um 

importante fator para a indução de licopeno em culturas de calos e células em suspensão de 

Barringtonia racemosa (BEHBAHANI; SHANEHSAZZADEH; HESSAMI, 2011). Embora 

a maior parte dos genes envolvidos na via biossintética dos diferentes carotenoides já tenha 

sido identificada, alguns dos processos relacionados à biossíntese desses pigmentos ainda não 

foram elucidados. Entretanto, sabe-se que a luz tem uma grande influência na mediação da 

regulação da biossíntese dos carotenoides, influenciando a expressão gênica (BRAMLEY, 

2002; SIMKIN et al., 2003; PIZARRO; STANGE, 2009).  

Embora a luz seja um pré-requisito para a produção de um grande número de 

metabólitos secundários sob condições in vitro (KIERAN; MACLOUGHLIN; MALNE, 

1997), com relação à produção de pigmentos vegetais, nem sempre a condição de 

luminosidade é necessária. Grande parte dos trabalhos referentes à produção de antocianinas 

em culturas de calos e de células em suspensão comprova que o cultivo na presença de luz é 

uma condição importante (ZHONG; YOSHIDA, 1995; BLANDO et al., 2005; PASQUA et 

al., 2005; SIMÕES et al., 2009b). No entanto, o estabelecimento de linhagens antociânicas no 

escuro já foi alcançado para algumas espécies (KONCZAC-ISLAM et al., 2000; 

NAKAMURA et al., 1999). Na maior parte dos sistemas estabelecidos in vitro para a 

produção de betalaínas embora a luz não tenha se mostrado um fator essencial, sua presença 

resultou no aumento da síntese destes pigmentos (YEOMAN; YEOMAN, 1996).   

Uma vez estabelecidas as melhores condições para o crescimento da massa calogênica 

associada à síntese de carotenoides, foram aplicadas estratégias para otimizar a produção in 

vitro de pigmentos. O processo de elicitação foi utilizado pela primeira vez para a espécie e 

mostrou-se eficiente para a otimização da produção dessas substâncias. Independentemente do 

tipo de elicitor empregado, foi verificada alteração nos níveis de produção de carotenoides 

totais. Assim como um mesmo elicitor pode estimular o metabolismo secundário em 

diferentes culturas, certas culturas são responsivas a diferentes elicitores. Estudos têm 

mostrado que, de um modo geral, os metabólitos induzidos pelo processo de elicitação são 
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específicos das culturas submetidas ao tratamento e não dependentes do tipo de elicitor 

empregado (NAMDEO, 2007; VASCONSUELO; BOLAND, 2007).  

O uso de metil jasmonato e de quitosana resultou em um significativo aumento da 

produção de carotenoides. A maior produção foi alcançada após a elicitação com metil 

jasmonato na concentração de 300 µM, que resultou em um aumento de cerca de seis vezes na 

concentração de carotenoides totais quando comparado às culturas controle. Calos submetidos 

a este tratamento apresentaram um significativo aumento na concentração de β-caroteno. O 

ácido jasmônico e seu metil éster, o metil jasmonato, são coletivamente chamados de 

jasmonatos. São sintetizados a partir do ácido linolênico e têm papel importante como 

transdutores na sinalização de defesa das plantas, estando relacionados à indução de diferentes 

vias biossintéticas de metabólitos secundários, incluindo os terpenoides (MEMELINK; 

VERPOORTE; KIJNE, 2001). Diversos estudos têm mostrado o aumento de substâncias 

terpenoídicas pela elicitação com o metil jasmonato (SINGH et al., 1998; KEINANEN; 

OLDHAM; BALDWIN, 2001; MARTIN et al., 2002; KIM et al., 2006; FRANKFATER; 

DOWD; TRIPLETT, 2009; EXPOSITO et al., 2010).   

A resposta ao tratamento com quitosana também foi satisfatória, sendo alcançada uma 

maior produção em culturas elicitadas com 5 mg.L
-1

,  que apresentaram um aumento de cerca 

de três vezes nos valores de carotenoides totais quando comparado às culturas controle. A 

quitosana é um polissacarídeo natural extraída do exoesqueleto de crustáceos e também 

encontrada na parede de micélio de muitos fungos. Ela apresenta efeito na interação planta-

patógeno, sendo reconhecida pelas plantas como indicador da presença de fungos 

patogênicos, levando à ativação de diferentes sistemas de defesa (LINDEN; 

PHISALAPHONG, 2000; MAIA et al., 2010). A elicitação com quitosana foi efetiva em 

aumentar a produção de substâncias terpenoídicas em culturas de células de diferentes 

espécies (CHANG et al., 1998; ZHANG et al., 2007; FAN et al., 2010). 

A elicitação com extrato de levedura resultou na resposta menos expressiva de 

otimização da produção de pigmentos. O extrato de levedura é constituído de uma variedade 

de substâncias, além de aminoácidos, vitaminas e minerais (ERTOLA; HOURS, 1998). 

Embora seja um elicitor biótico, alguns autores sugerem que seu efeito possa ser atribuído a 

íons metálicos como zinco, cobalto e cálcio presentes em sua composição e que, na verdade, 

atuariam como elicitores abióticos (PITTA-ALVAREZ; SPOLLANSKY ; GIULIETTI, 2000; 

KARWASARA et al., 2005).  

Para C. rosea, o tempo de exposição aos elicitores não exerceu influência significativa 

na produção de carotenoides, com exceção da elicitação com quitosana na maior concentração 
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(5 mg.L
-1

). Embora no presente trabalho o tempo de exposição não tenha resultado em 

diferenças significativas na produção do metabólito, este fator tem se mostrado importante 

para a resposta de elicitação em muitos estudos, e assim como a concentração dos elicitores, 

deve ser estabelecido empiricamente para cada espécie. Em geral, o tempo necessário para um 

máximo acúmulo do metabólito é característico de cada espécie vegetal e normalmente é 

precedido por um aumento nas atividades enzimáticas envolvidas na via biossíntética do 

metabólito alvo (VASCONSUELO; BOLAND, 2007).  

A cinética de indução dos carotenoides e a manutenção dos níveis de produção 

variaram em função do elicitor. A maior produção foi alcançada por culturas expostas ao 

metil jasmonato e ao extrato de levedura após 60 dias da elicitação. Entretanto, após 90 dias 

do tratamento os valores foram reduzidos. Culturas expostas à quitosana apresentaram uma 

resposta distinta, com uma maior produção sendo alcançada 90 dias após a elicitação. Em 

plantas de Ocimum basilicum, a elicitação com metil jasmonato resultou em uma produção 

mais expressiva de substâncias terpenoídicas quando comparado ao tratamento com 

quitosana, porém após um maior período de tempo (DESCHAMPS; SIMON, 2006). Segundo 

Vasconsuelo & Boland (2007), embora a(s) classe(s) de metabólito(s) induzida(s) pelo 

processo de elicitação esteja estreitamente relacionada à espécie vegetal, a cinética de indução 

e o acúmulo do metabólito são dependentes do tipo de elicitor utilizado.  

Independentemente do tipo e concentração do elicitor, assim como do tempo de 

exposição, não houve alteração no desenvolvimento da massa calogênica quando comparado 

às culturas controle. Entretanto, estudos mostram que o tratamento com elicitores, além de 

influenciar na indução de metabólitos, pode levar a alterações significativas na taxa de 

crescimento. Culturas de calos de Taxus x media var. Hatfieldii, apresentaram uma 

significativa redução no crescimento após elicitação com metil jasmonato (FURMANOWA et 

al., 1997). Resposta semelhante foi observada em culturas de raízes transformadas de algodão 

(FRANKFATER; DOWD; TRIPLETT, 2009). Por outro lado, Walker e colaboradores (2002) 

verificaram um significativo aumento na biomassa de culturas em suspensão de Hypericum 

perforatum após elicitação com ácido jasmônico. Da mesma forma, a elicitação de culturas de 

Solanum tuberosum var. Chieftain com o elemento químico cério promoveu um maior 

acúmulo de biomassa (LU; YANG; ZOU, 2006). Entretanto, como verificado em C. rosea, a 

elicitação com metil jasmonato e com extrato de levedura não influenciou de forma 

significativa o crescimento de culturas de Panax ginseng (LU; WONG; TENG, 2001).    

As culturas de células em suspensão de C. rosea estabelecidas tanto a partir de calos 

não elicitados, como aquelas iniciadas com calos elicitados, apresentaram uma menor 
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produção de pigmentos quando comparado às culturas de calos. Além disso, também não 

alcançaram um nível de acúmulo de biomassa compatível com os resultados observados com 

culturas estabelecidas a partir de calos produtores de antocianinas (SIMÕES-GURGEL et al., 

2011). As culturas de células em suspensão são consideradas sistemas mais homogêneos e 

eficientes para a produção de metabólitos secundários quando comparadas às culturas de 

calos. Esta maior eficiência está relacionada ao uso de meio líquido, que reduz a formação de 

gradientes físicos e químicos (SAITO; MIZUKAMI, 2002), além da possibilidade de 

eliminação dos metabólitos no meio de cultura, o que otimiza o processo de obtenção destes 

produtos, uma vez que não há a necessidade de extração a partir das células (KOLEWE; 

GAURAV; ROBERTS, 2008). Com base na potencialidade já observada anteriormente para a 

espécie no que se refere à produção in vitro de pigmentos vegetais (SIMÕES et al., 2009b; 

SIMÕES-GURGEL et al.,  2011), pode-se concluir que, no presente estudo, embora as 

culturas em suspensão tenham apresentado a manutenção da produção de carotenoides ao 

longo das subculturas, novos protocolos devem ser testados visando à obtenção de uma maior 

eficiência tanto com relação à produção do metabólito, como ao acúmulo de biomassa. 

Para a avaliação da capacidade antioxidante dos extratos de calos foi selecionado o 

modelo de quebras na molécula de DNA causadas pelo cloreto estanoso (SnCl2) que indica 

indiretamente essa atividade. Vários estudos têm demonstrado a capacidade do SnCl2 em 

provocar quebras na molécula de DNA mediadas pela produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) (CALDEIRA-DE-ARAÚJO et al., 1996; FELZENSZWALB et al., 1998; 

MATTOS, 2000). A ação de substâncias que apresentem atividade antioxidante pode ocorrer 

impedindo a formação das ERO ou captando tais moléculas (Mattos et al., 2000). Este 

modelo tem sido aplicado na avaliação do potencial antioxidante de extratos e metabólitos 

vegetais (REINIGER et al., 1999; DANTAS et al., 1999; BERNARDO et al., 2002; PAES-

LEME et al., 2005; BISO et al., 2010).  

Os resultados da avaliação antioxidante dos extratos dos calos carotenogênicos foram 

promissores, mostrando uma eficiente proteção à molécula de DNA, especialmente nas 

maiores concentrações testadas. Extratos metanólicos de plantas de campo e aclimatizadas de 

C. rosea também foram eficazes em proteger a molécula de DNA da ação oxidante do SnCl2 

(SIMÕES et al., 2006). Entretanto, extratos metanólicos obtidos a partir de calos não 

produtores de pigmentos, quando avaliados pelo mesmo modelo experimental, não 

http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Gaurav%20V&ut=000254708600007&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=1&db_id=&SID=Q2micf64PfbKBc8@JJj&field=AU&value=Roberts%20SC&ut=000254708600007&pos=3
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apresentaram potencial antioxidante (C. SIMÕES, comunicação pessoal)
1
. Assim como 

verificado para os extratos de C. rosea, extratos de calos de C. spinosa, produtores de β-

caroteno, também foram capazes de proteger a molécula de DNA da ação deletéria do SnCl2 

(ALBARELLO, 2005). Contudo, diferentemente dos resultados alcançados em C. rosea, onde 

foi verificada uma maior proteção nas maiores concentrações (300 a 500 µg.mL
-1

), para C. 

spinosa o maior potencial antioxidante foi obtido com concentrações até 50 µg.mL
-1

. Além da 

avaliação da capacidade antioxidante, o modelo utilizado também permitiu que fosse 

determinado o potencial efeito genotóxico dos extratos. Quando os extratos foram incubados 

isoladamente com o DNA sem a presença de SnCl2, não foram verificadas quebras na 

molécula em todas as concentrações testadas, indicando que esses extratos não apresentam 

potencial genotóxico. Estes resultados são bem relevantes, principalmente quando comparado 

aos estudos anteriores, quando foi verificado que extratos de plantas de campo e aclimatizadas 

de C. rosea induziram algumas quebras na molécula de DNA (SIMÕES et al., 2006). Similar 

ao observado para C. rosea, extratos de calos de C. spinosa também não apresentaram 

genotoxicidade (ALBARELLO, 2005).       

Em relação à avaliação da toxicidade dos extratos pelo bioensaio BST foram obtidos 

valores de CL50 acima de 3,0 mg.mL
-1

. O BST, que utiliza a concentração letal média como 

parâmetro para a avaliação da toxidade de produtos biológicos, é um modelo experimental de 

baixo custo, rápido e de fácil manutenção (MEYER et al., 1982) e tem sido bastante 

empregado em estudos com extratos vegetais (HERRERA-MATA; ROSAS-

ROMERO;CRESCENTE, 2002; OGUNNUSI; DOSUMU, 2008; LACHUMY et al., 2010; 

TAVIANO et al., 2011). De acordo com Dolabela (1997), extratos vegetais que apresentam 

CL50 > 250 μg.mL
-1

 são considerados pouco tóxicos ou não tóxicos; entre 250 e 80 μg.mL
-1

 

são moderadamente tóxicos e com CL50 < 80 μg.mL
-1

 são considerados altamente tóxicos. 

Deste modo, os valores alcançados pelos extratos de calos de C. rosea indicam que este 

material não apresenta toxicidade, e que as concentrações empregadas na avaliação da 

atividade antioxidante estavam bem abaixo da concentração letal média.  

Do exposto, podemos concluir que os resultados alcançados neste trabalho 

demonstram a eficiência do estabelecimento de uma nova linhagem de células produtoras de 

pigmentos para a espécie C. rosea e que o material produzido sob condições in vitro apresenta 

potencialidade para ser explorado economicamente.  

                                                             

1 Claudia Simões - Universidade do Estado do Rio de Janeiro - Departamento de Biologia Vegetal - 2011. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 O estabelecimento das culturas de calos em meio MS resultou na maior produção de 

calos friáveis e não organogênicos;  

 

 A auxina mais eficiente para a produção de biomassa e produção de carotenoides foi o 

2,4-D na concentração de 0,2 mg.L
-1

; 

 

 A luz foi um fator importante para o crescimento dos calos e essencial para a indução 

da produção de pigmentos nas culturas;  

 

 O uso de metil jasmonato (300µM), independentemente do tempo de exposição nas 

condições testadas (7 e 14 dias), foi definido como melhor tratamento para a 

otimização da produção de carotenoides nas culturas de calos; 

 

 A elicitação com metil jasmonato induziu ao aumento na concentração de β-caroteno 

nas culturas de calos; 

 

 As condições utilizadas para o estabelecimento das culturas de células em suspensão 

não se mostraram ideais para o aumento significativo de biomassa, necessitando serem 

otimizadas;  

 

 A utilização de calos elicitados para o início das culturas de células em suspensão não 

influenciou a produção de pigmentos;  

 

 Os métodos propostos mostraram-se adequados à produção in vitro de carotenoides, 

com destaque para o β-caroteno, com atividade antigenotóxica, potencial antioxidante 

e baixa toxicidade. 
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